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RESUMO

A esquistossomose mansoni, considerada um grave problema de saude publica, €
causada por vermes trematodas da espécie Schistosoma mansoni. A forma de tratamento
dessa parasitose baseia-se principalmente na quimioterapia, onde o farmaco de escolha
utilizado atualmente é o praziquantel que se destaca dentre 0s outros agentes
esquistossomicidas por ser eficaz contra todas as espécies de Schistosoma. No entanto, a
utilizacdo exclusiva do praziquantel no tratamento da esquistossomose mansoni tem
ocasionado a base do desenvolvimento de uma possivel resisténcia dos vermes do S.
mansoni a esse farmaco, surgindo a necessidade da busca de novos farmacos
esquistossomicidas que sirvam como alternativa para o tratamento da parasitose. Neste
contexto, estudos vém destacando os derivados tiazolidinicos como potenciais
esquistossomicidas através da citotoxicidade e da avaliacdo da susceptibilidade de
vermes adultos do S. mansoni mantidos in vitro e in vivo. Neste trabalho, testamos a
atividade esquistossomicida dos derivados tiazolidinicos LPSF/SF-03, LPSF/SF-05,
LPSF/SF-20 e LPSF/SF-22 e LPSF/SF-25 em diferentes concentragdes (100ug/mL,
80ug/mL, 60ug/mL e 40pug/mL). O praziquantel foi utilizado como o farmaco controle.
Observamos que os compostos LPSF/SF-22 e o LPSF/SF-25 apresentaram melhor
atividade in vitro frente aos vermes adultos do Schistosoma mansoni na dose de
80pg/mL com uma taxa de mortalidade de 70% e 86%, respectivamente. Nos ensaios de
citotoxicidade, o derivado tiazolidinico LPSF/SF-25 apresentou uma melhor
concentracdo atoxica quando comparados aos outros derivados tiazolidinicos testados.
Visto aos resultados obtidos in vitro com o composto LPSF/SF-25, este derivado foi
testado in vivo, apresentando uma reducdo de 28% do numero de vermes adultos do S.
mansoni e alteracdes nos estadios evolutivos dos ovos dos parasitos. Dessa forma,
sugere-se que o derivado tiazolidinico LPSF/SF-25 pode ser considerado um potencial
candidato a farmaco esquistossomicida.

Palavras-chaves: esquistossomose mansonica, tiazolidinas, quimioterapia
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ABSTRACT

Intestinal schistosomiasis, considered a grave problem to public health, is caused
by trematode worm from the Schistosoma mansoni species. The form of treatment for
this parasitize base itself mainly on chemotherapy, where the current drug used is
praziquantel, which highlights itself among other antischistosomals agents for being
more effective against all Schistosoma species, for having lesser costs, and for
presenting less side effects to the infected individual. However, the exclusive use of
praziquantel in the treatment of intestinal schistosomiasis has provided the base for a
possible resistance of the Schistosoma mansoni worm to such drug, bringing up the
necessity of new antischistosomals drugs that can work as an alternative to the treatment
of such parasitosis. In this context, studies have highlighted thiazolidines derivatives as
a nucleus of antischistosomal potentiality through the cytotoxicity and the evaluation of
the susceptibility of adult Schistosoma mansoni worms kept in vitro and in vivo. In this
work, we are using the thiazolidines derivatives LPSF/SF-03, LPSF/SF-05, LPSF/SF-20
and LPSF/SF-22 and LPSF/SF-25. The praziquantel was the experiment’s control drug.
Different concentrations of thiazolidines derivative were tested (100pg/mL, 80ug/mL,
60ug/mL e 40upg/mL). As results, the LPSF/SF-22 and the LPSF/SF-25 compounds
showed better activity in vitro, with a mortality rate of 70% and 86% in relation to
Schistosoma mansoni adult worms in the 80ug/mL dosage. In the cytotoxicity tests, the
thiazolidine derivative LPSF/SF-25 showed a better cytotoxicity when compared to the
other tested thiazolidines derivatives. Since the results obtained, the LPSF/SF-25 was
the thiazolidine derivative tested in vivo, showing a 28% reduction in the number of the
adult Schistosoma mansoni worms, and alterations in the evolutionary stages of the
parasites’ eggs. In this way, it is suggested that the thiazolidine derivative LPSF/SF-25
can be considered as possible candidates of the antischistosomals drugs.

Key-words: intestinal schistosomiasis, thiazolidines chemotherapy.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose é considerada um grave problema de salde publica e
acomete, aproximadamente, 207 milhes de pessoas no mundo inteiro (WHO, 2010). E
uma doenca parasitaria e infecciosa causada por vermes trematodas do género
Schistosoma (BRASIL, 2005). As principais espécies de Schistosoma causadoras da
parasitose em humanos sdo: Schistosoma mansoni, S. japonicum e S. haematobium
(CAFFREY, 2007). Dentre as espécies infectantes dos seres humanos, o Schistosoma
mansoni destaca-se por ser um dos agentes etioldgicos mais prevalentes nas regides
tropicais e subtropicais, sendo distribuido por cerca de 54 paises com uma estimativa de
infeccdo de mais de 83 milhdes de pessoas no mundo (WHO, 2010).

Com o objetivo de reduzir as formas graves da esquistossomose mansoni,
medidas terapéuticas vem sendo estudadas em todo mundo. No Brasil, tem-se utilizado
a quimioterapia com o intuito de diminuir a morbidade, prevaléncia e incidéncia da
parasitose nas areas endémicas (FILHO & SILVEIRA, 2001). Atualmente, o farmaco
mais utilizado é o praziquantel (PZQ), (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-
4H-pirazino{2,1-a}isoquinolina-4-ona), um derivado pirazinoisoquinolina que se tornou
o tratamento de escolha por ser eficaz contra todas as espécies de Schistosoma, ao
mesmo tempo em que possui um menor custo e toxicidade em comparacdo aos outros
compostos esquistossomicidas anteriormente utilizados (TALLIMA & RIDI, 2007).

O uso exclusivo do PZQ no tratamento da esquistossomose mansoni tem
ocasionado a base do desenvolvimento de uma possivel resisténcia dos vermes do S.
mansoni a esse farmaco (CIOLI, 2004). Devido a isso, ha a necessidade do surgimento
de novos agentes esquistossomicidas que possam ser utilizados como alternativa para o
tratamento desta parasitose (OLIVEIRA, 2008).

Baseado na necessidade da busca de novas medidas terapéuticas surge o
desenvolvimento crescente da Quimica Medicinal que tem por finalidade obter novos
quimioterapicos que apresentem uma maior seletividade ao agente invasor a0 mesmo
tempo em que proporcione uma menor toxicidade ao hospedeiro (OLIVEIRA, 2008).

As imidazolidinas sdo compostos bioativos e vem se destacando pela sua ampla
acdo biologica no tocante a propriedades antimicrobianas, anticonvulsivante
(OLIVEIRA, 2008), antihipertensiva (AMEMIYA, 1992), antineoplasica (PENG,
MARQUEZ & DRISCOLL, 1975) e esquistossomicidas (OLIVEIRA, 2008).

O Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica da Universidade Federal de

Pernambuco (GPIT/ UFPE) verificou as propriedades esquistossomicidas dos derivados
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imidazolidinicos em estudos in vitro com vermes adultos do Schistosoma mansoni
(OLIVEIRA, 2004 & ALBUQUERQUE, 2005). Além das imidazolidinas, outros
compostos que tem sido estudados pelo mesmo grupo de pesquisa sd0 0S compostos
tiazolidinicos, que sdo derivados heterociclicos issteros das imidazolidinas e, também,
possuem varias propriedades bioldgicas, tais como atividade anticonvulsivante,
hipnética, antihelmintica, antibacteriana, anticancerigena, anti-flngica, antihistaminica,
antiviral, antiinflamatéria (VERMA & SARAF, 2008), anti-fibrética (KON, 2002), anti-
diabética, anti-arterosclerose (PERGAL, 2005), antimicrobiana (BOZDAG-DUNGAR,
2007), e antiprotozoéaria (LIESEN, 2008).

Dessa forma, como alternativa inovadora e sendo as tiazolidinas bioisosteros das
imidazolidinas, surge a necessidade da realizacdo de pesquisas e estudos experimentais
a fim de avaliar a atividade das tiazolidinas como moléculas candidatas a novos agentes

terapéuticos esquistossomicidas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Gerais

e Verificar o potencial terapéutico de novas moléculas tiazolidinicas candidatas a

farmacos esquistossomicidas.
2.2. Especificos
e Avaliar a suscetibilidade in vitro de vermes adultos de S. mansoni frente a novos

derivados tiazolidinicos sintéticos;

e Analisar em culturas de células esplénicas de camundongos a citotoxicidade das
substancias obtidas por meio sintético;

e Verificar a suscetibilidade in vivo de vermes adultos e formas juvenis de S.

mansoni frente ao derivado tiazolidinico LPSF/SF-25;

e Determinar, através de contagem de vermes e ovos, a carga parasitaria dos

animais submetidos a terapia com o derivado tiazolidinico LPSF/SF-25.
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3. JUSTIFICATIVA

Sendo a esquistossomose considerada um grave problema de satde publica, hé a
necessidade da busca de novas formas de tratamento no combate a esta parasitose. O
tratamento mais evidenciado € representado pela quimioterapia, apesar da mesma esta
atualmente, no seu ponto crucial em busca de novos farmacos devido a falta de
quimioterapicos eficientes e principalmente por causa do aparecimento de uma possivel
resisténcia das cepas do Schistosoma ao unico farmaco utilizado atualmente, o
praziquantel.

Um dos maiores problemas relacionado a essa escassez de novos farmacos
esquistossomicidas esta diretamente relacionado a falta de incentivos mundiais no setor
da salde e em outros setores envolvidos. Esse descaso se deve ao fato de ser essa
doenca uma parasitose encontrada principalmente nos tropicos, sendo distribuidas quase
que exclusivamente pelos paises subtropicais em desenvolvimento onde a pobreza e a
falta de saneamento bésico ainda fazem parte do cenério social.

Dessa forma, surge a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos mais
seguros e eficientes no tratamento da parasitose, possuindo ao mesmo tempo, uma
menor taxa de efeitos colaterais e um menor custo, tornando-se acessivel ao maior
publico infectado. Portanto, baseando-se nessa necessidade, o Grupo de Pesquisa do
Laboratorio de Sintese e Planejamento de Farmacos da Universidade Federal de
Pernambuco (LPSF/UPFE) junto ao Laboratério de Imunologia e Biologia Celular do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (LIBM/CPgAM) tém desenvolvido pesquisas

tornando os compostos tiazolidinicos candidatos a novos farmacos esquistossomicidas.
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4., REVISAO DE LITERATURA
4.1. HISTORICO

A esquistossomose humana foi encontrada pela primeira vez em mumias
egipcias que datam de mais de cinco mil anos atras (DEELDER, 1990). A primeira
espécie encontrada foi o Schistosoma haematobium e foi descrita por Theodor Bilharz
ao realizar necropsia de um paciente no Egito (SIEBOLD, 1852). Novos estudos
demonstraram que os ovos do S. haematobium possuiam um espiculo terminal e podiam
ser encontrados no sangue e na urina do individuo infectado com a esquistossomose
haematobica (PRATA, 2008).

Em 1902, o meédico inglés Patrick Manson ao realizar exames em um paciente
que havia morado em varias ilhas das Indias Ocidentais encontrou ovos com espiculo
lateral nas fezes e auséncia de ovos e células de sangue na urina, o que fez Manson
sugerir gque aqueles ovos poderiam indicar um tipo diferente de bilharziose (MANSON,
1902).

Manson, em 1905, faz uma distincdo mais precisa sobre o habitat desses dois
tipos de bilharzia, relatando a presenca do Schistosoma haematobium, responséavel por
afetar especialmente a bexiga e produzir ovos com espiculo terminal e do Schistosoma
mansoni, uma nova espécie que se caracterizava por atingir o reto e produzir apenas
ovos de espiculo lateral (MANSON, 1905).

Dois anos mais tarde, Sambon sugeriu a Zoological Society de Londres, a
descoberta de uma nova espécie parasitaria, onde foi denominada de Schistosoma
mansoni em homenagem a Manson (SAMBON, 1907a,b). A descricdo dessa nova
espécie encontrada por Sambon nédo foi validada logo de imediato, devido ao fato de
suas pesquisas e descricBes terem sido realizadas com um nimero pequeno de vermes
(KATZ & ALMEIDA, 2003).

A esquistossomose mansonica € uma doenca parasitaria que foi descrita pela
primeira vez na Asia (ZHANG, 2001). A migracdo e colonizacdo de descendentes
asiaticos para a Africa foi, provavelmente, o fator responsavel pela disseminacio da
doenca nesse continente, com posterior propagacao para o Ocidente, devido ao trafico
de escravos que se instaurou nessa mesma época (FILES, 1951; DESPRES, 1993).

Em 1908, Piraja da Silva encontrou no Brasil o primeiro caso de S. mansoni ao
realizar alguns exames em um individuo da Bahia, onde foi possivel encontrar ovos

com espiculo lateral muito semelhante ao de S. mansoni (KATZ, 2008). Os estudos de

25



Sambon foram repetidos e aperfeicoados pelo pesquisador brasileiro Piraja da Silva
(1908), o qual através de minuciosas observacdes sobre as caracteristicas taxonémicas
dos vermes encontrados em autopsias humanas e em amostras fecais de individuos
infectados retirou davidas existentes sobre os trabalhos anteriormente realizados (KATZ
& ALMEIDA, 2003). Nessa pesquisa, Piraja, fez um relato completo com descrigédo da
morfologia dos ovos e dos vermes do S. mansoni (KATZ, 2008).

Alguns anos apos, Robert Leiper (1915) faz a descricdo completa do ciclo de
vida do S. hematobium e do S. mansoni, onde ele demonstrou experimentalmente, as
diferencgas existentes entre as duas espécies (KATZ, 2008). Adolfo Lutz (1916) teve
valiosa contribuicdo nos estudos sobre a esquistossomose mansonica no Brasil. Seus
trabalhos tiveram como foco a analise de ovos de S. mansoni, das fases larvarias,
miracidios, esporocistos, cercarias e a descoberta do molusco Biomphalaria glabrata
como seu hospedeiro intermediario. Além disso, Lutz fez importantes registros sobre a
sintomatologia, patologia, profilaxia e a terapéutica da infecgdo pelo S. mansoni em
humanos e em trabalhos experimentais (LUTZ, 1918).

Desde os primeiros anos de ocorréncia da parasitose no Brasil até os dias atuais,
apenas a esquistossomose mansonica perdurou no mesmo. Isso se deve a presenca
exclusiva do hospedeiro intermediario do S. mansoni no pais (KATZ & ALMEIDA,
2003). Devido as imigracGes no tempo da colonizacdo, as primeiras areas que se
tornaram endémicas no Brasil foram a Regido Nordeste e o Estado de Minas Gerais.
Com o passar do tempo, a parasitose foi se distribuindo geograficamente e, atualmente,
ha a presenca de varios focos isolados no pais, consolidando, portanto, a
esquistossomose mans6nica como um grave problema de salde publica (KATZ &
ALMEIDA, 2003).

4.2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam que aproximadamente
207 milhGes de pessoas estdo infectadas pela esquistossomose no mundo. Essa
parasitose é considerada uma doenca tropical por ser endémica em 74 paises em
desenvolvimento encontrados nos tropicos, sendo a segunda doenca parasitaria que mais
acomete individuos em todo o mundo, ficando atras, em numero de casos, apenas das
infeccdes por malaria (WHO, 2010; NEGHINA, 2009).
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A esquistossomose é causada por vermes trematodas do género Schistosoma,
possuindo diferentes agentes etioldgicos responséveis pela infec¢do: o Schistosoma
mansoni, 0 S. hematobium, o S. japonicum, o S. intercalatum e o S. mekongi, sendo as
trés primeiras espécies as principais responsaveis pela forma clinica. As duas Gltimas
tém sua distribuicdo geografica limitada (SILVA, CHIEFFI & CARRILHO, 2005).

