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Resumo

A esquistossomose € uma doenga parasitaria crénica das regides tropicais e
subtropicais e esta associada a uma alta morbidade da populagao infectada. A
terapia da esquistossomose é feita apenas com um unico farmaco, o
praziquantel, ativo contra todas as espécies de Schistosoma, e 0 oxamniquina
ativo apenas contra o Schistosoma mansoni. Contudo ha relatos na literatura
de resisténcia do parasito ao tratamento para os dois farmacos, gerando uma
preocupagao a nivel mundial e levando a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) convocar a industria e os pesquisadores a buscar novos farmacos com
esta finalidade. Neste contexto a busca de novos farmacos com atividade
esquistossomicida torna-se o objetivo deste trabalho, onde os derivados
imidazolidinicos das séries 5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT), 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/MS)
e 5-arilazo-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT) foram avaliados in vitro frente
a vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa BH). Dos derivados
avaliados in vitro os que apresentaram atividade esquistossomicida, foram os
derivados da série 3-benzil-5-(arilazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT).
Para a avaliacdo in vivo, o derivado 3-benzil-5-(4-cloro-arilazo)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PTO05) foi administrado oralmente em Tween 80,
Tween/dleo/dagua e em dispersdo solida com 90 % PEG (Polietilenoglicol).
Apenas esta ultima apresentou efeito esquistossomicida. Foram administradas
quatro doses: 3, 10, 30 e 100 mg/kg. A reducdo do numero de vermes
recuperados foi significativa para a dose de 10 e 30 mg/kg, aproximadamente
50 % e para a dose de 100 mg/kg a redugéo foi de 68%. A redugdo do numero
de vermes na dose de 100 mg/kg corroborou com a resposta imune celular do
derivado e levantou a hipotese do seu efeito imunossupressor ser ao nivel de
resposta Th1 e Th2. Somado a esses dados a resposta histopatoldgica revelou
uma modulagdo na resposta granulomatosa, produziu uma agao contra o dano

hepatico causado pela infec¢do pelo S. mansoni.

Palavras  Chaves: Esquistossomose,  Atividade  Esquistossomicida,

Imidazolidina, Avaliagao in vivo.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a chronic parasitic disease in tropical and subtropical regions
and is associated with morbidity high of the infected population. The treatment
of schistosomiasis is made only with a single drug, praziquantel, active against
all species of Schistosoma and oxamniquine active only against Schistosoma
mansoni. However there are reports in the literature of parasite resistance to
treatment for the two drugs, causing a worldwide concern and leading to the
World Health Organization (WHO) to call industries and researchers to seek
new drugs for this purpose. In this context the search for new drugs with
schistosomicide activity becomes the objective of this work, where the
derivatives serie imidazolidinics of 5-benzilidene-3-benzyl-4-tioxo-imidazolidin-
2-one (LPSF/PT), 5-benzilidene -3-(4-methyl-benzyl)-imidazolidin-2,4-dione
(LPSF/MS) and 5-arylazo-4-tioxo-imidazolidin-2-one (LPSF/PT) were evaluated
in vitro against adult worms of Schistosoma mansoni (Cepa BH). The
derivatives evaluated in vitro showed that the schistosomicide activity, were
derived from the series 3-benzyl-5-(arylazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-one
(LPSF/PT). For the evaluation in vivo, the derivative 3-benzyl-5-(4-chloro-
arilazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-one (LPSF/PT05) was administered orally in
Tween 80, Tween/oil/water and sound dispersion with 90% PEG (Polyethylene).
Only the latter presented schistosomicide effect. They were given four doses: 3,
10, 30 and 100 mg / kg. The reduction in the number of worms recovered was
significant for a dose of 10 and 30 mg / kg, approximately 50% and for a dose of
100 mg / kg reduction was 68%. The reduction in the number of worms in the
dose of 100 mg/kg corroborated with the cellular immune response of the
derivative and raised the possibility the effect of immunosuppressive be at the
level of Th1 and Th2 response. In addition to these data to answer histology
revealed a modulation in response granulomatous, produced an action against

liver damage caused by infection with S. mansoni.

Keywords: Schistosomiasis, antischistosomal activity, imidazolidine, Evaluation

in vivo.
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Figura 31 - Fotomicrografias de estagio de granulomas no figado (A, C, E
e G) e no intestino (B, D, F e H) de camundongos infectados com S.
mansoni e tratados com o LPSF/PT05 em preparacdo com salina e tween
80. a e b) controle infectado, observa-se granulomas na fase exudativo-
produtivo tanto no figado (a) como no intestino (b), ¢ e d) grupo tratado
com dose de 25 mg/kg, e e f) grupo tratado com dose de 50 mg/kg e g e H)
grupo tratado com com dose de 100 mg/kg. Observa-se que existe
granulomas na fase exudativo-produtivo exceto para a dose de 100 mg/kg.
H & E. As fotomicrografias estdo em ampliagao de 100 X.