A distribuicdo global da esquistossomose estd associada com a presenca do
hospedeiro intermediario, o caramujo do género Biomphalaria (CALDEIRA,
JANNOTTI-PASSOS & CARVALHO, 2009). Estes caramujos podem colonizar uma
grande variedade de habitat, desde rios, valas até lagos e pequenos pogos e, a escassez
de incentivos sanitarios com tratamento de 4gua e uma rede de esgoto adequada ajudam
na propagacdo desses moluscos e, consequentemente, da parasitose (FILHO &
SILVEIRA, 2001).

A esquistossomose mansbnica é considerada endémica, atualmente, em 54
paises na América Latina, Caribe, Africa e Oriente Médio. Porém, um processo
migratorio dessa parasitose vem acontecendo das regides infectadas para as areas da

Africa onde existiam apenas casos de esquistossomose haematébica (WHO, 2008).
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Figura 1: Distribuicdo global das espécies de Schistosoma (GRYSEELS, 2006)

No Brasil, devido & expanséo das populagdes das areas rurais para a area urbana
e a imensa diversidade climatica, econémica e social refletindo, consequentemente, na

imensa variedade de parasitoses encontrada no pais, a esquistossomose mansoni se
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enquadra em uma das doencas endémicas mais significativas (SCHNACK, 2003;
DOMINGUES & BARRETO, 2001) apresentando um aumento cada vez maior do
numero de casos de esquistossomose no pais (XIMENES, 2001). Estima-se que existam
no pais a presenca de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas pelo S. mansoni,
principalmente nos estados do Nordeste e em Minas Gerais (VRANJAC, 2007; KATZ
& ALMEIDA, 2003).

As areas endémicas no pais abrangem os estados do Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo e Minas gerais. No
estado de Pernambuco, estima-se que exista uma area endémica para a esquistossomose
mansoni equivalente a 17,5% da area total do estado, apresentando, no ano de 2006, 762
casos notificados da parasitose (BRASIL, 2006). Em alguns estados sdo encontrados
focos da doenca sendo estes distribuidos pelo Pard, Maranhdo, Ceard, Rio de Janeiro,
Séo Paulo, Parand e Santa Catarina (VRANJAC, 2007) (figura 2).

Prevaléncia (3:)
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Figura 2: Distribuigdo da esquistossomose mansoénica no Brasil (ENGELS,
2006)
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4.3. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DOS VERMES ADULTOS DO S.
mansoni

Os trematodeos do género Schistosoma diferem de outros Digeneas por
apresentar sexos separados. Sdo parasitos delgados e longos. O macho é esbranquicado,
com aproximadamente 10 mm de comprimento (Figura 4). Possui uma ventosa anterior
oral, afunilada, e, proxima a esta, uma segunda ventosa pedunculada, o acetabulo. O
espaco entre as duas ventosas € desprovido de tubérculos, espinhos e papilas sensoriais
(REY, 2008). A ventosa apresenta uma musculatura formada por masculos néo
somaticos (MAIR, 1998).

O sistema digestivo dos vermes adultos inicia com a boca encontrada no centro
da ventosa oral, sendo esta, responsavel pela ingestdo de alimentos e excrecdo dos
residuos oriundos do metabolismo. Possui um es6fago curto. Os cecos intestinais
percorrem lateralmente o corpo do verme, e na extremidade média corporal, se unem
formando um ceco Unico em formato terminal de saco (HOCKLEY, 1973). No aparelho
digestivo sdo encontradas enzimas do tipo peptidases responsaveis pela digestdo do
sangue do hospedeiro digerido (CAFREY, 2004).

O macho do S. mansoni possui um sistema reprodutor composto por seis a dez
I6bulos testiculares. Apresenta o corpo achatado dorsoventralmente e enrolado de modo
a formar uma calha ou tubo longitudinal, que recebe o nome de canal ginecoférico
(Figura 3). Esse canal tem a finalidade de albergar a fémea na hora do acasalamento e
apresenta poucos tubérculos, auséncia de espinhos e tegumento poroso préximo ao poro

genital, apesar de ndo possuir receptores sensoriais (REY, 2008).

Figura 3: Casal de S. mansoni em copula com a fémea alojada no canal ginecoférico do
macho (STEINAUER, 2009)

A fémea do S. mansoni tem o corpo cilindrico com um comprimento médio de

14 mm, sendo mais longa e mais fina que o macho (Figura 4). Possui cor acinzentada e
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escura, devido a hemozoina presente no tubo digestivo oriundo do processo digestivo do
sangue. Também possuem duas ventosas, muito proximas uma da outra (OLIVEIRA,
2000).

O sistema reprodutivo é formado por um ovario oblongo. Possuem glandulas
produtoras de vitelo distribuidas pela parte posterior do corpo (FRIED & GRACZYK,
1997). O desenvolvimento do aparelho reprodutor feminino é determinado pelo
acasalamento com os machos e a fecundagdo. Dessa forma, o amadurecimento das

fémeas ocorre muito lentamente em uma infec¢do unissexual (KNOBLOCH, 2006).

Figura 4: Vermes adultos de S. mansoni (In PITTA, 2005/ Adaptada)

O sistema excretor dos parasitos € formado por células em flama, estruturas
responsaveis pela eliminacdo dos excretas, que se ramificam e originam dois tabulos
coletores que chegam até o epitélio. Eles se unem formando uma vesicula de excrecéo
que possuem um poro excretor ou nefrididporo, tendo este, contato com o exterior, na
parte distal do corpo. A funcdo desempenhada pelo sistema excretor é basicamente fazer
a eliminacdo e a absorcdo de diferentes matérias soltveis por transportes ativos (REY,
2008).

O tegumento do verme é uma estrutura muito importante para a nutricdo por
absorcdo, excrecdo de alguns metabdlitos e protecdo dos vermes contra o0 seu
hospedeiro. Os vermes adultos possuem um revestimento externo que, por microscopia
eletronica de varredura, indica a presenca de tubérculos e espinhos situados na
superficie interna das ventosas, de uma citomembrana formada por sete camadas € um
glicocélix polidnico, rico em carboidratos na sua superficie exterior. H4 um constante
processo de renovacdo do revestimento externo do verme através de um processo de
descamacéo e formacdo de uma nova camada que vai surgindo internamente (REY,
2008).

30



4.4. CICLO BIOLOGICO

O ciclo evolutivo do S. mansoni é do tipo heteroxeno, pois necessita de dois
hospedeiros para finalizar o seu desenvolvimento (Figura 6). O hospedeiro
intermediario pode ser o caramujo do género Biomphalaria Glabrata, B. tenagophila ou
B. straminea (GRYSEELS, 2006; CALDEIRA, 2009), e o hospedeiro definitivo podem
ser o0 homem ou outros vertebrados, tais como hamster, camundongo ou coelho
(PINTO, 1990).

Os parasitos tornam-se adultos na luz dos vasos sanguineos do seu hospedeiro
definitivo, habitando as vénulas do plexo hemorroidario superior e as ramificacdes mais
finas das veias mesentéricas, principalmente a inferior, onde as fémeas iniciam a postura
dos ovos (STANLEY, 2009). Cada fémea produz cerca de 100-300 ovos por dia. Uma
grande parte dos ovos migra para o lumen do intestino, enguanto outra parte acaba
sendo levada pela veia porta para o figado (SILVA, CHIEFFI & CARRILHO, 2005).

Os ovos sdo produzidos por meio das células glandulares vitelinicas e pelo
ovario das fémeas (MICHEL, KNOBLOCH & KUNZ, 2003). Os ovos secretados no
mesentério ainda sdo imaturos. Envolvendo o zigoto, encontra-se uma casca protéica
formada por microespinhos na parte externa, e, na parte interna, verifica-se a presenca
de células vitelinicas, mitocondrias, gorduras, vesiculas e granulos (ASHTON, 2001).

Cada ovo maduro apresenta um espinho lateral no seu pdlo superior (Figura 5) e
um miracidio formado (DIAS & RIBEIRO, 1980). O miracidio secreta enzimas
proteoliticas capazes de impulsionarem os ovos para o limem intestinal, sendo logo em
seguida, excretados junto as fezes, podendo ficar vidveis por até sete dias. Ao ter
contato com a agua doce, influéncias, tais como, hipotonicidade, temperatura e a
movimentacdo do embrido, acarretam a liberacdo dos miracidios no meio (GRYSEELS,
2006).

Figura 5: Ovo maduro do S. mansoni (CONLON, 2005)

Os miracidios permanecem na dgua doce nadando em circulos até 0 momento de

encontrar seu hospedeiro intermediario, 0 molusco do género Biomphalaria (REY,
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2008). Ao encontrar o0 molusco, os miracidios penetram no tegumento e chegam a se
alojar em diversos tecidos do corpo do hospedeiro, transformando-se entdo, em
esporocisto. Esses se reproduzem por poliembrionia e ddo origem as cercarias. Ao
acontecer qualquer rompimento do tegumento do caramujo, as cercarias abandonam seu
hospedeiro intermediério e retornam a 4gua, nadando sempre em direcéo a superficie e a
luz (BLANCHARD, 2004).

Na medida em que essas cercarias encontram seu hospedeiro definitivo, elas
iniciam seu processo de penetracdo pela epiderme, que dura no maximo 15 minutos. As
cercarias perdem a cauda e logo em seguida, seu corpo migra ativamente pela pele do
hospedeiro (CUNHA, 1970), transformando-se rapidamente em esquistossomulos
(BLANCHARD, 2004).

Os esquistossomulos que ndo sao destruidos ao chegar a pele ganham a corrente
sanguinea e chegam ao coracdo, depois pulmdes, e logo em seguida, ao figado. No
sistema porta intra-hepatico, os esquistossomulos se alimentam de sangue,
desenvolvem-se e reproduzem-se, chegando a fase dos vermes adultos. Apos isso, 0S
vermes migram, a maioria, acasalados, para a veia mesentérica inferior onde

acontecerdo as oviposicodes, reiniciando todo o ciclo do parasito (BLANCHARD, 2004).

Figura 6: Ciclo de vida da esquistossomose. 1: vermes adultos do S. mansoni; 2: ovos; 3:
Miracidios; 4: molusco do género Biomphalaria glabrata, B. tenagophila e B. straminea; 5:
cercarias (GRYSEELS, 2006/adaptada).
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4.5. PATOLOGIA

A patologia da esquistossomose mansonica é representada por uma forma aguda
ou formas cronicasl. A forma aguda é considerada leve sendo determinada como fase
aguda ou assintomatica. A forma cronica possui uma forma hepatointestinal e uma
hepatoesplénica (LAMBERTUCCI, 2000).

4.5.1. Forma Aguda

A forma aguda caracteriza-se por ser na maioria das vezes assintomaticas ou
apresentando sinais clinicos bem diversificados, como por exemplo: dermatite
cercariana com erupcao papular, eritema, edema e plurido (PORDEUS, 2008). QOutras
manisfestacdes comuns sao febre, dor de cabeca, nduseas, anorexia, vomitos, diarreias,
perda de peso e nivel de eosinofilia elevado (PORDEUS, 2008). Outros sintomas vao
surgindo devido a migragdo e posterior posicionamento dos vermes adultos, tais como
dores abdominais, toxemia, esplenomegalia, hepatoesplenomegalia e exantema
generalizado (GRYSEELS, 2006).

O estagio febril da infeccdo pode ndo acontecer em individuos que vivem em
areas endémicas para o0 Schistosoma. Isso acontece porque essas populacdes tornam-se
imunes a este tipo de infeccdo. Entretanto, em pessoas que estdo viajando por areas
endémicas pela primeira vez e séo infectadas pela parasitose, é possivel que apresentem
rapidamente as manifestacbes iniciais apresentadas pela infeccdo (PEARCE &
MACDONALD, 2002).

O diagnostico na fase inicial da infeccdo pelo S. mansoni acontece
principalmente quando h& a presenca de ovos nas fezes do individuo infectado
(PORDEUS, 2008). A réapida identificacdo da esquistossomose € importante para a
diminuicdo da taxa de transmissdo e principalmente, para o rastreamento de areas
endémicas (BECK, 2008).

A presenca dos ovos maduros do S. mansoni nos tecidos e 6rgdos causa uma
resposta inflamatoria, tendo como consequiéncia a formagdo de granulomas periovulares
no intestino, no pulmao e, principalmente, no figado (Figura 7). Neles se encontram
uma grande quantidade de componentes exudativos, com muito eosinéfilos, necrose

central ou com a formagdo de um halo de necrose periovular (LAMBERTUCCI, 2008).
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Figura 7: Imagem de figado infectado pelo S. mansoni. Pontos esbranquicados representam
granulomas dispersos no parénquima hepético (LAMBERTUCCI, 2008).
4.5.2. Forma Cronica

A fase cronica da esquistossomose ocorre com maior frequéncia em areas
endémicas, onde individuos, normalmente assintomaticos, passam a demonstrar
manifestacBes clinicas. Varios sdo os fatores que podem estar envolvidos no
desenvolvimento da patogenia, dentre ele podemos citar: a carga parasitaria da infeccao,
(FILHO & SILVEIRA, 2001), o estado nutricional e a resposta imunologica do
individuo infectado (REY, 2008). A forma crbnica tem inicio alguns meses apos a
infeccdo acometendo varios érgdos de forma grave, apresentando formas intestinais,
hepatointestinal, hepatoesplénica e ectdpicas (PORDEUS, 2008).

Na fase intestinal da esquistossomose mansbnica, 0s principais sintomas
apresentados pelos individuos infectados sdo: fraqueza, fadiga, movimento intestinal
irregular, dores abdominais, fezes sanguinolentas (LAMBERTUCCI, 2000), inflamacao
glanulomatosa da mucosa, pseudopoliposes, microulceracdes e hemorragia superficial
(GRYSEELS, 2006).

Na forma hepatointestinal, 0s ovos permanecem presos na parede intestinal, no
figado ou em vérios outros 6rgdos. Eles secretam antigenos acarretando uma resposta
inflamatdria glanulomatosa (COON, 2005). O granuloma que inicialmente ja estava
sendo desenvolvido na fase aguda torna-se maior e com uma resposta inflamatéria mais
acentuada, acarretando uma patogenicidade mais avancada nas células do figado
(SILVA, 2005).

Na forma hepatoesplénica, 0s pacientes esquistossomoticos apresentam
crescimento e endurecimento do figado e bago (KATZ & ALMEIDA, 2003). Isso

ocorre quando 0s ovos depositados pelas fémeas nos vasos do intestino sdo arrastados
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pela corrente sanguinea e ficam retidos nos capilares dos espacos porta do figado. Com
0 acumulo progressivo dos granulomas h& o desenvolvimento de um manguito fibrético
em torno das ramificacGes intra-hepaticas da veia porta (Figura 8) (COON, 2005). Esse
processo recebe o nome de fibrose periportal e é responsavel por obstruir o fluxo
sanguineo pela veia porta e, por conseguinte, gerar a formacdo da hipertensdo porta,
hepatoesplenomegalia (Figura 9) e varizes gastrointestinais (GRYSEELS, 2006) que
podem em alguns casos, levar o paciente a morte (BURKE, 2009). O aumento de
tamanho do baco, esplenomegalia, acontece devido a hiperplasia das células e congestédo
venosa do sistema reticuloendotelial (LAMBERTUCCI, 2008).

Figura 8: Granuloma hepatico da fase crénica com predominio de tecido fibroso (GRYSEELS,
2006).

Figura 9: Paciente com hepatoesplenomegalia (LAMBERTUCCI, 2008).

Na fase mais avancada da forma cronica, a de hepatosplenomegalia
descompensada, ha a ocorréncia de hemorragias digestivas, derrame cavitario, 0 que
acarreta a ascite e posteriormente, podem causar o comprometimento dos hepatocitos.
Devido a isso, 0 6rgdo perde a capacidade de realizar suas atividades normais, levando o

paciente a um estado clinico de caquexia podendo progredir para 0 coma hepatico
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(REY, 2008). A partir do surgimento de novas drogas utilizadas em pacientes
esquistossomoticos, pode-se observar, em alguns casos, a regressdo de lesdes hepéticas
avancadas (KATZ & BRENER, 1966; ANDRADE, 20008).