Figura 32 - Fotomicrografias de estagios de granulomas em figados e
intestinos (respectivamente) de camundongos infectados por S. mansoni. a
e b) controle infectado, exibindo granuloma em fase exudativa-produtiva
(setas). C e d) figado e intestino, respectivamente, de camundongos
infectados e tratados com o LPSF/PT05 em emulsao tween/déleo/agua na
dose de 3 mg/kg por dia. Apresentando granulomas na fase exudativa-
produtiva tanto para o figado como para o intestino. E e f) (10 mg/kg por
dia) no figado (e) observa-se granulomas em fase de resolugéo e na fase
exudativa-produtiva (f) granuloma em fase de resolugdo na mucosa
intestinal. G e h) (100 mg/kg por dia) observa-se poucos granulomas em
fase de resolugédo (g) e auséncia de granulomas no intestino. H & E. as
fotomicrografias estdo em ampliagdo de 100 X.

Figura 33 - Fotomicrografias de estagios de granulomas em figados e
intestinos (respectivamente) de camundongos infectados por S. mansoni. a
e b) controle infectado, exibindo- fase granuloma exsudativos produtiva
(setas) com uma maturidade, ovos viaveis no centro da granulomas
fibrocelular (figado) e presenga de ovos viaveis (setas) detectou em
camadas serosas e submucosa (intestino). ¢, d) LPSF/PT05 (3 mg / kg por
dia), mostrando bem pequenos granulomas fibrocelular circunscritos e com
ovos em degeneragao (asterisco) no figado e granulomas nas fase
produtivo e em resolugcao (asterisco) em camadas submucosa (intestino).
E e F) LPSF/PTO05 (10 mg / kg por dia), produtiva (seta) e resolugéo
(asterisco) foram encontrados granulomas no figado e ovos viaveis (seta)
foram detectados na submucosa. g e h) LPSF/PT0S5 (30 mg / kg por dia),
granulomas em fase de resolugao (asterisco) foram encontradas no figado
e ovos viaveis (setas) foram detectados em camadas submucosa e
muscular. i e j) LPFS/PT05 (100 mg / kg por dia) granulomas em fase de
resolugao (asterisco) foram encontradas no figado e ovos viaveis (setas),
foram detectadas apenas em camadas submucosa. H & E e Masson
"Tricomico, as fotomicrografias estdo em ampliagao de 100x.
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1. INTRODUGAO

As doencgas negligenciadas sdo um grupo de doengas infecciosas,
prevalentes em paises pobres e ricos, porém esse Uultimo com menor
propor¢ao. S&o responsaveis por alta carga de morbidade e mortalidade, que
geram impactos sociais e econbmicos negativos e afetam profundamente a
qualidade de vida da populacdo. Embora existam alguns incentivos de mercado
para a pesquisa e desenvolvimento nos paises desenvolvidos para essas
doencas, o nivel de investimento ndo é proporcional a sua carga global. A
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) criou um Programa Especial de
Pesquisa e Treinamento em Doencgas Tropicais Negligenciadas (TDR) no qual
classificou as doengas negligenciadas em trés categorias. Na categoria | séo
emergentes ou fora de controle, como exemplo temos: doenga do sono,
dengue e leishmaniose. Na categoria Il estdo aquelas que apesar de existir
uma estratégia de controle, sua carga persiste. Como exemplos tém a malaria,
esquistossomose e tuberculose. E, finalmente, na categoria lll encontra-se com
estratégias de controle eficazes, sua carga vem diminuindo e espera-se sua
eliminacdo como problema de Saude Publica. Estas doengas s&o hanseniase,
filariose, tripanossomiase e oncocercose (BRASIL, 2006).

Dentre as doengas negligenciadas a esquistossomose é uma das mais
importantes nos paises tropicais, apresentando altas taxas de prevaléncia e o
indice de mortalidade estimado € de 14000 por ano (GRYSEELS, 2006),
ocupando os primeiros lugares dos maiores problemas de Saude Publica nos
paises em desenvolvimento perdendo apenas para a malaria (KING et al.,
2005).

No Brasil, apresenta um quadro de continuidade e expansado da
esquistossomose, que ndo se diferencia dos demais paises acometidos por
essa parasitose (BARBOSA et al., 1996). Estima-se que cerca de 7 milhdes de
pessoas estejam infectados e que aproximadamente 35 milhdes vivem em area

de risco (CHITSULO et al., 2000). Esse fato ndo pode ser explicado apenas por
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um fendmeno biolégico, mas também por fatores sociais, politicos e culturais
envolvidos que permitem a manutengdo da doenga como: Falta de saneamento
basico, precarias condigdes de habitagcdo e saude e uma ineficiente educacao
sanitaria (BARBOSA et al.,, 1996). A esquistossomose abrange uma grande
area endémica, que vai do Maranhao até o Estado de Minas Gerais. Contudo
ha focos isolados no Distrito Federal e nos Estados do Para, Piaui, Goias, Rio
de Janeiro, S&o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (COURA E
AMARAL, 2004).