A forma ectopica na fase cronica da esquistossomose ocorre com a migracao de
alguns ovos do sistema porta para os pulmdes, 6rgaos genitais e para o Sistema Nervoso
Central (SNC). Por meio das vias anastomosticas porto-cava, que ficaram abertas apos a
hipertensdo portal, os ovos sdo facilmente transportados para esses 0rgaos. A presenca
de ovos nos pulmdes com posterior formagdo de granulomas e fibrose pode acarretar
problemas bronquicos e hipertenséo pulmonar (GRYSEELS, 2006).

A presenca de ovos nos 6rgaos genitais do individuo infectado causa no aparelho
reprodutor feminino, lesdes ulcerativas e hipertréficas da vulva e da vagina. Também
podem ocorrer danos nos ovarios e nas trompas de faldpio, apresentando casos de
infertilidade (GRYSEELS, 2006).

A neuroesquistossomose € causada pela presenca dos ovos no Sistema Nervoso
Central (SNC), sendo encontrados mais freqientemente na medula espinhal que no
cérebro. As lesdes produzidas dependem da quantidade dos ovos e da resposta
imunologica do hospedeiro (FERRARI, 2008). Com a presenca desses ovos, substancias
antigénicas e imunogénicas comegam a secretar uma reacdo granulomatosa periovular
para a formacdo de granulomas necroticos-exsudativo (LAMBERTUCCI, 2000) e
presenca de sintomas tais como: hipertensdo intracraniana e mielite transversa que afeta
a medula espinhal (GRYSEELS, 2006).

4.6. DIAGNOSTICO

A importancia da realizacdo do diagndstico da esquistossomose mansénica tem a
finalidade de contribuir tanto para os estudos epidemiolégicos quanto para a pesquisa
terapéutica (BECK, 2008). Os dados epidemioldgicos auxiliam a quantificar as
infeccOes através dos historicos de banhos nas aguas infectadas, e a0 mesmo tempo
ajuda a prever em que nivel patologico o individuo se encontra (SILVA, 2005).

Os métodos classicos para a obtencdo do diagndstico da esquistossomose
mansénica sdo classificados como qualitativos e quantitativos. Alguns exames
parasitologicos realizados para o diagnostico dependem da presenca de ovos do parasita
nas fezes do individuo infectado, tais como o Método de Lutz que se caracteriza como

sendo um método qualitativo e o0 Método de Kato, considerado um método quantitativo
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(BECK, 2008). Além desses, existem os métodos de eclosdo miracidiana, biopsia retal e
testes imunoldgicos, sendo estes menos utilizados na maioria dos casos (KATZ &
ALMEIDA, 2003).

A técnica de Lutz, também denominada como método de Hoffman, Pons e Janer
consiste na sedimentacdo espontanea das fezes por volta de duas horas, que séo diluidas
na &gua, para a concentracdo dos ovos nos helmintos. Em seguida é feito uma lamina
para ser observada no microscéopio optico. Nessa técnica, ha a possibilidade de verificar
a viabilidade dos ovos, exceto se ndo for utilizado nenhum tipo de corante (REY, 2008).
E um dos métodos utilizados entre os laboratdrios por apresentar baixo custo, maior
facilidade no manuseio e, além disso, diagnosticar a presenca de outras parasitoses
(REY, 2008).

A técnica mais utilizada no ambito da salde publica é o método de Kato-Katz,
que é recomendada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), por ser um exame mais
preciso, de baixo custo e de facil utilizacdo (KATZ & ALMEIDA, 2003). E um
procedimento que tem a funcdo de verificar a carga parasitaria no individuo infectado
através do numero de ovos presentes nas fezes e desse modo, determinar a intensidade
da infeccdo (ELLIOTT, 1996).

A infeccdo esquistossomdtica é dita elevada quando a carga parasitaria
verificada for acima de 500 ovos/grama de fezes. Definida como moderada quando a
intensidade da carga esta entre os valores de 100 a 500 ovos/grama de fezes e
considerada baixa quando a carga parasitaria esta abaixo de 50 ovos/grama de fezes.
Esse menor valor causa limitacGes a técnica de Kato-katz, sendo necessario aumentar o
namero de amostras ou de laminas (RABELO, 2008).

Além dos testes parasitoldgicos utilizados para diagnosticar a esquistossomose,
existem os métodos imunoldgicos tais como: ELISA, imunoflorescéncia e Reacgdo
Periovular, que consistem na utilizacdo do soro do paciente em busca de encontrar a
presenca de anticorpos anti-S. mansoni, 1gG e IgM. Os antigenos usados nesses

procedimentos sdo 0s vermes, ovos ou cercarias (VRANJAC, 2007).
4.7. TRATAMENTO

O tratamento da esquistossomose tem como finalidade a cura dos pacientes
infectados (BRASIL, 2005). As medidas de tratamento para a diminuigdo da morbidade

da esquistossomose mansodnica em areas endémicas pelos pesquisadores brasileiros se

37



baseiam, quase gque exclusivamente, no uso da terapéutica em larga escala (HOMEIDA,
1991; EL SAYED, 1997; RICHTER, 2003). Conhecido como tratamento em massa, €
com poucas contra-indicacBes, 0 composto atualmente empregado no tratamento da
esquistossomose mansonica, caracteriza-se por sua eficacia e toxicidade relativamente
baixa (KATZ, 2008).

A terapéutica deve vir associada ao saneamento béasico, aplicacdo de moluscicida
nas areas infectadas pelo S. mansoni e a campanhas de educacéo em Salde Publica para
a populacdo residente nestas areas infectadas com o intuito da obtencdo do controle da
transmissdao. Uma possivel conquista no controle da esquistossomose seria o
desenvolvimento de uma vacina, com disponibilidade no mercado. Nesse ambito, varios
estudos vém sendo realizados, porém ainda encontra-se em fase experimental (KATZ &
COELHO, 2008).

O tratamento do paciente infectado com esquistossomose mansonica vem sendo
realizado através da quimioterapia, desde 1918, quando Christopherson sugeriu a
utilizacdo dos compostos antimoniais (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER,
1995). Algumas décadas depois, varios compostos foram surgindo tais como: a emetina,
o0 niridazol, o lucantone, o metrifonato, o artemether, o artesunato, 0 oxaminiquine e o
praziquantel, a maioria deles com suas funcBes quimicas e mecanismos de acgdo
préprios, sendo o praziquantel, o mais utilizado atualmente no setor da Salde Publica
(FILHO & SILVEIRA, 2001).

Mesmo alcancando a reducdo da morbidade dos pacientes infectados pelo S.
mansoni, a quimioterapia ainda ndo € capaz de proporcionar ao paciente infectado e
tratado uma resisténcia a reinfeccdo (KATZ & COELHO, 2008). O beneficio até o
momento apresentado pela quimioterapia € a reducdo da intensidade da infeccdo e, em
alguns casos impedir que os individuos infectados evoluam para a fase cronica da
doenca. O éxito terapéutico obtido até 0 momento é alcancado através da intervencdo
em larga escala ou por tempo indefinido com os quimioterdpicos em areas infectadas
(CAPRON, 1998). A quimioterapia como forma de tratamento em massa torna-se
dispendiosa e, a0 mesmo tempo possibilita o desenvolvimento de uma baixa
suscetibilidade do farmaco ao parasito acarretando em uma menor eficacia do
tratamento (FILHO & SILVEIRA, 2001).

Um exemplo de uma possivel resisténcia aos farmacos vem acontecendo com 0s
vermes adultos do S. mansoni dos pacientes infectados no Senegal e no Egito
(STELMA, 1995 & ISMAIL, 1996) ao passarem por diversos tratamentos com o
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praziquantel. Devido a isso, surge uma necessidade de que haja a descoberta de novos
quimioterapicos mais eficientes contra a parasitose e que ao mesmo tempo, possua um
menor custo e toxicidade (MELMAN, 2009).

4.7.1. Agentes Esquistossomicidas

Os compostos antimoniais foram empregados originalmente como cosméticos e
farmacos pela civilizacdo antiga. Em 1918, houve o inicio e sua utilizacdo como
alternativa para o tratamento de algumas doencas parasitarias. Esses compostos foram
usados no tratamento da esquistossomose por mais de 50 anos. Porém, devido aos seus
elevados efeitos toxicos e colaterais, foram substituidos por outros medicamentos
(DEMICHELL & FREZARD, 2005).

Com importancia histérica, evidente, os compostos antimoniais foram o0s
primeiros a possuir um mecanismo de acdo antiesquistossomicida proposto (CIOLI,
PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995). Ernest Bueding e colaboradores relataram
que o metabolismo anaerobico era 0 melhor caminho para a producéo de energia nos
vermes adultos do Schistosoma mansoni. Os compostos antimoniais conseguiam inibir a
atividade glicolitica da fosfofrutoquinase (PFK) nos vermes adultos do S. mansoni,
impedindo a catalise da frutose-6-fosfato (F6P) em frutose-1,6-difosfato (FDP), tendo
como consequéncia a morte do Schistosoma (BUEDING, 1950). Isso acontece porque a
PFK ¢é a principal enzima responsavel pela glicélise no parasito, dependendo o mesmo,
da PFK para a producéo de energia e consequentemente, para a sua sobrevivéncia (SU,
MANSOUR & MANSOUR, 1996).

O primeiro composto antimonial a ser utilizado foi o tartaro emético (Tabela 01)
(KATZ, 2008). Esse composto era administrado por via endovenosa em pacientes com
esquistossomose mansonica durante um més com multiplas doses, causando varios
efeitos colaterais tais como: diarréia, vomitos, problemas cardiovasculares e sintomas
anafilactdides, fazendo com que muitos individuos abandonassem a terapia (CIOLI,
PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

O segundo composto a ser utilizado no tratamento da esquistossomose foi a
emetina, o qual foi utilizado, inicialmente no tratamento da esquistossomose japonica e
amebiase (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995). Porém, a necessidade de
doses elevadas em pacientes com esquistossomose, acarretava um alto grau de
toxicidade. Com isso, estudos foram realizados e originaram um derivado analogo da

emetina, o 2,3-di-hidroemetina (Tabela 01) que possui as mesmas atividades da emetina
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original, no entanto, possui um efeito toxico reduzido em cerca de 50% (CIOLI, PICA-
MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

O 2,3-di-hidroemetina era administrado em pacientes esquistossomoticos,
através de injecOes diarias, e apresentavam bons resultados de cura, com poucos efeitos
colaterais. Poréem o modo como a emetina era conduzido periodicamente necessitava de
hospitalizagdo do individuo infectado. Isso fez com que esse composto deixasse de ser
utilizado como agente esquistossomicida, sendo utilizado até hoje, apenas para 0s casos
de pacientes com amebiase (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

Em 1960, surgiu o metrifonato (Tabela 01), um derivado organofosforos 2,2,2-
tricloro-1-hidroxietil dimetil fosfonato (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER,
1995) que se caracteriza por apresentar atividade anticolinesterase (EDITORIAL
ARAB, 2009). Porém, estudos demonstraram que o metrifonato apresentou maior
atividade nos parasitos do S. haematobium (DAVIS & BAIELY, 1969), do que nos
parasitos do S. mansoni e do S. japonicum (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER,
1995).

Uma das melhores vantagens do metrifonato é o seu baixo custo de producéo.
Também apresentam poucos efeitos colaterais e toxicos. Ha varias hipdteses para o seu
mecanismo de acdo, porém, 0 mais aceito estd relacionado a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, ocorrendo um acumulo de acetilcolina e, por conseguinte, paralisia
do verme (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

O metrifonato é considerado um pré-farmaco por ser instavel em meio aquoso se
transformando espontaneamente em alguns compostos. Dentre eles, destaca-se o
diclorvos, 2,2-diclorovinil dimetil fosfato ou DDVP (RACCHI, 2004) (Tabela 01). O
diclorvos apresentou atividade mais expressiva quando comparado ao metrifonato
apresentando um potencial inibitorio da acetilcolinesterase cem vezes maior que 0
metrifonato (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995) sendo bem tolerado sem
alteragBes clinicas significativas, apresentando alguns efeitos tais como nauseas, colicas
e diarréia (RACCHI, 2004).

A necessidade de novos farmacos que apresente um espectro mais amplo, levou
ao estudo do lucantone, o 1-[2-(dietilamino)etilamino]-4-metil-9H-tioxanthen-9-ona
(Tabela 01), que destacou-se por ter atividade esquistossomicida contra 0 S. mansoni € 0
S. haematobium. O lucantone chegou a ser utilizado na pratica médica com doses orais
de 20mg/Kg durante cinco dias consecutivos, apresentando poucos efeitos colaterais

iniciais tais como nauseas e vomitos. Entretanto, a utilizagdo desse composto apresentou
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em alguns casos problemas cardiovasculares bem severos, o0 que levou a
descontinuidade de seu uso (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

Em 1964, surge o derivado nitrothiazole denominado niridazol (Tabela 01). Esse
composto teve grande importancia na quimioterapia do tratamento da esquistossomose
por também ser utilizado por via oral, porém apresentou desvantagens por necessitar da
administracdo de vérias doses e conseqlientemente, apresentar inimeros e graves efeitos
colaterais, tais como: toxicidade renal e central, mutagenicidade, carcinogenicidade,
embriotoxicidade e imunossupressdo celular (WEBSTER, 1975). O metabolismo do
niridazol acontece inicialmente no figado, explicando, portanto, a presenca dos efeitos
colaterais em pacientes com esquistossomose cronica (COUTINHO & BARRETO,
1969).

As espécies do S. mansoni, haematobium e japonicum séo sensiveis ao niridazol,
porém, a eficacia é mais expressiva no tratamento com S. haematobium. Os efeitos
colaterais evidenciados com o uso desses farmacos sdo relacionados, principalmente, ao
sistema nervoso central e consistem no aparecimento de alucinagdes,
hiperexcitabilidade, convulsdes e perda de consciéncia. Dentre os efeitos mais brandos,
relatam-se nauseas, vomitos, dores abdominais, diarréias e alteracfes cutaneas (CIOLI,
PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995). Devido a essa gama enorme de efeitos
colaterais apresentados pelo niridazol, fica inviavel a administracdo da droga por varios
dias no tratamento da parasitose (KATZ & COELHO, 2008).

O mecanismo de acdo do niridazol esta relacionado a uma ligacdo covalente
desse composto a macromoléculas existentes no parasito. Esse composto, na presenca
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) em condicGes anaerdbicas,
desencadeia uma reducdo enzimatica do grupo nitro, acarretando a formacdo de
moléculas intermediarias reativas capazes de se ligarem covalentemente as
macromoléculas presentes no parasito do Schistosoma (TRACY, CATTO &
WEBSTER, 1983). Isto pode levar a morte do parasito por diversos motivos, porém
esse mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado (CIOLI, PICA-
MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

As propriedades do Artemeter, um éter B-metil derivado da dihidroartemisina
(Tabela 01) extraida de uma planta chinesa, a Artemisia Annua (CHEN, 1980), foram
descritas por volta do ano de 1980 sendo utilizada no tratamento da malaria e contra o S.
mansoni (XIAO & CATTO, 1989). Em 1982, surge o primeiro relato de atividade
esquistossomicida desse composto contra o S. japonicum (LE, YOU & YANG, 1982).
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E, em 2000, foi comprovado o seu potencial esquistossomicida contra o S. haematobium
(XIAO, 2000). O artemeter apresenta uma alta atividade contra estagios juvenis do
parasito, a0 mesmo tempo em que possui uma menor eficicia contra os vermes adultos
do Schistosoma. Devido a sua maior eficacia no periodo inicial do desenvolvimento do
parasito, esse farmaco € indicado para o tratamento de individuos na fase aguda
(SHUHUA, 2002).

O mecanismo de acdo do artemeter ainda ndo esta totalmente esclarecido,
porém, alguns relatos importantes da descoberta desse mecanismo tem sido descritos
nessa Ultima década, sugerindo que haja uma inibicdo da ATPase e de enzimas
envolvidas na glicélise, acarretando em uma diminuicdo da taxa de glicogénio e de
proteinas no verme. O Artemeter causa alteracfes tegumentares com formacgdo de
vacuolos e danos nas celulas vitelinicas femininas dos vermes adultos do Schistosoma.
O derivado possui ainda a capacidade de reduzir a carga parasitaria e diminuir as lesdes
afetadas através dos ovos dos vermes no organismo infectado. Verificou-se também que
o Artemeter é mais eficiente, causando maiores danos em vermes fémeas do que em
vermes machos (SHU-HUA, 2005).