Em Pernambuco, a esquistossomose continua endémica independente
das campanhas de controle realizadas pelo Ministério da Saude,
principalmente na regidao da Zona da Mata (FAVRE et al., 2001). Segundo a
ultima avaliagao realizada pela Fundagao Nacional de Saude (FUNASA) entre
os anos de 1996 e 1999, revelou um indice de prevaléncia acima de 10 % em
35 municipios (FAVRE et al., 2006).

Contudo, dados obtidos do Sistema de Informagao sobre Mortalidade
(SIM), e de base de dados demograficos do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), revelam que houve uma reducéo de 62 % no coeficiente de
mortalidade por esquistossomose no Brasil onde tinhamos uma taxa de
0,70/100.000 habitantes em 1980, reduzindo-se para 0,26/100.000 em 2003.
Essa reducédo ndo se deu de forma crescente ao longo dos anos. Porém, o
inicio da reducgao foi marcado a partir de 1986 quando a estratégia de controle
da doenca no Brasil foi mudada, onde tivemos a maior utilizacdo da
quimioterapia (FERREIRA et al., 2007). Contudo, apesar de todo o esforgo
para a adesdo nos programas de controle durante estes ultimos 25 anos, ha
regides que ainda apresentam prevaléncia da esquistossomose mansoénica
acima de 50 % (PASSOS e AMARAL, 1998; FARIAS et al., 2007).

Atualmente, a quimioterapia ainda é a estratégia de controle utilizada
para a esquistossomose e resume-se apenas em um Uunico farmaco
recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) o praziquantel o qual
€ ativo contra as trés principais espécies de Schistosoma: S. mansoni, S.
haematobium e o S. japonicum (HARDER, 2002; WHO, 2003; DOENHOFF e
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PICA-MATTOCCIA, 2006). Embora nao sejam os farmacos de primeira escolha
para o tratamento da esquistossomose segundo OMS, a oxaminiquina ainda &
usada em paises como o Brasil sendo este farmaco ativo apenas contra o S.
mansoni e o metrifonato ativo contra o S. haematobium nao apresentando
eficacia contra as demais espécies (HARDMAN et al., 2003; CIOLI, 1995).

Contudo, fatores como: a grande extensdo de areas endémicas,
constantes reinfecgédo dos individuos e as mas condi¢des sanitarias dos paises
tropicais como o Brasil conduzem a ineficiéncia do tratamento quimioterapico
(BERGQUIST, 1998). Outra importante limitagdo do farmaco praziquantel esta
na sua baixa eficacia no tratamento da esquistossomose aguda ou toxémica,
devido a sua baixa atividade contra os vermes imaturos de Schistosoma.
Somada a toda esta problematica o desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos esquistossomicidas vem sendo relatada na literatura, resisténcia esta
tanto a nivel experimental como a nivel das populagdes (CIOLI et al., 1993;
FALLON e DOENHOFF, 1994; COELHO et al., 1997; SABADINI e DIAS, 2002;
MELO et al., 2003, ISMAIL et al., 1999; LIANG et al., 2001, KATZ et al., 1973,
BOTROS et al.,, 2005; STELMA et al., 1995). Neste contexto, € imperiosa a
necessidade de estudos relacionados ao desenvolvimento de novos farmacos

com atividade esquistossomicida.

Visando a busca de novos agentes com tal finalidade, o presente
trabalho foi desenvolvido em duas etapas: a avaliacdo dos derivados
imidazolidinicos in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni e deste o que
apresentou a melhor atividade na mortalidade dos vermes foi realizada uma
avaliagao in vivo na qual, parametros como o efeito na regulagéo da resposta
imune celular e os aspectos histopatologico do figado e do intestino retirados

dos camundongos infectados e tratados com o derivado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho teve como proposta contribuir para a busca de novos
farmacos esquistossomicidas. Assim, a avaliacdo da susceptibilidade in vitro e
in vivo do Schistosoma mansoni frente aos derivados das séries 5-benzilideno-
imidazolidinicos (LPSF/MS e LPSF/PT) e 5-arilazo-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT).

2.2 Especificos

Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro dos derivados 5-
benzilideno-imidazolidinicos (LPSF/MS e LPSF/PT) e 5-arilazo-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PT) frente a vermes adultos de Schistosoma mansoni
(Cepa BH);

Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo do derivado LPSF/PT05

frente a vermes adultos de S. mansoni (Cepa BH);

Avaliar o efeito do derivado LPSF/PT05 na regulagao da resposta imune

celular de camundongos infectados com S. mansoni (Cepa BH).