Em estudos experimentais de animais esquistossomoéticos ao realizar
administracdo do praziquantel associado ao artemeter observou-se uma maior eficiéncia
no tratamento com maior reducdo dos vermes e diminui¢do na oviposi¢cdo. Porém, mais
estudos experimentais sdo necessarios para determinacdo do potencial desses dois
derivados quando agregados (CAFREY, 2007).

Um ano ap6s a descoberta do artemeter, 0 mesmo grupo de pesquisadores
publicou a estrutura quimica e as atividades do composto artesunato, o di-
hidroartemisin-10-a-succinato  (Tabela 01), ressaltando a sua atividade
esquistossomicida contra o Schistosoma japonicun. S. mansoni, S. mekongi e S.
haematobium (SHU-HUA, 2005).

As descobertas do artemeter e do artesunato representaram importantes
contribuigdes para o campo de pesquisa das drogas esquistossomicidas (YUAN, 2000).
H& estudos em modelos experimentais relacionados com a presenca de uma mistura
entre o praziquantel junto ao artemeter e o artesunato no tratamento da esquistossomose,
que vem apresentando uma reducdo significante na carga de vermes do S. mansoni
(UTZINGER, 2002).

Outro composto bastante utilizado nos pacientes infectados com S. mansoni é a

oxaminiquine (OXA), um derivado 2-aminometiltetrahidroquinolina (Tabela 01),

42



considerada um dos agentes esquistossomicidas mais promissores, ficando atras apenas
do praziquantel. Caracteriza-se por ter um efeito anticolinérgico que aumenta a
mobilidade do parasito e inibe a sintese dos acidos nucléicos. Apresenta atividade
contra o S. mansoni, mas € ineficaz em infec¢bes de S. japonicum e S. haematobium
(CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

A oxaminiquine é administrada oralmente em uma Unica dose, sendo 15 mg/Kg
para adultos e 20mg/Kg para criancas. A taxa de cura esta representada por volta de
mais de 83% quando verificada atraves de exames de fezes (FERRARI, 2003). Apos
sua administracdo, esse farmaco é rapidamente metabolizado, sendo de facil absor¢éo e
excrecdo (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

O mecanismo de acdo da oxaminiquine ainda ndo esta bem esclarecido. Porém,
héa relatos que o derivado é enzimaticamente convertido em éster através da quinase ou
da sulfotransferase, o que pode alquilar o DNA do Schistosoma, definindo o grupo
metilhidroxil essencial a atividade biolégica (CIOLI, PICA-MATTOCCIA &
ARCHER, 2003). A oxaminiquine representa uma melhor eficacia em vermes machos
do que nos vermes fémeas (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995) e contra
todos os estagios imaturos do verme (KATZ, 2008).

Os efeitos colaterais mais comumente apresentados apds a sua utilizacdo
baseiam-se no aparecimento de tonturas, nduseas, cefaléia, sonoléncia e em pequena
guantidade dos pacientes é possivel a ocorréncia de irritacdo, excitacdo nervosa,
alucinagGes ou convulsées (KATZ, 2008) com nenhum caso de o&bito relatado
(AMARAL, 2006). Devido a boa tolerancia encontrada no tratamento com a
oxaminiquine em pacientes esquistossométicos, esse farmaco pbde ser recomendado
para o tratamento das infeccdes por esquistossomose nas areas endémicas (KATZ,
2008).

Nos ultimos 20 anos, a oxaminiquine apresentou papel fundamental na
terapéutica da infeccdo do S. mansoni (RICHTER, 2003). Porém, esse cenario mudou
de figura com o aparecimento da resisténcia da oxaminiquine nas infeccGes no Brasil e
também devido ao surgimento do praziquantel, apresentando melhor eficacia no
tratamento da parasitose (LAMBERTUCCI, 2000; SACONATO & ATALLAH, 2000).

O praziquantel (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
a}isoquinolina-4-ona) (PZQ) (Tabela 01) € classificado como uma pirazinoisoquinolina
que foi descoberta em 1970 (GREENBERG, 2005). Utilizada no tratamento de parasitos
céstodas e trematodas (DAY AN, 2003), destacando-se principalmente como farmaco de
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escolha para o processo terapéutico da esquistossomose por ser eficaz contra todas as
espécies de Schistosoma (TALLIMA & RIDI, 2007) e por apresentar ao contrario dos
outros farmacos anteriormente citados, menor quantidade de efeitos adversos
(GREENBERG, 2005).

Em comparagdo a oxaminiquine, que continuou sendo produzido apenas pelas
indUstrias farmacéuticas, o praziquantel teve seu custo diminuido a partir de uma
iniciativa do governo na qual o Ministério da Saude no Brasil decidiu produzi-lo em
larga escala (KATZ, 2008). A dose preconizada do praziquantel para o tratamento da
parasitose no Brasil é de 60mg/kg para criancas e de 50mg/kg para adultos infectados
com taxa de cura por volta de 80-90%. Com relacdo aos seus efeitos colaterais apos
administracdo, observa-se a presenca de dores abdominais, diarréia, nauseas, vomitos,
anorexia e febre (KATZ, 2008).

O mecanismo de acdo do praziquantel ndo estd ainda bem definido, mas se
caracteriza por causar contragdo com posterior paralisia muscular, devido a uma
mudanca de voltagem nos canais de calcio causando influxo rapido de ions célcio para o
interior do verme (GREENBERG, 2005), alteracdo com danos tegumentares e eventual
morte do parasito (PICA-MATTOCCIA, 2008). A alteracdo tegumentar acarreta a
exposicdo dos antigenos do parasito na superficie de membrana do verme para o
desencadeamento da resposta imunoldgica (WATSON, 2009) com formacdo de
granulomas e posteriormente destruicdo dos vermes (DOENHOFF, 1987).

Ha hipdteses de que o praziquantel desestabiliza a bicamada lipidica ao interagir
com a superficie tegumentar do verme. Os canais de célcio presentes no parasito sdo
complexos protéicos formados por subunidades moduladoras denominadas f-
subunidades (JEZIORSKI & GREENBERG, 2006), responsaveis pela regulacdo do
fluxo de Ca?* (TALLIMA & RIDI, 2007). Com isso, estudos sugerem que essas -
subunidades podem estar envolvidas nesse mecanismo de agéo por ter exibido aumento
da amplitude geral dos canais na presenca do PZQ (TALLIMA & RIDI, 2007).

O uso prolongado e unico do praziquantel no combate a esquistossomose
mansénica, vem desencadeando o surgimento de relatos de cepas do S. mansoni
possivelmente resistentes a esse farmaco, como € o caso da baixa eficicia no tratamento
de trématodas existentes no Vietnd (RONKETTI, 2007), e da resisténcia de individuos
infectados tratados que apresentaram tolerancia ao praziquantel no Senegal e no Egito
(FALLON, 1995; ISMAIL, 1996). Devido a essa problematica, surge a necessidade na
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busca de um substituto do praziquantel que pode ser obtido através da sintese de

analogos do mesmo (RONKETTI, 2007).
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Tabela 01: Agentes esquistossomicidas
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4.8. RESISTENCIA AOS FARMACOS ESQUISTOSSOMICIDAS

A resisténcia aos farmacos consiste na perda da sensibilidade dos parasitos,
transmitida geneticamente, a um determinado farmaco (CIOLI, PICA-MATTOCCIA &
ARCHER, 2003). Existe a resisténcia natural (tolerancia) e a adquirida. Em casos de
resisténcia natural, a cepa do S. mansoni ja apresenta tolerdncia mesmo sem ter tido
contato anteriormente com o agente esquistossomicida (FALLON, 1995). Um exemplo
disso é que ha relatos em que a oxaminiquine foi mais efetiva contra as cepas de S.
mansoni do Leste da Africa do que contra as cepas do Oeste da Africa (FALLON,
1998).

Na resisténcia adquirida observou-se que doses de farmacos esquistossomicidas
foram eficazes no tratamento da esquistossomose mansdnica e com um tempo, tiveram
0 seu potencial reduzido no combate as cepas desse parasito. A resisténcia desenvolvida
pelo S. mansoni parece ser transmitida geneticamente para as geracOes futuras
(FALLON, 1998). Estudos demonstraram que cepas mantidas em laboratdrio
apresentaram resisténcia contra a oxaminiquine e o hicantone apo6s a administracdo de
uma unica dose da droga (FALLON, 1998).

Em 1994, estudos em &reas endémicas existentes no Senegal e no Egito
relataram o primeiro caso de cepas do S. mansoni com resisténcia ao praziquantel
(STELMA & TALLA, 1995 & ISMAIL, 1996). No Senegal a taxa de cura dos
pacientes tratados com uma dose de 40mg/kg foi de apenas 36-39%, todavia, esses
individuos apresentaram reducdo da quantidade de ovos em cerca de 85%. Na tentativa
de se obter uma melhor eficacia no tratamento, passou-se a administrar uma maior dose
do praziquantel (60mg/kg). Porém, ndo houve aumento de cura significativo,
implicando entdo no levantamento de hipoteses, dentre elas o surgimento da resisténcia
da cepa ao praziquantel, que foi posteriormente comprovado através de varias pesquisas
e repeticGes dos experimentos nos senegalenses infectados (STELMA, SALL & DAFF,
1997). E importante ressaltar que apesar de ser baixa a taxa de cura dos individuos com
S. mansoni tratados com o praziquantel, 0 mesmo ainda tem a capacidade de regredir a
intensidade da infeccdo e limitar a morbidade dos individuos tratados no Senegal
(FALLON, 1998).

No Egito, o praziquantel é utilizado desde 1980 (FALLON, 1998). Todavia, nos
ultimos anos, houve uma baixa taxa de cura em pacientes tratados com esse farmaco.
Isso pdde ser verificado em mais de mil pessoas infectadas residentes nas regides do

Delta no Nilo, onde ap6s tratamentos sucessivos, com doses de 40mg/kg e
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posteriormente, com doses de 60mg/kg foi possivel encontrar ovos viaveis nas fezes
desses individuos. Esses estudos contribuem para a constatacdo de uma possivel
existéncia da tolerancia ou resisténcia das cepas do S. mansoni ao praziquantel
(ISMAIL, 1996).

4.9. PERSPECTIVAS DE NOVOS FARMACOS

Atualmente, a busca por novos farmacos esquistossomicidas vem aumentando
significativamente devido, principalmente, a auséncia de vacinas que sirvam de
alternativa para o tratamento da parasitose. Além disso, a monoterapia demonstra a
necessidade da busca de novos compostos mais toleraveis e que possuam um baixo
custo para que possam ser acessiveis a todos os niveis sociais (KATZ, 1999; FALLON,
1998 & OLIVEIRA, 2008).

49.1. Tiazolidinas

As tiazolidinas (TZDs) sd@o compostos heterociclicos pentagonais possuindo em
sua estrutura, atomos de enxofre na posi¢do 1, um atomo de nitrogénio na posi¢do 3, um
grupo carbonila na posicao 4, podendo apresentar trés substituintes nas posicoes 2, 3 e 5
do anel (Figura 20) (LIESEN, 2008).

Figura 10: Anel da tiazolidina

Existem varias rotas sintéticas que servem de metodologia para a obtencdo das
tiazolidinas na literatura (VERMA & SARAF, 2008). Entre elas destacam-se as reacoes
de ciclizacdo entre os acidos a-haloacéticos ou acido mercaptoacético com tiouréias
(BROWN, 1961), acil-tiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas; rea¢Ges do tipo
cicloadicdo do acido a-mercaptoacético com tiossemicarbazonas; reagdes de
condensagdo entre o-mercaptoacético, aminas primarias e reagdes de ciclizacdo entre
moléculas que apresentam ligacdo dupla ou tripla conjugada com o grupo carbonila,
como anidrido maléico ou acetilenodicarboxilato de dimetila e compostos que

apresentam a fungédo tioamida, como as tiossemicarbazonas (LIESEN, 2008).
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Novas tiazolidinas estdo sendo formadas através do bioisosterismo, através da
modificacdo e variacdo molecular nessas trés posicdes encontradas no anel tiazolidinico
(GOES, 2004). As tiazolidinas, por exemplo, sdo bioisdsteros das imidazolidinas e
oxazolidinas, apresentando desta forma, propriedades semelhantes (LANGMUIR,
1909). Atualmente, sabe-se que as tiazolidinas possuem atividade anticonvulsivante,
hipndtica, antihelmintica, antibacteriana, anticancerigena, anti-fungica, antihistaminica,
antiviral, antiinflamatéria (VERMA, 2008), anti-fibrdtica (KON, 2002), anti-diabética,
anti-arterosclerose (PERGAL, 2005), antimicrobiana (BOZDAG-DUNGAR, 2007), e
antiprotozodria (LIESEN, 2008).

Varios compostos da série 2-(arilimino)/(arilhidrazono)-3-
aril/(alquilaril)/furfuril/2-pirimidil/cicloalquil/(amino  substituido)/(3-(N-morfolin-4-il-
propil)-4-tiazolidinonas tém apresentado atividade anticonvulsivante. Enquanto para
atividade hipnética destacam-se  a 3-(3-(N-morfolin-4-il-propil)-2-(arilimino)-4-
tiazolidinonas e a 2-(arilimino)-3-(pirimidin-2-il)-4-tiazolidinonas. Na atividade
antihelmintica, varios compostos derivados da 2-tiono-3-substituido-5-[(2-metil-4-
nitrofenil) azo]-4-tiazolidinonas e da 2-tiono-3-metil-5-[(2,4-dinitrofenil)azo]-4-
tiazolidinona apresentaram eficacia (VERMA, 2008).

Na atividade antiinflamatoria, a 3-(4-bromo-2-carbo-xifenil)-5-metil-4-
tiazolidinonas 2-substituidas foram testadas sobre a reducdo do edema (GOES, 2004).
Outros derivados tiazolidinicos foram patenteados por inibir as enzimas cicloxigenase e
5-lipoxigenase (WALSH, 1991).

Dentre alguns dos agentes antihiperglicemiantes avaliados como candidatos ao
tratamento da diabetes tipo 2 foram o 5-(3-aril-2-propinil)-5-(arilsulfonil)tiazolidina-
2,4-dionas,  5-(3-aril-2-propinil)-5-(arilsulfanil)tiazolidina-2,4-dionas ~ (WROBEL,
1998), como também compostos da série do 5-aril tiazolidina-2,4-dionas (DESALI, 2003)
atuando como agonistas do PPARy (peroxisome proliferator-activated receptors) (KON,
2002).

Como agentes antimicrobianos, destacam-se a 1,3-tiazolidina contra as bactérias
gram-positivas estafilococos, estreptococos e enterococos. A 3-substituida-benzil-5-(4-
cloro-piperidina-1il- tiazole- 5- il-metileno)- tiazolidina-2,4-diona apresentou atividade
comparavel a penicilina, farmaco utilizado no tratamento contra a Echerichia coli.
Derivados do tiazolo-substituido benzil-2,4-tiazolidinadiona apresentaram atividade
contra varias bactérias e o fungo Candida albicans (BOZDAG-DUNGAR, 2007).
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Na  atividade  antiprotozoaria, os  derivados do  é&cido  2-
[(fenilmetileno)hidrazono]-3-fenil-4-oxo-5-tiazolidinoacético em experimentos in vitro
frente a T. gondii demonstraram ser menos toxicos e mais eficazes quando comparados
aos farmacos utilizados no tratamento (LIESEN, 2008).

Sendo as tiazolidinas anéalogas das imidazolidinas, como citado acima, e pela
segunda possuir atividade esquistossomicida ja comprovada na literatura, € provavel
que as tiazolidinas, além da gama de atividades que ja proporcionam também se
destaguem como um alvo candidato na utilizacdo do tratamento da esquistossomose

mansonica.
4.10. PERSPECTIVAS DE NOVOS ALVOS BIOLOGICOS

O Grupo de Trabalho Cientifico sobre Esquistossomose/ Treinamento em
Doencas Tropicais (TDR)/ Organizacdo Mundial de Sadde (WHO) mostra a
necessidade de novos farmacos ou o melhoramento dos ja existentes através de
pesquisas mais aprofundadas sobre suas propriedades farmacoldgicas e seus alvos
bioldgicos (ABDUL-GHANI, LOUTFY & HASSAN, 2009).

Para a descoberta de novos quimioterapicos antiparasitarios € necessario
identificar a interagdo da quimica medicinal através da eficacia e as propriedades
farmacéuticas (adsorgéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo — ADME) do composto,
validar o alvo no qual o farmaco ira atuar, a sua via de desenvolvimento, identificar as
relacBes da estrutura-atividade entre 0 composto e o alvo, e observar o desenvolvimento
pré-clinico e clinico do candidato a farmaco (PINK, 2005).

Potenciais alvos de drogas parasitarias vém sendo descobertos utilizando-se
métodos quimicos ou de biologia molecular durante o tratamento quimioterapico, além
da supervisdo dos fatores bioguimicos e cinéticos encontrados entre o parasito e 0 seu
hospedeiro (PINK, 2005).

4.10.1. Vias de Sinteses de Purinas

As vias de sintese de purinas sdo de grande importancia para a sobrevivéncia dos
organismos, pois elas estdo relacionadas com as sinteses de acidos nucléicos, proteinas
e outros metabdlitos envolvidos nas reacOes energeticas. Os nucleotideos purinicos
podem ser sintetizados pela via ‘de novo’ ou podem ser fornecidos pela via de salvacéo
das purinas. A via ‘de novo’ utiliza compostos simples para a sintese de varios

nucleotideos purinicos. Enquanto que as vias de salvacdo das purinas necessitam de
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fontes enddgenas e exdgenas de purinas pré-formadas (KOUNI, 2003). A purina
nucleosideo fosforilase (PNP) é uma enzima chave envolvida na via de salvacdo das
purinas (CASTILHO, 2010).

A PNP catalisa a clivagem da ligacdo glicosidica de ribonucleosideos e
desoxirribonucleosideos da guanina, hipoxantina e uma série de outros nucleosideos
relacionados na presencga de ortofosfatos inorganicos (Pi) como um segundo substrato
para gerar a purina basica correspondente e uma ribose(deoxiribose)-1-fosfato
(SILVEIRA, 2004 & PEREIRA, 2010).

Os parasitos do S. mansoni ndo possuem enzimas para a via de sintese das bases
puricas ‘de novo’, precisando consequentemente, da via de salvagdo das purinas para
suprir a necessidade de nucleotideos para a sintese de RNA e DNA (PEREIRA, 2005).
Uma das principais enzimas participantes desta via de salvacao é a Purina Nucleosideo
Fosforilase encontrada no S. mansoni (SmPNP). A descoberta dessa enzima como
importante componente da via de salvacdo das purinas tem sido proposto como
potencial alvo para a busca de novos agentes esquistossomicidas (PEREIRA, 2010).

Dessa forma, a via de salvacdo de purinas e a descoberta de inibidores da enzima
SMPNP tem sido extensamente explorados como alvos de drogas contra os parasitas do
S. mansoni, podendo ser Gteis no desenvolvimento de novos compostos para o combate

da esquistossomose mansénica (PEREIRA, 2005).

4.10.2. Tiorredoxina Glutationa Redutase

Os vermes adultos do S. mansoni encontram-se em um ambiente aerobico nos
seus hospedeiros e estdo constantemente expostos a compostos de oxigénios reativos
através da respiracdo e como resultado da resposta imune do seu hospedeiro (ALGER,
2002). Devido a isso, os vermes adultos precisam de um sistema adequado a fim de
controlar esse estresse oxidativo desenvolvido pelo seu hospedeiro (SAYED, 2008).

Nos hospedeiros do S. mansoni, existem dois sistemas redox diferentes, onde um
é formado pelo tripeptideo glutationa (GSH) e o outro sistema baseia-se na proteina
tioredoxina (Trx). Esses dois sistemas redox séo realizados através de flavoenzimas
oxidoredutases e pela via NADPH (Figura 11). Em um sistema redox, a glutationa
redutase (GR) reduz a glutationa dissulfido (GSSG) levando a formacdo de dois
sistemas GSH-dependentes, enquanto que a tioredoxina redutase (TrxR) é essencial para
a reducdo do sistema Trx-dependente (GROMER, 2004). Além de esses sistemas

fornecerem protecao contra o estresse oxidativo, os sistemas GSH e o Trx também estéo
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envolvidos nos processos de proliferacdo celular e na regulacdo redox da expresséo
génica (KUNTZ, 2007).

Ao contrario do seu hospedeiro que possui esses dois sistemas redox diferentes,
0s vermes adultos do S. mansoni apresentam uma Unica enzima multifuncional, a
tioredoxina glutationa redutase (TGR), sendo esta responsavel pela reducdo da GSSG e
Trx no sistema redox do parasita (Figura 11) (KUNTZ, 2007).
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Figura 11: Vias redox em mamiferos e em S. mansoni (KUNTZ, 2007).

Portanto, baseando-se na existéncia de diferentes sistemas redox entre 0s
hospedeiros e os vermes do S. mansoni e, sabendo-se que a TGR € essencial para a
sobrevivéncia dos parasitos e se inibida leva a rapida morte do parasita, essa proteina
torna-se um alvo terapéutico importante para a descoberta de novos farmacos
esquistossomicidas (SAYED, 2008).

4.10.3. Proteases Cisteinas
As proteases cisteinas sdo fundamentais para o0 metabolismo de muitos parasitas
(SAJID & McKERROW, 2002). Os vermes do S. mansoni Se caracterizam por
expressar numerosas proteases cisteinas as quais estdo relacionadas com sua digestéo,
reproducdo e na sintese de proteinas (CAFREY, 2004). Estudos com os inibidores
fluorometil cetona bésica dessas proteases diminuiram a carga parasitaria e dos ovos em
camundongos infectados com S. mansoni (WASILEWSKI, 1996).
Outro inibidor da cisteina protease recentemente descoberto foi o N-metil-

piperazina-fenilalanil-homofenilalanil-vinilsulfona fenilvinil sulfona (K11777) que
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apresentou uma diminuicdo da carga parasitaria e da patologia quando testado em
camundongos murinos infectados com S. mansoni. Além disso, como mostrado na
figura 23 abaixo, houve uma diminuicdo do desenvolvimento e crescimento dos vermes
do S. mansoni nos camundongos infectados tratados com o inibidor K11777

diferentemente dos camundongos infectados controle que ndo receberam o inibidor e

tiveram seu desenvolvimento normal durante toda a pesquisa (Figura 12) (ABDULLA,

} Control

2007).

Treated

Figura 12: Vermes do S. mansoni tratados com o inibidor K11777 apresentando retardo do seu
crescimento e vermes controle ndo tratados (ABDULLA, 2007).

A validacéo de inibidores de proteases cisteinas caracteriza-se dessa forma, como
alvos de drogas e oferece um potencial alvo para a quimioterapia na esquistossomose
mansonica (ABDULLA, 2007). Um tipo de protease reconhecida como alvo é a
catepsina B, a SmCB2, uma endopeptidase encontrada na superficie tegumentar dos
vermes do S. mansoni. A SmCB2 ¢é uma enzima lisossomal e funciona no processo de
penetracdo entre a superficie parasito-hospedeiro (CAFREY, 2002). A inibicdo da
SmCB2 acarreta a incapacidade de penetracdo das cercarias e o decréscimo da carga
parasitaria e producdo de ovos nos vermes adultos do S. mansoni (LIN, 1999 &
WASILEWSKI, 1996). A partir dessas descobertas, estudos mais aprofundados, tais
como o melhoramento da solubilidade e a reducdo da toxicidade vém sendo
incorporadas nas pesquisas de obtencdo de varios inibidores das proteases cisteinas
(ABDULLA, 2007).
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4.10.4. Metabolismo dos Lipideos

Os parasitos do S. mansoni possuem uma constituicdo celular rica em membranas.
No entanto, eles ndo possuem a capacidade de sintetizar acidos graxos de cadeia longa
ou colesterol (MEYER & BUEDING, 1970). Embora sejam incapazes de realizar a
sintese do colesterol, os vermes do S. mansoni conseguem sintetizar um terpendide
denominado dolicol-fosfato a partir de acetato (TEMPONE, 2002).

Em estudos realizados por RAMAASWAMY, foi demonstrado que o S. mansoni
possui a capacidade de formacéo das prostaglandinas (PGE>) e que esse mecanismo era
realizado apesar da primeira etapa da sintese de prostaglandinas catalisada pela
cicloxigenase, ocorrida normalmente em outros organismos ndo acontecer nos parasitos.
A funcdo das prostaglandinas secretadas pelos parasitos esta intimamente relacionada
com a atividade de imunomodulacdo do hospedeiro (RAMAASWAMY, KUMAR &
HE, 2000). Trabalhos posteriores relataram que a indometacina, considerado um
inibidor ndo-esterdide da sintese de prostaglandinas ndo é capaz de afetar o
metabolismo dos lipideos no parasito, sendo responsavel, entretanto, por induzir a
paralisia geral e instantanea nos vermes adultos do S. mansoni (RUMJANEK, 2008).

O fato de que os parasitos do S. mansoni ndo conseguir sintetizar 4cidos graxos e
colesterol indica que existam outros mecanismos eficientes de capturas de lipideos do
hospedeiro. Ap6s inimeras especulacdes, foi descoberta a presenca de receptores de
LDL nas membranas tegumentares do parasito e que esses receptores pareciam ndo
apresentar semelhancas entre os receptores dos mamiferos, uma vez que o primeiro
demonstrava apresentar um tamanho menor (RUMJANEK, 2008).

Nos mamiferos, o transporte de colesterol do meio extracelular para o interior das
células acontece através da ligacdo da LDL pelo seu receptor celular e subseqiente
endocitose dos complexos formados. Em seguida, ocorre a degradacdo proteolitica da
apoproteina no meio citoplasmatico, liberacdo dos lipideos e logo ap6s, os receptores de
LDL sdo reaproveitados, retornando ao seu sitio ativo na membrana celular, onde
voltam a ficar disponiveis para ligacbes de novas moléculas de LDL (RUMJANEK,
2008).

Nos parasitos do S. mansoni, ainda ndo foi possivel demonstrar nenhum
acontecimento relatando a existéncia do processo fagocitose/endocitose do LDL para o
meio intracelular. Essa “deficiéncia” pode estd relacionada com a inexisténcia de

moléculas semelhantes a clatrina nas membranas dos vermes ou pela falta de dominios
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importantes para o0 desenvolvimento da endocitose na molécula do receptor
(TEMPONE, BIANCONI & RUMJANEK, 1997).

Desse modo, surgem hipoteses sugerindo que os receptores do S. mansoni exibem
apenas ligacGes com a LDL humana, transferindo-os diretamente pelas membranas do
parasito para 0 meio intracelular através do processo de difusdo ao mesmo tempo em
que beneficia o parasito ao passo em que ele adquire, em sua superficie, uma camada
extra imunologicamente inerte, com a finalidade de diminuir a quantidade de lesdes nos
parasitos pela resposta imune do hospedeiro através do sistema complemento,
eusindfilos e anticorpos (RUMJANEK, 2008).

4.10.5. Sistema Neuromuscular

O sistema neuromuscular dos vermes adultos do S. mansoni é considerado alvo
para a descoberta de novos farmacos esquistossomicidas. Apesar de 0 parasito possuir
um sistema de neurotransmissdo e controle da atividade motora qualitativamente
semelhante ao dos mamiferos, pesquisas detalhadas baseadas na modulagédo
farmacoldgica dos receptores envolvidos e nas proteinas relacionadas no controle
homeostatico do calcio, demonstrou apresentar diferencas entre o parasito e o
hospedeiro, sugerindo a possibilidade de se haver a sintese de moléculas relativamente
especificas (NOEL, 2008).

Alguns candidatos a potentes alvos esquistossomicidas foram caracterizados, tais
como 0s receptores glutamatérgicos e a via de transmissao GABAérgica nos parasitos
do S. mansoni, uma vez que ha agonistas e/ou antagonistas que podem atuar nesses
sistemas alterando a atividade motora desses vermes (NOEL, 2008).

Um alvo molecular conhecido envolvido na via de transmissdo GABAérgica é o
receptor benzodiapezinico, um sitio alostérico modulador do receptor GABA, que ao
encontrar seus respectivos ligantes, pode desencadear um efeito esquistossomicida. Um
derivado benzodiapezinico, a 3-metil clonazepan se liga a sitios especificos do parasito,
apresenta mortalidade do S. mansoni e atividade de contracdo semelhante a ocorrida nos
vermes quando tratados com o praziquantel. Essa capacidade de ligacdo especifica com
perfil farmacoldgico diferente do receptor benzodiazepinico central do mamifero
aumenta a possibilidade de moléculas especificas exclusivas para 0s receptores
presentes no S. mansoni (MENDONCA-SILVA, 2004).
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4.10.6. Proteina Tirosina Quinase (PTK)

Existem estratégias relacionadas a interrupcdo da maturidade sexual das fémeas.
O desenvolvimento das gbnadas dos vermes adultos fémeas esta intimamente
relacionado com o contato dos vermes adultos machos do S. mansoni, desencadeando
um aumento do processo mitotico, acarretando o amadurecimento sexual das fémeas
(KNOBLOCH, 2006). As proteinas tirosina quinase (PTK) tem a capacidade de regular
a proliferacdo celular, o crescimento e os processos de diferenciacdo entre 0s
vertebrados e os invertebrados. Os vermes do S. mansoni apresentam dois tipos de
PTKSs, a tirosina quinase 3 (TK3) e a tirosina quinase 5 (TKS5), ambas exibindo
atividades no aparelho reprodutor das fémeas do S. mansoni, mas especificamente nas
células vitelinicas e no ovario, sugerindo desse modo, que as TKs estejam relacionadas
no desenvolvimento do aparelhor reprodutor feminino dos parasitos do S. mansoni
(KAPP, 2004; KNOBLOCH, 2002).

Segundo estudos de Knobloch, foi determinado o efeito da herbimicina A como
potente inibidor da PTK nos processos celulares e fisioldgicos nos vermes adultos do
Schistosoma, acarretando uma supressdo da atividade mitética nas fémeas e uma
reducdo da producéo e viabilidade do nimero de ovos (KNOBLOCH, 2006). Através de
andlises filogenéticas, foram reveladas que existem diferencas entre PTKs dos
vertebrados e invertebrados (KNOBLOCH, 2002; KAPP, 2004). Devido a isso, essas
proteinas PTKs foram consideradas alvos potenciais podendo ser inibidos a fim de
acarretar modificagBes no desenvolvimento do parasito, sem afetar qualquer atividade
das PTKs dos seus hospedeiros (KNOBLOCH, 2006).

4.10.7. Canais de Calcio

Os canais de célcio encontrados nos parasitos do Schistosoma mansoni estdo
relacionados com o mecanismo de acdo do agente esquistossomicida praziquantel. No
entanto, esta via de mecanismo ainda continua desconhecida (DOENHOFF, CIOLI &
UTZINGER, 2008). Os canais de calcio sdo complexos protéicos formados por
subunidades moduladoras denominadas B-subunidades (JEZIORSKI & GREENBERG,
2006), responsaveis pela regulacio do fluxo de Ca®* e que podem estar envolvidas nesse
mecanismo de acgdo por ter exibido aumento da amplitude geral dos canais na presenga
do praziquantel (TALLIMA & RIDI, 2007).

Em cerca de poucos segundos de exposicdo do praziquantel aos vermes adultos do

S. mansoni, ocorrem efeitos aparentes tais como a contracdo muscular do verme e
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alteracbes no seu tegumento (GREENBERG, 2005). Os canais de célcio sdo locais
essenciais para a entrada de calcio extracelular e podem ter um papel importante na
regulacao dos niveis de calcio no meio intracelular (BLAIR, BENNETT & PAX, 1992).

Em pesquisas anteriores com a presenca do Metoxiverapamil (D-600),
considerado um inibidor de uma classe tipo-L de receptores de célcio encontrado nos
canais de calcio dos mamiferos, ndo foram capazes de bloquear o influxo de célcio
dependente do praziquantel nos vermes adultos do S. mansoni (FETTERER, PAX &
BENNETT, 1980). Portanto, sabendo-se que existem diferencas estruturais e
farmacoldgicas entre as B-subunidades dos canais de célcio existente nos mamiferos e
nos vermes do S. mansoni, a total elucidacdo da composicdo e funcdo desses canais
podem transformé-los em possiveis alvos para a obtencdo de novos agentes
esquistossomicidas (DOENHOFF, CIOLI & UTZINGER, 2008; GREENBERG, 2005).