Analisar os aspectos histopatolégicos do figado e intestino retirados de

camundongos infectados e tratados com o derivado LPSF/PTO05.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

O termo “doengas negligenciadas se refere a doengas que afetam
populagdes carentes, dos paises pobres” (KINDHAUSER, 2003). Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (WHO/OMS), doengas negligenciadas afetam
quase que exclusivamente as pessoas pobres que vivem em zonas rurais de
paises de baixa renda (HUNT et al., 2007).

As doengas tropicais negligenciadas sdo, em grande parte, compostas
por doencas tropicais infecciosas. Dentre elas, existe um grupo de 13 doengas
que afetam mais de um bilhdo de pessoas no mundo. Sete das 13 doencgas
tropicais negligenciadas sédo causadas por helmintos (Wuchereria bancrofti,
Schistosoma sp, Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Dracunculus
medinensis, Onchocerca volvulus, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura), trés
sdo causadas por protozoarios (Trypanosoma gambiensis, Trypanossoma cruzi
e Leishmania sp) e as outras trés sdo causadas por bactérias (mycobacterium
leprae, Chlamydia trachomatis e Mycobacterium ulcerans) (HOLVECK et al.,
2007; WHO, 2007; BILL e MELLINDA FOUDATION, 2007). Os principais
fatores responsaveis pela alta prevaléncia seriam: a agua nao tratada,
deficiéncia no saneamento basico e precarias condi¢gdes de habitacao.

Segundo a Rede Global de Controle para Doengas Tropicais
Negligenciadas (Global Network for Neglected Tropical Diseases Control -
GNNTDC) estas causam um impacto em 2,7 bilhdes de pessoas em 142
paises da Africa, América Central, América do Sul, Asia e Oceania (GNNTDC,
2007).

Ao nivel global, 75 % das pessoas acometidas s&o criangas e jovens
com menos de 14 anos. Além do sofrimento fisico e psicoldgico, estas doengas
levam a um enorme déficit econbmico, pois as populagcbes afetadas
apresentam uma baixa produtividade e adicionado a isso o custo elevado do

tratamento em longo prazo, que contribui para que se aumente o ciclo de
pobreza e de doengas (HUNT, 2007).

Nao obstante, a maioria dos farmacos disponiveis no mercado para

essas doencas foram descobertos ha décadas e frequentemente sao limitados
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na eficacia, apresentam sérios efeitos colaterais, tudo isso somado ao estado
nutricional do paciente ou a ineficacia pela resisténcia aos farmacos. A
pesquisa e o desenvolvimento sdo necessarios na busca de novos farmacos
que combatam essas doengas. As recomendagdes propostas aumentam
(incluindo um boletim da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)) e debates
onde visam uma forma de estimular a pesquisa e o desenvolvimento na busca
de vacinas e novos farmacos para profilaxia e tratamento, haja vista que se
encontra um vazio nessa area (MRAZEK, 2003).

Muitos especialistas em doencgas tropicais negligenciadas temem que a
comunidade internacional ndo dé a devida importdncia a essas doencas.
Enquanto o recurso global na luta contra AIDS, tuberculose e malaria e a
Alianga Global para Vacinagao e Imunizagéo (GAVI) tém obtido sucesso em
gerar recurso para financiar suas causas especificas. Os esforgos para
tratamento e prevencgdo de outras doencgas tropicais como a filariose linfatica,
leishmaniose, esquistossomose, doengas de Chagas e helmintos intestinais
tém obtido pouco sucesso em atrair a atengdo e os recursos internacionais
(HOTEZ et al., 2006).

Uma nova geragao de farmacos antiparasitarios ndo surgiu até agora
devido, principalmente, ao fator econédmico. O maior impacto dessas doencas
esta nas regidbes mais pobres do mundo. Essas populagdes ndo sao vistas
como um alvo sustentavel para o mercado das industrias farmacéuticas
(RENSLO et al., 2006).

3.2 Esquistossomose: uma doenga negligenciada

A esquistossomose € uma doencga parasitaria causada pelo trematddeo
do género Schistosoma, tendo como principais agentes etiologicos o
Schistosoma mansoni, encontrado na Africa, América do Sul e Antilhas, o
Schistosoma haematobium também encontrado na Africa e na bacia do
Mediterraneo e o Schistosoma japonicum visto no extremo oriente e pacifico
ocidental (REY, 2001). Existe uma outra espécie o Schistosoma intercalatum,
agente de uma modalidade de esquistossomose prevalente em certas areas da

Africa central e ocidental. Uma quinta espécie, Schistosoma mekongi, foi
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descrita por Vogue, Bruckner e Bruce (1978) como um parasito que prevalece
no Camboja (PESSOA, 1988).

O Schistosoma mansoni é o trematdédea responsavel pela doenca
parasitaria intravenosa mais significativa entre os helmintos, localizados no
mesentério na fase adulta, onde a fémea realiza a postura de ovos diariamente
durante anos (WEBBE, 1981). Segundo REY (2001) estima-se que o S.
mansoni possa viver de trés a seis anos. Porém, casos de grande longevidade
sdo descritos em pacientes que continuam a eliminar ovos até 30 anos depois

de se mudarem da area endémica.

3.2 Ciclo Evolutivo

O S. mansoni é um parasita heteroxénico, isto €, depende de dois
hospedeiros para que se dé sua completa evolugdo, um intermediario, o
molusco do género Biomphalaria e outro definitivo, 0 homem.

Os miracidios encontrados no interior dos ovos presentes nas fezes dos
hospedeiros definitivos, ao alcangarem a agua, sao estimulados pelo calor e a
alta luminosidade solar, rompem os ovos, e nadam ativamente, até alcancgar o
hospedeiro intermediario, o préprio miracidio agita-se em movimentos
contrateis e rotatérios, e assim, penetra no tecido mole dos moluscos. Dois dias
apods, o miracidio se transforma em esporocisto | que cresce em tamanho e em
14 dias de infecc¢ao, ocorre a formacao dos esporocistos Il, e este por sua vez,
inicia a formagao em cercarias (NEVES, 2005).

Um unico miracidio pode formar de 100 a 300 mil cercarias, de um unico
sexo previamente definido. A passagem das cercarias para o meio exterior é
influenciada pelos mesmos que estimulam os miracidios, a alta luminosidade e
o calor. Uma vez liberadas, as cercarias tém uma sobrevida de 36 a 48 horas,
mas sO apresentam a capacidade infectiva nas primeiras 8 horas. Elas
penetram ativamente pela pele e mucosas intactas, devido a agado de enzimas
liticas e acdo mecanica. Apds a penetracdo, denominam-se de
esquistossdmulos, migram para o tecido subcutaneo, e, penetrando em um
vaso, sao levados passivamente da pele aos pulmdes. Dos pulmdes, dirigem-
se ao sistema porta-hepatico, onde se tornardo vermes adultos, machos e
fémeas, dentro de 30 dias aproximadamente. Ao se tornarem adultos, eles se
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acasalam e migram para as veias mesentéricas inferiores, onde ocorre a
oviposicdo na submucosa. Cada fémea pde cerca de 400 ovos por dia, e
apenas 50 % destes alcangcam a luz intestinal. Os ovos levam cerca de uma
semana para se tornarem maduros. Depois de 20 dias, se 0os ovos nao tiverem
alcangado a luz intestinal, ocorre a morte dos miracidios, e esses ovos seguem
dois caminhos: ou ficam presos na mucosa intestinal, ou sdo arrastados ao
figado (figura 01) (NEVES, 2005).
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Figura 01: Ciclo biologico do S. mansoni.

(http://www.rgmg.cpqrr.fiocruz.br/modules/edito/edito.php?idedito=26)

3.3 Distribuicao geografica e dados epidemiolégicos

A esquistossomose, depois da malaria, € a segunda principal doenca
parasitaria do mundo e afeta a classe mais pobre da sociedade. Sua
prevaléncia é devido a falta de agua potavel e de uma rede de esgoto
apropriada (BLANCHARD, 2004). E uma das mais relevantes doencas
parasitarias presentes em paises em desenvolvimento. Embora venham

ocorridos avangos no tratamento e prevencao da doenca, esta ainda continua
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atingindo posicdes significativas na prevaléncia e na morbidade. E a
helmintiase humana mais importante em termos de morbidade e de
mortalidade. King e colaboradores, em 2005, referem-se a esquistossomose
como Pandemia, e a responsabiliza por 2-15% do subdesenvolvimento da
populagado portadora da doenca.

Ocorre em 74 paises da América Latina, Africa e Asia. Estima-se que
207 milhdes de pessoas sao infectados, e mais de 779 milhdes vivem expostos
nas areas de risco, sendo responsavel por 500.000 mortes por ano (FENWICK
2006; KING et al., 2005; VAN DER WERF et al., 2003; BLANCHARD 2004;
STEINMANN et al., 2006; PARISE FILHO et al., 2007). Das 207 milhdes de
pessoas com a doenga, 85 % vivem na Africa, onde a grande maioria das
fatalidades ocorre devido ao S. haematobium, porém o S. mansoni causa
130.000 mortes por ano, pela hipertensao portal (WHO, 2007). Mundialmente,
o0 Schistosoma mansoni € o de maior prevaléncia, apresentando-se endémico
em 55 paises, principalmente no sul do Saara africano como também em
grande parte da América do Sul (Figura 02) (CHITSULO, 2000).

O DALY (Disability-Adjusted Life Years) € um indice calculado a partir da
prevaléncia especifica da doenca, mortalidade e o impacto da deficiéncia
gerada pela doenga (GRYSEELS et al.,, 2006). O numero global de DALY
perdido para a esquistossomose € de 1,7 a 4,5 milhdes (UTZINGER et al.,
2004, HOTEZ et al., 2006, BROOKER, UTZINGER, 2007).
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Figura 02: Representacao da distribuicdo mundial da esquistossomose (CONLON, 2005).