4.10.8. DNA Topoisomerases

Caracteristicas bioquimicas dos vermes do S. mansoni tem sido amplamente
estudadas e caracterizadas destacando as DNA topoisomerases como possiveis alvos na
descoberta de novos agentes esquistossomicidas (ABDUL-GHANI, LOUTFY &
HASSAN, 2009). Relacionados a isso, surgem os compostos acridinicos, farmacos que
possuem como mecanismo de acdo ja comumente elucidado, a capacidade de se
intercalar a moléculas de DNA e inibir as enzimas topoisomerases | e Il responsaveis
pelo processo de replicacdo celular (YANG, 2006).

A acridina  (10-2-(dietilamino)etil-9-acridanona(2-tiazolin-  2-il)hidrazona),
também denominada 9-acridanona-hidrazona (Figura 13) vem se destacando por ter
efeito esquistossomicida quando utilizados no tratamento de camundongos infectados
com S. mansoni (COELHO, 1995). Em trabalhos realizados por Eshete e Bennett, uma
série de parametros foi avaliada quando camundongos infectados com S. mansoni
receberam tratamentos com o derivado acridinico 9-acridanona-hidrazona, onde pode
ser observada uma diminuicdo do teor de proteina chegando quase ao seu esgotamento e
conseqiientemente a morte do parasito (ESHETE & BENNETT, 1990).
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Figura 13: 9-Acridanona-hidrazona
Esse “defeito” na biossintese de proteinas é atribuida a reducdo induzida pelo
derivado acridinico da quantidade de RNAm no parasito (ESHETE & BENNETT,
1990) considerando a 9-acridanona-hidrazona um agente terapéutico promissor
candidato ao tratamento da esquistossomose mansoni (ABDUL-GHANI, LOUTFY &
HASSAN, 2009).

4.10.9. PPARy como Alvo Terapéutico na Fibrose Hepatica

A fibrose hepatica & um processo patolégico crbnico encontrado na
esquistossomose mansonica sendo um problema clinicamente sério e fundamental
diante dos diversos tipos de doencas existentes no figado (VENNERVALD, 2005).
Mesmo se apresentando como um processo progressivo, a fibrose hepatica pode se
tornar até em uma fase avancada, um processo reversivel. Baseado nisso e em outras
questBes relevantes, aumenta-se 0 otimismo em relacdo a uma possivel regressao total
da fibrose hepética através de terapias que travem o processo de fibrinogénese e ao
mesmo tempo, incentivem as propriedades naturais de regeneracdo do figado.
(MUDDU, 2007).

H& o envolvimento de muitos tipos celulares no desenvolvimento da fibrose
hepéatica. Uma vez que as células do figado sofram dano, principalmente os hepatdcitos,
acontecem a producdo de varios mediadores, tais como espécies reativas de oxigénio e
citocinas fibrogénicas que iniciam a proliferacdo e ativacdo de Células Esteladas
Hepéticas (HSC), outras células fibrogénicas e uma produgdo de uma matriz
extracelular excedente (ECM). Ao mesmo tempo, acontece uma ativacdo da resposta
imune no figado, tais como ativacdo de células de kupffer e macrofagos, que podem
converter o processo fibrotico através da via de secrecdo de citocinas fibrogénicas e
inflamatdrias. (BOVENKAMP, 2007).

As Células Estelares Hepaticas (HCS) sdo as principais fontes de matriz

extracelular, possuindo um papel importante no desenvolvimento da fibrogénese. E uma
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célula armazenadora de gordura e vitamina A que, sob a acdo de citocinas fibrogénicas
(TGF-B, TNF-a, PDGF e outras), se diferencia em miofibroblasto e fibroblasto, se
engajando na ativa sintese dos elementos da matriz (colagenos, elastina, proteoglicanos
e proteinas de constituicdo) (ANDRADE, 2008).

As células Estelares Hepéaticas (HCS) possuem receptores do tipo PPARs
(Peroxysome Proliferator Activated Receptor), que sdo fatores de transcricdo nuclear
que catalisam e coordenam eventos bioquimicos diferentes, a fim de encontrar um
equilibrio energético. Existem trés tipos de PPARs, o PPARa, PPARS, e o PPARP/S.
Cada isoforma possui ligantes especificos, tendo como finalidade diferentes fins
biologicos. (KOTA, 2005). O PPARYy ¢ expresso freqlientemente no tecido adiposo e
esta relacionado com a diferenciacdo de adipdcitos, no metabolismo de &cidos graxos e
se caracteriza também por interagir com as tiazolidinadionas (TZDs), sendo seu
principal alvo molecular. (KON, 2002). O receptor PPARy , quando ligado as TZDs,
tem a capacidade de inibir a proliferacdo celular e a expressdo de coladgeno nas células
estelares hepéticas primarias (HSC). Por isso, é considerado como sendo de grande

valor terapéutico no tratamento da fibrose hepatica (UTO, 2005).
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Material e Métodos
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5. PARTE BIOLOGICA

5.1. MATERIAL

Camundongos albinos suicos (Mus musculus) machos e fémeas, com 30 dias de
idade, fornecidos pelo Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE);

Cepas LE de S. mansoni mantida no Laboratério do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhaes (CPgAM);

Vermes adultos do S. mansoni obtidos no Laboratério do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhdes (CPgAM) apds realizada a perfusdo dos camundongos

infectados;

Praziquantel (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
a}tisoquinolina-4-ona) (PZQ) como farmaco de modelo sendo utilizado como

padrdo no experimento;

Os anestesicos cloridrato de xilasina e cloridrato de ketamina;

Salina obtida a partir de cloreto de sodio, citrato de sddio e agua destilada;
Placas de Petri e placas de cultura com 24 pogos;

Meio RPMI 1640 completo suplementado com penicilina, estreptomicina e soro

bovino fetal;
Dimetilsulfoxido (DMSO);

Pipeta graduada, tubos de falcon, seringa, ponteiras, alcool e matérias cirargicos
todos esterilizados;

Camara de fluxo;
Equipamento de perfusdo;

Derivados tiazolidinicos da série 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/SF);
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Através de dados obtidos na literatura € possivel comprovar os diversos estudos

baseados nas sinteses dos novos derivados tiazolidinicos descritos abaixo:

e 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-(4-cloro)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-03)

N N/CHZ@ NO,
CIOHC?(S)\O

Férmula Molecular: C17H12,04N2CIS; Massa Molecular: 374,5g/mol; Ponto de Fusao:
199-200°C; Rendimento: 53%; Raz&o de Frente e Sistema: 0,64 n-Hex/AcOEt 7:3; 'H
RMN (DMSO, 300MHz) &: 4,98 (s, 2H, N-CH,); 7,59 (d, 2H, b+b*, J=8,75 Hz); 7,59
(d, 2H, b+b*, J=8,75); 7,67(s, 1H, =CH-); 8,20 (d, 2H, a + a*, J= 8,73 Hz); 8,20 (d, 2H, ¢
+c', J= 8,73 Hz).

¢ 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-(4-metdxi)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-05)

o)
\ N/ CHz@ N02
— *
choO HC s \o

Férmula Molecular: C1gH1405N,S; Massa Molecular: 370g/mol; Ponto de Fuséo: 196-
197°C; Rendimento: 69%; Razdo de Frente e Sistema: 0,5 n-Hex/AcOEt 7:3; 'H RMN
(DMSO, 300MHz) &: 3,67 (s, 3H, OCHs); 4,98 (s, 2H, N-CH,); 6,99 (d, 2H, d + d*, J=
8,86 Hz); 7,46 (d, 2H, b + b*, J = 8,72 Hz); 7,59 (d, 2H, a + a*, J = 8,79 Hz); 7,68 (s,

1H, =CH-); 8,19 (d, 2H, ¢ + c*, J = 8,81 Hz).
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e 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-(4-metdxi)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-20)

0
N\ N/CHZ@ NO,
Hﬁ@ Hc%(s*\ o

Férmula Molecular: C1gH14N204S; Massa Molecular: 354g/mol; Ponto de Fusdo: 199-
200°C; Rendimento: 80%; Razo de Frente e Sistema: 0,89 n-Hex/AcOEt 7:3; 'H RMN
(DMSO, 300MHz) &: 2,37 (s, 3H, CHs); 4,97 (s, 2H, CH,); 7,95 (s, 1H, -CH=); 7,37 (d,
2H, hidrogénios benzilidénicos, J= 8,69 Hz); 7,59 (d, 2H, hidrogénios benzilidénicos,
J= 8,39 Hz); 7,54 (d, 2H, hidrogénios benzilicos, J= 8,39 Hz; 8,21 (d, 2H, hidrogénios
benzilicos, J= 8,39 Hz).

e 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-(4-metdxi)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-22)

0
N\ N— CHZ@ NO,
OzNO HCJS*\O

Férmula Molecular: C1gH14N20,4S; Massa Molecular: 354g/mol; Ponto de Fusdo: 228-
229°C; Rendimento: 81%; Raz&o de Frente e Sistema: 0,5 n-Hex/AcOEt 7:3; *H RMN
(DMSO, 300MHz) é: 4,99 (s, 2H, CH,); 8,10 (s, 1H, -CH=); 7,62 (d, 2H, hidrogénios
benzilidénicos, J= 8,99Hz); 7,91 (d, 2H, hidrogénios benzilidénicos, J= 8,99 Hz); 8,21
(d, 2H, hidrogénicos benzilicos, J= 8,69 Hz); 8,36 (d, 2H, hidrogénios benzilicos, J=

8,69 Hz).
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¢ 5-benzilideno-3-(4-nitro-benzil)-(4-metdxi)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/SF-25)

H —
L
H

Férmula Molecular: C,4H16N204S; Massa Molecular: 428g/mol; Ponto de Fusdo: 244-
245°C; Rendimento: 53%; Raz&o de Frente e Sistema: 0,8 n-Hex/AcOEt 7:3.

5.2. METODOS
5.2.1. Infeccdo

A infecgdo foi realizada por via percutanea, 15 dias ap6s recebimento dos
animais com 30 dias de idade, utilizando para cada camundongo cerca de 120 cercarias
para o estudo in vitro e in vivo de S. mansoni (Cepa LE — Belo Horizonte) oriundas de
Biomphalaria glabrata criados em laboratorio. Ap6s 60 dias, foi realizado exame
parasitologico das fezes dos camundongos para avaliar a positividade da infeccdo
(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). Esse projeto foi aprovado pelos membros da
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) de acordo com o Processo n°
23076.022703/2009-57.

5.2.2. Perfusédo do sistema porta para contagem da carga parasitaria

Os camundongos foram eutanasiados com tempo de infeccdo de 60 dias de
infeccdo nos estudos in vitro e in vivo. Os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com cloridrato de ketamina (115 mg/Kg) associada a cloridrato de
xilasina (10 mg/Kg). Apds anestesia, 0s animais foram submetidos a perfusdo do
sistema porta hepatico para retirada dos vermes, o0s quais foram separados em placas de
Petri contendo salina a 0,85% e em seguida os parasitos foram contados e classificados,
de acordo com o sexo e vitalidade (DUVAL & DEWITT, 1967).

5.2.3. Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de Schistosoma
mansoni frente aos derivados tiazolidinicos
Os parasitos foram removidos dos camundongos infectados com alta carga

parasitaria atraves da perfusdo do sistema porta-hepatico, e, em seguida lavados em
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meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM pH = 7,5 e suplementado com penicilina
(100UI/ml), estreptomicina (100ug/mL) e soro bovino fetal a 10%. Apds a lavagem 0s
vermes adultos foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2mL de
meio. Cada poco recebeu dois vermes, e em seguida foram incubados a 37°C, em
atmosfera imida contendo 5% de CO,. Apds um periodo de 2 horas de adaptacdo ao
meio, os derivados tiazolidinicos foram adicionados nas concentragdes de 100ug/mL,
80 pg/mL, 60 pg/mL e 40 pg/mL. Essas foram as concentracBes preconizadas de
screening dos compostos. Os parasitos foram mantidos em cultura por 6 dias sendo
monitorados a cada 24 horas para avaliacdo da atividade motora e da taxa de

mortalidade.

5.2.4. Avaliacdo da atividade citotdxica das substancias obtidas por meio sintético
em culturas de células esplénicas

Camundongos machos BALB/c (6 a 8 semanas de idade) foram criados no Biotério
da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro) e mantidos no Biotério do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz (Recife). Todos os
camundongos foram eutanasiados e tratados de acordo com a Fundagdo Oswaldo Cruz,
da Comissdo de Experiéncias com Animais de Laboratério (Ministério da Saude, Brasil,
0266/05).

Células esplénicas foram obtidas de acordo com o protocolo estabelecido
(XIAO, 1985). Apoés eutanasia do animal em camera de CO,, o bago de cada
camundongo foi removido em condigcbes assépticas e colocado em tubo Falcon
contendo meio RPMI 1640 incompleto (auséncia de soro bovino fetal, estreptomicina e
penicilina). No fluxo vertical, cada bago foi transferido para placa de Petri onde foram
macerados. As suspensdes celulares obtidas foram transferidas para tubos Falcon
contendo aproximadamente 10 mL de meio incompleto por baco, centrifugadas a 4°C,
200 x g durante 5 minutos. Apds descarte do sobrenadante, ao sedimento adiciona-se
solucdo de lise, para promover lise das hemacias. O sobrenadante, sem conter os debris
celulares, foi coletado e centrifugado a 4°C, 200 x g durante 5 minutos. O sedimento
(contendo as células) foi ressuspenso em meio RPMI 1640 completo. Uma aliquota de
cada suspensdo celular foi separada. Em seguida, diluida em azul de trypan para ser

guantificada em camara de Neubauer, assim como verificar a viabilidade celular.
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5.2.5. Avaliacdo da Atividade Tdxica dos Compostos em Células de Camundongos
Isogénicos

Células esplénicas (6 x 10°células/poco), obtidas de acordo com item anterior,
foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano, contendo meio de cultura
completo. Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas com os
compostos em seis concentracfes (100, 50, 25, 10, 5 e 1 pg/ml) e de timidina tritiada (1
pCi/pogo), durante 24 h, em estufa de CO, (5%), a 37°C. Para o controle foram
utilizadas células tratadas com saponina (0,05%), células tratadas com DMSO (1%), e
sem tratamento, todos com timidina tritiada (1 pCi/pogo). Cada composto foi testado
em duplicata. Apds 24 h de incubacéo, as células foram coletadas em papel de fibra de
vidro e, posteriormente, a captacdo de timidina tritiada foi determinada através do
contador beta de cintilagdo (B-matrix 9600, Packard). O percentual de citotoxicidade foi
determinado comparando-se a percentagem de incorporagdo de timidina tritiada
([*H]TdR) nos pocos com as moléculas estudadas em relacdo aos pocos nio tratados. As
concentracdes atoxicas foram definidas como aquelas que causaram uma reducdo de

3H-timidina abaixo de 30% em relacdo aos controles ndo tratados.
5.2.6. Preparacdo da suspensdo base para a dispersao sélida em PEG

O polietilenoglicol (PEG) € wusado extensivamente em preparacoes
farmacéuticas, pois apresenta seguranca, hidrofilicidade, biocompatibilidade, auséncia
de antigenicidade e baixa toxicidade (PANG, 1993; YALKOWSKY, 2007; FENG,
2007).

Apés a preparagdo do complexo contendo PEG e o derivado tiazolidinico
LPSF/SF-25 em uma concentragdo 9:1, respectivamente, a dispersdo solida foi
administrada em forma de suspensdo base formada por carboximetil celulose (CMC),
sorbitol a 70% e dioxido de silicio coloidal. Sob agitacdo constante adicionou-se aos
poucos o CMC até completa solubilizagcdo. Em seguida o sorbitol foi acrescentado
também sob agitacdo constante, posteriormente o dioxido de silicio coloidal. Apds a
suspensdo base formada, separou-se a quantidade suficiente para o volume final e
acrescentou o derivado tiazolidinico LPSF/SF-25. O grupo controle recebeu a mesma

percentagem de PEG, disperso na suspensao base.
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5.2.7. Avaliacédo da suscetibilidade in vivo de vermes adultos e formas juvenis de
Schistosoma mansoni frente aos derivados tiazolidinicos

Os ensaios in vivo para determinacdo da atividade esquistossomicida dos
compostos tiazolidinicos foram realizados com a molécula que se revelou mais ativa
nos ensaios in vitro, o composto LPSF/SF-25.