A maioria das infecgdes ocorre na infancia, a partir dos quatro anos de
idade, com um pico na faixa etaria entre 15-20 anos. A idade de maior
prevaléncia coincide com a idade de maior intensidade de infecgdo (maxima
excrecdo de ovos). Apos os 20 anos, a excregao de ovos comega a diminuir,
possivelmente como resultado do aumento da imunidade, ou talvez por causa
de mudancas comportamentais como, por exemplo, uma menor exposicao as
aguas infectadas. Apenas cerca de 5-15% da populagao que vive em area de
risco torna-se altamente infectada; os fatores limitantes sdo desconhecidos
(KARANUJA et al., 2002).

3.4 Esquistossomose no Brasil

O Schistosoma mansoni veio para o Brasil durante o século XVI e XVII
no periodo da colonizacdo, com o trafico negreiro (TCHUENTE et al., 1995). E
um parasito de origem africana com maior foco no delta do Nilo e na faixa
intertropical ao sul do Saara. Nas Américas, condigbes ambientais favoraveis
para transmissdo, como temperatura e luminosidade, bem como o hospedeiro
intermediario, o Biomphalaria, com ampla distribuicdo geografica, facilitando a

instalagao e a propagacéao do parasito (REY, 2002).
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Devido aos mais diversos fatores que estdo envolvidos na
transmissao da esquistossomose, ha uma dificuldade no controle pelo sistema
de saude. As acgbes de combate a esquistossomose ja estdo sendo
implantadas no Brasil desde 1976 (FARIAS et al., 2007). Atualmente, no Brasil,
a esquistossomose atinge 17 Estados. Estima-se que cerca de cinco a seis
milhdes de pessoas estdo infectadas (REY, 2002). As areas endémicas
importantes localizam-se em uma faixa que incluem as regides da Zona da
Mata e Litoral abrangendo parte da regido do agreste, partindo do Rio Grande

do Norte até Minas Gerais (Figura 03).

Source: SYEMS W

Fig. 17 dhstmbathog of schostotomass m Brazit

Figura 03. Areas endémicas e focais da esquistossomose mansénica. Brasil, 2004.
Fonte: GT-Esquistossomose/CDTV/CGDT/SVS/MS in Brasil, 2005.

Segundo Farias e colaboradores em 2007, os Estados do nordeste do
Pais que apresentam maior incidéncia da doenga s&o Bahia, Sergipe, Alagoas
e Pernambuco, segundo descrito na Tabela 01.

Andréa Cristina Apolinario da Silva



Novas moléculas imidazolidinicas: potenciais candidatas a farmacos esquistossomicidas

36

Tabela 01: Informacgdes gerais sobre a incidéncia da esquistossomose mansdnica nos Estados
da Bahia, Sergipe, Alagoas e Pernambuco, no periodo de 1999-2003.

Estado Total de municipios Municipios endémicos % dos municipios
endémicos
Bahia 417 280 67,15
Sergipe 75 51 68,00
Alagoas 102 70 68,63
Pernambuco 185 72 38,92

Fonte: FARIAS, 2007.

Pernambuco, segundo a Tabela 01, apresenta a doenga endémica em
72 dos 185 municipios, onde a difusdo tem sido determinada através da
migragao da populagao infectada da area rural, principalmente canavieira, para
area urbana, pela ocupacgao desordenada das areas ribeirinhas e pela caréncia
de saneamento, acarretando em sucessivos relatos de casos agudos de
esquistossomose em Pernambuco (FARIAS et al., 2007; BARBOSA et al.,
2001).

Segundo o censo demografico de 2000, 4.938.861 pessoas residiam
na area endémica, permitindo estimar que cerca de 62% da populacdo de
Pernambuco (7.911.937 pessoas) estariam sob risco de infecgéo.

Em 2006, Favre e colaboradores publicaram um estudo sobre a
prevaléncia da esquistossomose em Pernambuco entre os anos 2000 a 2004,
nos municipios da Zona da Mata Norte, Central e Sul. A OMS (2002) classifica
a prevaléncia para S. mansoni de acordo com as seguintes percentagens de
pessoas positivas: <10% é considerada baixa, entre 10-50% moderada e >
50% a prevaléncia € considerada alta. Dos 43 municipios avaliados, 12
merecem destaque. Trés na micro-regido norte: Alianga, Tracunhaém e Lagoa
do Carro. Trés na micro-regido central: Cha de Alegria, Cha Grande e Gldria do
Goita. Na micro-regiao sul seis municipios: Belém de Maria, Catende, Escada,
Gameleira, Ribeirdo e Sao Benedito do Sul. Dos 12 municipios em destaque,
sete apresentam uma baixa prevaléncia e cinco municipios, prevaléncia

moderada (Figura 04).
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Figura 04: Prevaléncia de infec¢ao por Schistosoma mansoni na Zona da Mata do Estado de
Pernambuco, Nordeste Brasil. A linha tracejada indica o limite mais baixo (10%) para a
moderada prevaléncia da esquistossomiase (FAVRE et al., 2006)

A esquistossomose em Pernambuco abrange todas as faixas de idade.
No grupo de 10-20 anos as internagdes foram de 14,63%, o maior numero de
internagdes ocorreu na faixa de 60 anos acima, com percentual de 27,68%. Os
Obitos por esquistossomose sao raros para as idades abaixo de 20 anos, com
1,28%, subindo para 14,11% para o grupo de 40-50 anos, o maior numero de
Obito ocorreu na faixa de 60 anos acima, com o percentual de 51,18%
(RESENDES et al., 2005).

3.5. Controle da esquistossomose

O controle da esquistossomose € uma das tarefas mais dificeis do
servico de saude publica devido a ampla difusdao do hospedeiro intermediario,
dos métodos de controle falhos, da frequéncia do contato humano com a agua
em atividade agricola, doméstica, ou por lazer, das limitagées do tratamento
individual e em massa, e principalmente pela falta ou pelo longo tempo para
resultar em efetiva adesdo da comunidade de uma educacao sanitaria, como

forma preventiva de abordagem, a inexisténcia de vacina eficaz para a
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prevencao da doenga, as dificuldades politicas e econdmicas relacionadas ao
alto custo das obras de engenharia sanitaria que possibilitem o aporte
adequado de agua para as casas e a adequada eliminagao dos dejetos, de
modo que seja impedida a contaminagao dos recursos hidricos (RESENDES,
et al., 2005; CARVALHO et al, 1998; COURA et al., 2004; KATZ, 1999). E
através do controle da transmissao da esquistossomose que ha a possibilidade
de erradicagao da doenca, visando a interrupgao do ciclo evolutivo do parasito
(KATZ, 2003).

Até 1984, a estratégia de controle recomendada pelo WHO para a
esquistossomose era centrada no combate ao caramujo. A partir deste ano, um
comité de especialistas da WHO, passou a recomendar o tratamento
quimioterapico. Essa decisdo foi motivada pelo surgimento do praziquantel
(WHO, 1993).

Porém tem-se apenas uma certeza: a necessidade imperiosa de
encontrar uma forma de combater a esquistossomose no mundo de forma
segura e eficaz. Enormes progressos tém sido feito no controle da
esquistossomose em varios paises, com poucos recursos. Sabe-se que a
distribuicdo da medicacdo nao € a principal arma para o controle, mas sim um
forte sistema de saude publica que seja capaz de tratar o paciente e
estabelecer medidas concretas de combate a doenga (GRYSEELS et al.,
2006).

3.6 Patogenia

O S. mansoni, vivendo no sistema porta hepatico, faz a postura no
intestino do hospedeiro, causando sintomatologia intestinal. A penetragdo das
cercarias pode ser acompanhada de exantema, prurido e outras manifestagoes
alérgicas locais. Também se observa, quando o esquistossémulos passa pelo
pulmdo, a ocorréncia de bronquites ou pneumonias. Portanto, a
esquistossomose pode se considerar uma doenca de multiplos mecanismos
desencadeando lesdes diretamente ligadas a presenca local da forma evolutiva
do parasito (NEVES, 2005).
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O agente nocivo mais importante na esquistossomose € a eliminagao de
ovos, e este se apresenta como o elemento fundamental na patogenia desta
parasitose. As lesdes provocadas por estes sao causadas pela sua localizagao
nos tecidos e também pela eliminagao dos antigenos soluveis secretados pelos
poros presentes na casca. Os granulomas s&o lesdes tipicas, elemento
anatomo-patologico basico do processo esquistossomaotico crdnico, que se
forma em torno dos ovos do parasito. Apresentando durante seu
desenvolvimento trés fases: Em uma primeira fase, necrética-exsudativa,
observa-se uma zona de necrose em torno do ovo, e contornando essa area ha
um exudato de eosindfilos, neutrofilos e histidcitos. Na segunda fase chamada
de produtiva ou de reacgdo histiocitaria, inicia-se uma reparagdo da area
necrosada. E por fim, a fase de cura ou fibrose, na qual o granuloma
endurecido é denominado nodulo, que pode seguir dois caminhos: calcificagdo
do ovo ou a absorgédo e desaparecimento do granuloma (POLAK et al., 1959).

As lesdes anatomo-patoldgicas produzidas no organismo humano pelo
S. mansoni sao as mais variaveis possiveis que vao desde a forma aguda ou
toxémica, onde ao redor do ovo depositado nos tecidos aparece area de
necrose. A forma crénica leve pode se apresentar assintomatica ou com
sintomatologia discreta, com granulomas pequenos e bem delimitados, com
tendéncia a cicatrizacdo. A forma crénica grave € onde se observa a forma
hepatoesplénica da esquistossomose; a esplenomegalia € em parte devido a
congestdo venosa como também da hiperplasia das células do sistema
macrofago-linfocitario (PESSOA, 1988).