Para o derivado tiazolidinico avaliado foram utilizados grupos experimentais
formados por 10 camundongos da espécie Mus musculus. Grupos controles ndo tratados
e tratados foram avaliados. A alocacdo dos camundongos aos grupos experimentais dar-

se-a por um esquema randémico.

e Grupo I: derivado tiazolidinico LPSF/SF-25 na dose de 25 mg/Kg;

e Grupo II: derivado tiazolidinico LPSF/SF-25 na dose de 200 mg/Kg;
e Grupo IlI: Praziquantel (controle positivo) na dose de 25 mg/Kg;

e Grupo IV: Praziquantel (controle positivo) na dose de 200 mg/Kg;

e Grupo V: controle negativo com o veiculo e o PEG.

Os camundongos foram tratados por via oral ap6s 60 dias de infeccdo na fase
aguda. As doses preconizadas dos compostos tiazolidinicos e do PZQ foram 25 e 200
mg/Kg™ (PICA-MATTOCCIA, 2004) durante 5 dias de administracdo. Apés 15 dias do
tratamento dos compostos, os animais foram autopsiados para determinacdo do nimero
de vermes residuais. Os grupos que servirem de controle receberdo o veiculo utilizado

para solubilizar a droga.

5.2.8. Determinacao da eficacia do tratamento
A avaliagdo da eficécia dos derivados tiazolidinicos e do PZQ foi determinada
através da reducdo da percentagem da carga parasitaria em cada grupo tratado utilizando

a seguinte equacdo:

Reducdo de vermes (%) = n° de vermes do grupo controle — n°® de vermes do grupo tratado tratado x 100
n° de vermes do grupo controle
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5.2.9. Oograma

Trés fragmentos da porgéo distal do intestino foram lavados em solugéo salina e
ligeiramente secados em papel absorvente. Posteriormente foram comprimidos entre
lamina e laminula e analisados em microscopio para realizacdo da classificacdo dos
ovos. Para cada fragmento 100 ovos foram contados e classificados de acordo com 0s
seus estadios de desenvolvimento. Os ovos foram classificados em ovos imaturos
viaveis (de 1° a 4° estadio), ovos maduros viaveis, e ovos inviaveis (calcificados, com
miracidio retraido, semi-transparentes) (PELLEGRINO & FARIA, 1965).

68



Resultados e discussao
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6. RESULTADOS

Com a finalidade de avaliar a acdo dos derivados tiazolidinicos frente aos
vermes adultos do S. mansoni, foram realizados os ensaios de citotoxicidade; avaliagcdo
da suscetibilidade in vitro; e avaliacdo da suscetibilidade in vivo através da verificacdo
da eficacia do tratamento pelo nimero de vermes recuperados por meio de perfusdo; e
estudo da viabilidade e fases dos ovos, com 0 objetivo de observar a viabilidade dos

ovos do S. mansoni apés o tratamento com o derivado tiazolidinico LPSF/SF-25.

-Avaliacdo da citotoxicidade dos derivados tiazolidinicos em culturas de células
esplénicas

A citotoxicidade foi expressa na maior concentracdo atdxica testada em
esplendcitos de camundongos BALB/c. O percentual de citotoxicidade foi determinado
comparando-se a percentagem de incorporagdo de timidina tritiada nos po¢os com as
drogas em relacdo aos pocgos nao tratados. Os resultados demonstraram que entre 0s
cinco derivados tiazolidinicos testados e o PZQ, farmaco controle do experimento, o
composto LPSF/SF-20 e o LPSF/SF-25 apresentaram menor citotoxicidade no valor de
25 pg/mL (Tabela 02). Os compostos LPSF/SF-22, LPSF/SF-05 e o LPSF/SF-03
apresentaram valores de citotoxicidade de 10 pg/mL, 5 pg/mL e 1 pg/mL,
respectivamente. Todos os derivados apresentaram concentragcdes atoxicas maiores que
o0 praziquantel, que demonstrou ser toxico numa concentragdo menor que 1 pg/mL (<1).
Além de o derivado tiazolidinico LPSF/SF-25 apresentar melhor citotoxicidade, o

mesmo apresentou atividade antiparasitarisa com os valores de 1Cso de 69,41 uM.

Derivados Tiazolidinicos  Citotoxicidade (ug/ml)

LPSF/SF-03 1 ND
LPSF/SF-05 5 ND
LPSF/SF-20 25 ND
LPSF/SF-22 10 ND
LPSF/SF-25 25 69,41
PZQ <1 76,82

Tabela 02: Resultados da citotoxicidade e da ICsy. ND sdo valores ndo determinados, pois ndo
foi possivel fazer a analise de regresséo linear.
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-Avaliacéo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni
frente aos derivados tiazolidinicos

Na avaliacdo da atividade in vitro foi observado que os derivados tiazolidinicos
LPSF/SF-22 (Figura 14) e LPSF/SF-25 (Figura 15) apresentaram uma melhor resposta
frente aos vermes adultos do S. mansoni. Os parasitos observados obtiveram, no sexto
dia, uma taxa de mortalidade de 78% e 86% respectivamente, na dose de 80 ug/mL. O
grupo controle tratado com o PZQ (Figura 16) apresentou 100% de mortalidade quando
submetido as mesmas doses testadas. A eficacia terapéutica dos derivados tiazolidinicos
LPSF/SF-03 (Figura 17), LPSF/05 (Figura 18) e LPSF/20 (Figura 19) foi inferior, com
baixa taxa de mortalidade dos vermes adultos, os quais apresentaram 20% na dose de 80
pg/mL; 33% na dose de 100 pg/mL e 54,5 % na dose de 80 pg/mL, respectivamente.
Com excecdo do LPSF/SF-05 que demonstrou melhor resposta na dose de 100 pg/mL,
todos os demais derivados tiazolidinicos apresentaram maiores taxas de mortalidade na
dose de 80 pg/mL. O fator predominante para esse resultado deve-se ao ponto de
saturacdo dos derivados na presenca do solvente utilizado, o dimetilsulféxido (DMSO).

Os gréficos de cinética demonstrados a seguir relatam a taxa de mortalidade dos
vermes adultos do S. mansoni nas concentragdes preconizadas de todos os derivados

tiazolidinicos (LPSF/SF) e do praziquantel:
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Figura 14: Cinética de mortalidade de vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado tiazolidinico
LPSF/SF-22.
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Figura 15: Cinética de mortalidade de vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado tiazolidinico
LPSF/SF-25.
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Figura 16: Cinética de mortalidade de vermes adultos do S. mansoni frente ao Praziquantel.
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Figura 17: Cinética de mortalidade de vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado tiazolidinico
LPSF/SF-03.

0
HSCOOHC/ s\,

__ 100

S

~ 80

o

5 60 -

h=) —— 100 pg/mL
B

] —8—-80pg/mL
=

e =60 ug/mL
L]

E ' ==40ug/mL

Tempo {dia)

Figura 18: Cinética de mortalidade de vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado tiazolidinico
LPSF/SF-05.

73



0]
AN
g e ey

__ 100
s
~ 80
B
T 60~ —o— 100 pg/mL
(1]
é 40 N —8—80 pg/mL
Sl e L
% 0 s T T T ! —)(—40ug,"mL
= 1 2 3 4 5 6

Tempo {dia)

Figura 19: Cinética de mortalidade de vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado tiazolidinico
LPSF/SF-20.
Com relacdo a motilidade observada na atividade in vitro no sexto dia, Gltimo
dia de experimento, cada verme foi analisado quanto aos seus movimentos:
e Ativos: movimento corporal normal do parasito;
e Lentos: diminui¢do do movimento corporal do parasito;
e Muito lentos: movimento corporal paralisado apresentando apenas movimentos
cefalicos do parasito;

e Sem movimentos: auséncia total de movimento corporal e cefalico do parasito.

Os derivados tiazolididinicos LPSF/SF-05, LPSF/SF-20, LPSF/SF-22 e
LSPF/SF-25 causaram uma diminuicdo expressiva dos movimentos corporais dos
vermes adultos do S. mansoni nas quatros doses testadas (100ug/mL, 80ug/mL,
60pug/mL e 40pg/mL). O LPSF/SF-03 foi responsavel por uma menor atividade
apresentando alguns vermes ativos na dose de 80ug/mL. O grupo controle testado com
0 PZQ apresentou, no Gltimo dia do experimento auséncia total dos movimentos dos
vermes adultos do S. mansoni. Os resultados obtidos da motilidade (%) dos vermes

adultos do S. mansoni estdo apresentados nas tabelas a seguir:
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SF-22 Movimentos (%0)

Doses Ativos Lentos | Muito lentos | Mortos
100pg/mL 0 40 30 30
80 pg/mL 0 20 10 70
60 pg/mL 0 40 30 30
40 pg/mL 0 0 22,3 77,7

Tabela 03:

Taxa de motilidade (%) dos vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado

tiazolidinico LPSF/SF-22.

SF-25 Movimentos (%)

Doses Ativos Lentos | Muito lentos | Mortos
100pg/mL 0 10 30 60
80 pg/mL 0 0 14,3 85,7
60 pug/mL 0 20 40 40
40 pg/mL 0 10 20 70

Tabela 04:

Taxa de motilidade (%) dos vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado

tiazolidinico LPSF/SF-25.

PZQ Movimentos (%0)

Doses Ativos Lentos | Muito lentos | Mortos
100pg/mL 0 0 0 100
80 pg/mL 0 0 0 100
60 pug/mL 0 0 0 100
40 pg/mL 0 0 0 100

Tabela 05: Taxa de motilidade (%) dos vermes adultos do S. mansoni frente ao PZQ.

SF-03 Movimentos (%)

Doses Ativos Lentos | Muito lentos | Mortos
100pg/mL 0 75 25 0
80 pg/mL 20 20 40 20
60 pg/mL 0 85 7 8
40 pg/mL 0 64 18 18

Tabela 06:

Taxa de motilidade (%) dos vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado

tiazolidinico LPSF/SF-03.

SF-05 Movimentos (%6)

Doses Ativos Lentos | Muito lentos Mortos
100pg/mL 0 22 44,7 33,3
80 pg/mL 0 38 38 24
60 pg/mL 0 18 76 6
40 pg/mL 0 20 50 30

Tabela 07:

Taxa de motilidade (%) dos vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado

tiazolidinico LPSF/SF-05.




SF-20 Movimentos (%0)

Doses Ativos Lentos | Muito lentos | Mortos
100pg/mL 0 44 33 23
80 pg/mL 0 55,6 0 54,5
60 pug/mL 0 40 30 30
40 pug/mL 0 58 25 17

Tabela 08: Taxa de motilidade (%) dos vermes adultos do S. mansoni frente ao derivado
tiazolidinico LPSF/SF-20.

-Avaliacédo da suscetibilidade in vivo de vermes adultos de Schistosoma mansoni
frente aos derivados tiazolidinicos

Os resultados da citotoxicidade e da avaliacdo da suscetibilidade in vitro de vermes
adultos de S. mansoni frente aos derivados tiazolidinicos apresentados anteriormente,
mostra que LPSF/SF-25 foi o composto que melhor se destacou nas duas metodologias.
Dessa forma, surgiu a necessidade da avaliacdo in vivo dos vermes adultos do S.
mansoni frente a este derivado tiazolidinico. Esses resultados estdo representados

abaixo:

e Numero de vermes recuperados ap0s realizacdo da perfusdo porta-hepatica

Na avaliacdo da atividade in vivo, os camundongos da espécie Mus musculus foram
tratados durante cinco dias por via oral apos 60 dias de infeccdo na fase aguda e ap6s 15
dias do tratamento do composto tiazolidinico LPSF/SF-25 e do PZQ, os animais foram
perfundidos para determinacdo do numero de vermes adultos do S. mansoni. Foi
observado uma reducdo do nimero de vermes no grupo I, na dose de 200 mg/Kg
apresentando uma eficacia do tratamento de 28%. O grupo | com a dose de 25 mg/Kg
ndo demonstrou nenhuma eficacia, apresentando o mesmo numero de vermes
recuperados do grupo controle negativo (grupo V). O grupo Il e IV, representados pelo
PZQ, demonstraram uma eficacia do tratamento de 100%, com nenhum verme

recuperado apo6s a perfusdo dos camundongos (Tabela 09).
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Grupo Compostos Doses Vermes Eficécia

Experimental Testadas Recuperados
Grupo | LPSF/SF-25 25 mg/Kg 32 0
Grupo Il LPSF/SF-25 200mg/Kg 23 28%
Grupo 111 Praziquantel 25 mg/Kg 0 100
Grupo IV Praziquantel 200 mg/Kg 0 100
Grupo V Veiculo + PEG - 32 0

Tabela 09: Quantificacdo dos vermes recuperados no sistema porta hepatico apés 5 dias
de tratamento com o SF-25.

- Oograma

Através da avaliacdo dos estadios de desenvolvimento dos ovos de Schistosoma
mansoni em fragmentos intestinais, verificou-se que os dois grupos tratados com o
LPSF/SF-25, em doses consecutivas de 25 mg/Kg e 200 mg/Kg durante cinco dias por
via oral apresentaram diminuicdo expressiva da percentagem dos estadios imaturos dos
ovos do S. mansoni. O grupo | (LPSF/SF-25/25mg/Kg) (Figura 20, a) apresentou um
baixo numero de ovos nos estadios primario, terciario e quaternario, com auséncia de
ovos no estadio secundario. Ao mesmo tempo, houve um acréscimo de 65% e de 30 %
de ovos maduros e inviaveis, respectivamente. No grupo Il (LPSF/SF-25/200mg/Kg)
(Figura 20, b) houve auséncia de ovos do estadio priméario, com predominancia minima
dos outros estadios e presenca de 53,8% de ovos maduros e 42,6% inviaveis.

O grupo I (PZQ/25mg/Kg) (Figura 21, c) demonstrou um total de 82,7% de
ovos maduros e 17,3% de ovos inviaveis. O grupo IV (PZQ/200mg/Kg) (Figura 21, d)
apresentou um taxa de 71,6% e 28,4 % ovos maduros e inviaveis, respectivamente. No
grupo V (veiculo + PEG) (Figura 22), grupo ndo tratado, houve a predominancia de
todos os estadios imaturos, maduros e alguns ovos inviaveis. Os ovos do S. mansoni
foram classificados como ovos imaturos primarios (1°), secundarios (2°), terciarios (3°),
quaternarios (4°); ovos maduros (M) e ovos inviaveis (I). A seguir, observa-se o

oograma de cada grupo analisado:
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Figura 20: Oograma ap6s exposi¢do de camundongos ao LPSF/SF-25 nas doses de 25mg/Kg (a)
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Figura 21: Oograma ap6s exposicdo de camundongos ao PZQ nas doses de 25mg/Kg (c) e
200mg/Kg (d).
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Figura 22: Oograma ap6s exposicdo de camundongos ao PEG + Veiculo (e).
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7. DISCUSSAO

A diferenca do potencial terapéutico observada nos derivados tiazolidinicos
testados frente aos vermes adultos do S. mansoni se deve principalmente aos diferentes
radicais presentes nas estruturas quimicas de cada composto. Partindo-se de um
esqueleto estrutural tiazolidinico foram adicionados substituintes que s&o responsaveis
pela variacdo da resposta bioldgica.

Os derivados tiazolidinicos possuem varias propriedades bioldgicas, tais como
atividade anticonvulsivante, hipnética, antihelmintica, antibacteriana, anticancer,
antifungica, anti-histaminica, antiviral, antiinflamatéria (VERMA & SARAF, 2008),
antifibrotica (KON, 2002), antidiabética, antiarterosclerose (PERGAL, 2005),
antimicrobiana (BOZDAG-DUNGAR, 2007), e antiprotozoaria (LIESEN, 2008).

O 3-metil-5-[(4-nitrofenil)azo] rodanina (Figura 23), também conhecido como
nitrodan, € um derivado tiazolidinico caracterizado por apresentar uma potente atividade
antihelmintica, demonstrando eficAcia quando administrado em camundongos
infectados com Himenolepsis nana e Siphacia obvelata (GUIRE, O’NEIL & BRODY,
1966). Seéries dos compostos tiazolidinicos, a 2-tiono-3-substituido-5-[(2-metil-4-
nitrofenil) azo]-4-tiazolidinonas e a 2-tiono-3-metil-5-[(2,4-dinitrofenil)azo]-4-
tiazolidinona também sdo considerados agentes anti-helminticos ao mesmo tempo em

gue apresentam eficacia contra outras parasitoses (ARIES, 1974).
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Figura 23: 3-metil-5-[(4-nitrofenil)azo] rodanina

Compostos bioisosteros das tiazolidinas conhecidos por imidazolidinas
apresentam atividade antiparasitaria, mais comumente se destacando como potenciais
agentes esquistossomicidas sendo avaliados em estudos in vitro contra 0s vermes
adultos do Schistosoma mansoni. Dentres os derivados imidazolidinicos destacam-se a
3-benzil-5-(4-cloro-arilazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT-5), que apresentou
uma taxa de mortalidade de 100% dos vermes adultos apds 24 horas com uma dose

58uMol a0 mesmo tempo em que causou alteracdo tegumentar no parasito. Estudos
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posteriores sugerem que o papel da distribuicdo eletronica do substituinte arilazo
influenciou na resposta biologica causada ao parasito (PITTA, 2006).

Outros compostos imidazolidinicos testados na atividade esquistossomicida in
vitro foram os RZS-2 (5-(4-cloro-benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-
ona) e 0 RZS-5 (5-(4-fluorido-benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-
ona). O RZS-2 apresentou 100% de mortalidade dos vermes adultos do S. mansoni na
concentracdo de 640 uM no segundo dia de observac¢do (48 horas) e 0 RZS-5, no
primeiro dia do experimento (24 horas) apresentou um comportamento semelhante ao
praziquantel, induzindo 100% de mortalidade dos vermes adultos do S. mansoni em
todas as doses testadas (640 pM, 320 uM, 160 uM, 80 uM e 40 uM) (NEVES, 2010).

O derivado tiazolidinico LPSF/SF-25 (Figura 24, a), substituido pelo radical
fluoreno destacou-se por apresentar a melhor atividade in vitro contra os vermes adultos
do S. mansoni com uma taxa de motilidade reduzida expressiva e uma taxa de
mortalidade de 85,7 na dose de 80 pug/mL (0,19 uM) e 70% na dose de 40 pg/mL (0,09
uM). O radical fluoreno estd presente em um farmaco antiparasitario denominado
lumefantrina, a 2-dibutilamino-1-[2,7-dicloro-9-(4-clorobenzilideno)-9H-fluoren-4-il]-
etanol (Figura 24, b) (EZZET, 2000).

A lumefantrina quando combinada com o artemeter, da origem a um
antimalarico utilizado atualmente na industria farmacéutica (PRENJI, 2009). A
lumefantrina € um composto lipofilico (VALE, MOREIRA & GOMES, 2005), possui
um mecanismo, ainda nao totalmente elucidado, no qual envolve a inibicdo da sintese
protéica e do &cido nucléico no parasito e esta relacionado com a reducdo da extensdo
da parasitemia (MAKANGA, 2009).

As fémeas do Schistosoma mansoni possuem a cor escura devido a hemozoina
oriunda do processo digestivo do sangue (REY, 2008). A lumefantrina tem a capacidade
de inibir a producdo de hemozoina. Estudos sugerem que o sitio de acdo antiparasitaria
da lumefantrina seja o vacutolo digestivo do parasito da maléria, onde se acredita que a
lumefantrina interfira na conversdo do grupo heme, um intermediario considerado
toxico formado através do processo de degradagdo da hemoglobina ao pigmento
malarico ndo toxico denominado hemozoina. Ha evidéncias através de experimentos in
vitro que a interacdo entre a lumefantrina e o grupo heme esteja envolvida na toxicidade
desse farmaco ao parasito e que esse composto tenha a capacidade de interferir na
cristalizacdo da hemozoina. No entanto, estes mecanismos ainda ndo foram
comprovados (CUNICO, 2007).
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Figura 24: Similaridade entre o LPSF/SF-25 (a) e a lumefantrina (b).

Nos estudos in vivo com camundongos infectados com alta carga parasitaria
(120 cercarias) e tratados com o derivado tiazolidinico LPSF/SF-25, observou-se uma
menor oviposi¢cdo dos parasitos apds administracdo do composto, uma vez que a
quantidade de ovos maduros encontrados no intestino foi superior aos demais estadios
evolutivos ndao havendo ovos em estadio primario na concentracdo de 200 mg/Kg e
estadio secundario na concentracdo de 25 mg/Kg. A maior quantidade de ovos em
estddio maduro deve-se a postura dos parasitos realizada anteriormente ao tratamento
(FREZZA, 2007). Os dados apresentados na literatura demonstram uma alta variagdo no
nimero de ovos obtidos por pares de vermes em estudos in vitro (SCHIRAZIAN,
SCHILLER, 1983; EL RIDI, 1997) e in vivo (CHEEVER, 1994).

Embora os resultados tenham demonstrado alteragdes nos estadios evolutivos
dos ovos, a reducdo do numero de vermes foi de 28% na concentracdo maxima utilizada
do composto. A eficécia da atividade esquistossomicida é considerada padrdo quando o
composto é capaz de gerar uma taxa de mortalidade superior a 80% (NWARA, 2006). A
reducdo do nuamero de vermes for inferior a 30%, a atividade é considerada de baixa
eficacia (BOTROS, 2004). O composto parece influenciar na oviposicdo dos parasitos,
uma vez que nao se observou alteracbes no numero de vermes entre 0S grupos
estudados. Todavia, as alteracfes encontradas nos diferentes estadios dos ovos, apontam
para a necessidade de maiores estudos sobre a fecundidade dos parasitos frente a esses
compostos.

Dentre os derivados tiazolidinicos testados na atividade in vitro, 0 composto
LPSF/SF-22 (Figura 25, a) substituido pelo grupamento nitro, apresentou a segunda

melhor resposta, com uma taxa de mortalidade de 70% no ultimo dia de observacdo na
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dose de 80 pg/mL (0,21 uM). O LPSF/SF-22 também foi responsavel por interferir na
motilidade dos parasitos, apresentando auséncia de vermes em seu estado normal ativo.
Em trabalhos utilizando-se um isostero das tiazolidinas, um derivado imidazolidinico
contendo o radical nitro, o 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-
diona (Figura 25, b), destacou-se nos trabalhos de Oliveira e colaboradores por
apresentar efeito deletério méaximo de 100% em 12 dias na dose de 120 pg/ mL na
avaliacdo in vitro dos vermes adultos de S. mansoni ao final do dltimo dia de
experimento (OLIVEIRA, 2004).

a) b)

0
o N/CHZ—@—CI \(N/CHZ{C:D}NO2
. a — A
Oy BN
C

Hs

Figura 25: a) 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona; b)
LPSF/SF-22.

O radical nitro é considerado parasitoférico por apresentar um grupo de
nitroderivados auxiliando na atividade antiparasitaria, tais como os furanos, tiofenos,
tiazois e imidazdis. O grupo nitro é facilmente reduzido a nivel molecular por possuir
um efeito indutivo negativo, apresentando devido a isso, um carater fortemente aceptor
de elétrons, a0 mesmo tempo em que possui um efeito de ressonancia entre o &tomo de
nitrogénio e os dois atomos de oxigénio presentes em sua estrutura (PAULA,
SERRANO & TAVARES, 2009).

Muitos nitrocompostos vem se destacando na terapéutica como antiparasitarios
tais como o0 metronidazol, o tinidazol, o benzonidazol e o nirfurtimox, destacando-se
por apresentar um processo de biorreducdo enzimatica do grupo nitro como possivel
mecanismo de acdo, resultando na formacédo de radicais livres com toxicidade prioritaria
para as células bacterianas e parasitarias (PAULA, SERRANO & TAVARES, 2009).

O possivel mecanismo de acdo do grupamento nitro estd esquematizado na
figura 26. Neste mecanismo também estdo envolvidas a NADPH citocromo P450
redutase responsavel pela formagdo de um radical nitro intermediario com subsequente
formacdo de hidroxilamina (R-NHOH). Em seguida, o oxigénio molecular (O,) é

reduzido acarretando a formacédo do ion superoxido (O,.) e regenerando o grupo NO,
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num processo conhecido como ciclo redox. (MAYA, 2007). Apos sua formacéo, o ion
superoxido € captado pela enzima superdxido dismutase gerando peroxido de
hidrogénio (H,0;) que, através da reacdo de Haber-Weiss na presenca de ions Felll,
forma o radical hidroxila (-OH), sendo este altamente toxico para o parasito (DIAS,
2009).

Benzonidazol Nifurtimox
R-NO, R-NO2
Proteinas
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Figura 26: Mecanismo de acdo do R-NO, (DIAS, 2009).

O derivado tiazolidinico LPSF/SF-20 (Figura 27, a), substituido pelo radical
metila apresentou vermes adultos do S. mansoni com uma taxa de motilidade reduzida e
uma taxa de mortalidade de 54,5 % na dose de 80 pg/mL (0,22 uM). O radical metila
apresenta efeito indutivo positivo com doacdo de elétrons. No entanto, devido a
auséncia do par de elétrons, o substituinte metila ndo apresenta efeito de ressonancia
(THOMAS, 2003).

O derivado 3-benzil-1-metil-5-(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
(LPSF/JT-63) (Figura 27, b) testado em trabalhos in vitro como potencial agente
esquistossomicida apresentou uma taxa de mortalidade maxima de 100 % dos vermes
adultos do S. mansoni na dose 644 pM no segundo dia de experimento (48 horas). No
entanto, ndo demonstrou atividade esquistossomicida na dose de 80,5 uM apresentando
auséncia de letalidade durante todos os oito dias de observagdo no experimento (PITTA,
2006).
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Figura 27: a) LPSF/SF-20; b) 3-benzil-1-metil-5-(4-metil-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona (LPSF/JT-63)

A presenga de um grupamento metila acarreta um aumento da lipofilicidade do
composto, acarretando uma melhor penetracdo do mesmo através das membranas
celulares. Porém, a natureza lipidica do composto pode diminuir a resposta da atividade
bioldgica devido a reducdo da solubilidade em meio aquoso, bem como o
aprisionamento do derivado nas membranas biolégicas (THOMAS, 2003).

Outro problema relacionado ao aumento da lipofilicidade é o surgimento de
micelas em torno do derivado com formacgdo de agregados que impedem a ligacdo de
seus sitios ativos aos seus receptores, ou seja, essa formacdo de micelas dificulta a
interagdo farmaco-receptor (THOMAS, 2003). Provavelmente, fatores relacionados a
lipofilicidade, podem ter influenciado no resultado da atividade do LPSF/SF-20 na
avaliacdo da atividade in vitro frente aos vermes adultos do Schistosoma mansoni.

No derivado tiazolidinico LPSF/SF-05 (Figura 28, a), o substituinte presente em
sua estrutura quimica € o metdxi, um radical que apresenta efeito indutivo positivo
doador de elétrons. Segundo trabalhos realizados por Pitta e colaboradores (2006), o 3-
benzil-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/JT-68)
(Figura 28, b), um isostero da tiazolidina, apresentou atividade esquistossomicida na
avaliacdo da suscetibilidade in vitro desse composto com uma taxa de mortalidade de
100% dose de 644 puMol no terceiro dia (72 horas) de contato com os vermes adultos do
S. mansoni. No entanto, o LPSF/JT- 68 ndo apresentou letalidade na dose de 80,5 uM
aproximando-se dos resultados obtidos com o derivado LPSF/SF-05 que apresentou
apenas 33% na dose de 80 pg/mL (0,22 uM) no ultimo dia de observacdo dos vermes
adultos do S. mansoni (PITTA, 2006).
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Figura 28: a) LPSF/SF-05; b) 3-Benzil-1-metil-5-(4-metdxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-
4-ona (LPSF/JT-68)

O substituinte presente no derivado tiazolidinico LPSF/SF-03 é o radical cloro.
O substituinte cloro possui um efeito indutivo negativo aceptor de elétrons. Isso
acontece porque o atomo de cloro é mais eletronegativo que o carbono além de possuir
um efeito doador de elétrons por ressonancia (BRUICE, 2006). A incorporacdo desse
halogénio como substituinte torna o derivado mais lipofilico e conseqlientemente,
menos sollvel em agua. Os halogénios tem a capacidade de melhorar a absor¢do dos
derivados pelas membranas celulares, mas ao mesmo tempo, apresenta uma tendéncia
indesejavel aos farmacos halogenados de ficarem acumulados nos tecidos adiposos dos
organismos tratados (THOMAS, 2003).

Possivelmente, a presenca dos compostos halogenados na molécula pode ser
uma explicacdo para o derivado tiazolidinico LPSF/SF-03 (Figura 29, a), que ndo
apresentou atividade esquistossomicida significativa em nenhuma das quatro doses
testadas, apresentando uma baixa eficacia com relagdo a taxa de motilidade com
parasitos ativos e uma taxa de mortalidade de apenas 20% no ultimo dia de observacao
dos vermes adultos do S. mansoni com a dose de 80 pg/mL (0,21 uM). O mesmo pode
ter acontecido no composto 5-(4-bromo-benzilideno)-3-(4-cloro-fenacil)-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-140) (Figura 29, b) que apresenta os halogénios bromo e
cloro em sua estrutura e ndo apresentou atividade esquistossomicida na atividade in
vitro frente aos vermes adultos do Schistosoma mansoni ndo apresentando taxa de
mortalidade na dose de 120 pg/mL corroborando com os resultados do derivado
tiazolidinico LPSF/SF-03 (OLIVEIRA, 2004).
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Figura 29: a) LPSF/SF-03; b) 5-(4-bromo-benzilideno)-3-(4-cloro-fenacil)-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-140)
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8. CONCLUSOES

o Nos ensaios de citotoxicidade, apesar de o derivado tiazolidinico LPSF/SF-20 ndo
apresentar atividade in vitro significativa, 0 mesmo junto com o derivado
LPSF/SF-25 demonstraram ser 0os compostos menos toxicos, apresentando uma
melhor concentracdo atoxica quando comparados aos outros derivados

tiazolidinicos testados e o praziquantel;

o A partir dos resultados obtidos através da avaliagdo in vitro frente aos vermes
adultos do Schistosoma mansoni foi possivel concluir que dentre todos derivados
tiazolidinicos testados, o LPSF/SF-22 e o LPSF/SF-25 podem ser apontados como

potenciais alvos terapéuticos no tratamento da esquistossomose mansoénica;

o Possivelmente, a baixa taxa de mortalidade dos vermes adultos do Schistosoma
mansoni na avaliacdo in vitro com os derivados tiazolidinicos LPSF/SF-03,
LPSF/SF-05 e LPSF/SF-20 deve-se a incorporacdo dos radicais no esqueleto
estrutural dos compostos tiazolidinicos, através do aumento da lipofilicidade da
molécula, acarretando uma diminuicdo da absorcdo desses compostos pelo

parasito, interferindo, conseqiientemente, na interacdo farmaco-receptor;

o Na atividade in vivo, embora o derivado tiazolidinico testado LPSF/SF-25 tenha
apresentado uma reducdo do namero de vermes de 28% na concentragdo maxima
utilizada, o oograma demonstrou alteraces nos estadios evolutivos dos ovos,
necessitando, dessa forma, de maiores estudos sobre a fecundidade dos parasitos
frente a esses compostos.
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9. PERSPECTIVAS

o Avaliar a toxicidade aguda dos derivados tiazolidinicos LPSF/SF-25;

° Determinar a atividade in vivo dos derivados tiazolidinicos LPSF/SF-25 em

camundongos infectados com Schistosoma mansoni na fase cronica;
o Quantificar, através de analises morfométricas, o grau de fibrose hepética nos
camundongos esquistossomoticos na fase cronica tratados com o derivado tiazolidinico

LPSF/SF-25;

o Propor um possivel mecanismo de acéo das tiazolidinas no processo fibratico.
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