A mortalidade por esquistossomose ocorre principalmente na fase
crobnica da doenca, em sua forma hepatoesplénica. Nessa forma, as
manifestacdes clinicas da doenga sao decorrentes da hipertensao portal e as
principais complicagdes sédo a ascite e a formagao de varizes gastroesofagicas
que, quando rompem, resultam em hemorragias graves e, muitas vezes, fatais
(PRATA, 1997; BRASIL, 2006).
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3.7 Imunopatologia na esquistossomose mansoénica

O figado é o principal érgéao afetado pela esquistossomose. Durante a
infecgdo o numero de ovos tende a aumentar e com isso induzir a uma lesao
granulomatosa. Apos a morte dos ovos, forma-se a fibrose hepatica a principal
causa de mortalidade e morbidade na esquistossomose humana que envolve o
espagco portal, devido a isso a resposta granulomatosa vém sendo
intensamente estudadas na patogénese da resposta imune celular do S.
mansoni. Amiri e colaboradores (1992) avaliando camundongos que
apresentavam uma imunodeficiéncia severa observaram que nestes animais
nao havia formagao de granulomas, contudo eles apresentaram uma faléncia
hepatica, resultado da liberagdo das moléculas hepatotdxicas liberadas pelo
ovo. Assim, o granuloma tem um papel hepatoprotetor por sequestrar as
hepatotoxinas secretadas pelos ovos (PHILLIPS e COLLEY, 1978).

A Inflamagdo granulomatosa na esquistossomose € uma
hipersensibilidade mediada por células aos antigenos dos ovos do parasito que
sdo apresentados no tecido hepatico (WARREN et al., 1967). A medida que o
granuloma evolui, fibras colagenas sao depositadas em torno dos ovos, um
processo que leva a fibrose (LENZI et al., 1999). Na fase crénica da infecgao,
devido a um numero elevado de granuloma, sua confluéncia pode levar a
hipertensao portal, hemorragias gastrointestinais, e em ultima analise, a morte
(CHEEVER et al.,, 1997). Os granulomas s&o areas de infiltrados celulares
consistindo principalmente de eosindfilo, macréfago, fibroblastos e linfocitos.
Em animais imunocompetentes a formagao dos granulomas € orquestrada pela
resposta das células T CD4+ (MATHEWS e BOROS, 1986; HERNANDEZ et
al., 1997).

Na esquistossomose mansobnica, existe uma dicotomia da resposta
imune. Inicialmente, antes da oviposigao, ocorre resposta Th1 (WYNN et al.,
1993) nessa resposta temos citocinas produzidas com fungdes citotdxicas e
também induzindo hipersensibilidade do tipo tardia (KUBY, 2002). Apos a
deposi¢ao de ovos no figado do hospedeiro, temos um aumento drastico de
citocinas Th2 (GRYZCH et al., 1991). As células T CD4+ exercem a maior parte
das fungdes auxiliares na resposta imune, frente a estimulos antigénicos,

através das citocinas que secretam (KUBY 2002), os granulomas periovulares
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sdo mediados especialmente por essas células (MATHEW et al., 1986). As
citocinas secretadas pelas células T CD4+ podem apresentar dois padrdes de
respostas diferentes: Th1 e Th2.

A resposta padrao Th1 é iniciada pela produgdo precoce de IL-12
(acredita-se que esta interleucina é a principal responsavel pela ativagcdo da
resposta Th1), produzida por macréfagos ativados pelo IFN-y (Interferon
gama), IL-2 (Interleucina-2) e linfotoxinas (BRUNET et al., 1998). Considerada
como uma resposta pro-inflamatéria apresenta niveis elevados de IL-1, IL-6,
TNF-o (Fator de Necrose Tumoral o) (RIBEIRO DE JESUS et al., 2002). Esta
resposta pode ser observada, a partir da analise de células PBMC (Peripheral
Blood Mononuclear Cell) de pacientes com esquistossomose aguda que
mostrou um aumento da populagdo de células CD4+ e células Natural Killer
(NK). A ativagao destas células envolve a participagdo de IFN-y, secretado
pelas células NK. Este aumento de IFN-y parece ter um importante papel na
ativacdo de macrofagos que interagiriam com células T CD4+ durante o
processo de diferenciagdo (CORREA-OLIVEIRA et al., 2000).

Existem evidéncias de que macrofagos ativados por IFN-y destroem
cercarias ao penetrar na pele, e esquistossémulos no pulmao, demonstrando
assim uma resposta Th1 (SMYTHIES et al., 1996). Inicia-se desde a infecgao,
continuando pelo periodo da oviposicdo, cerca de cinco semanas apoés a
infeccdo, quando também tem inicio da inflamagédo granulomatosa causada
pelos ovos depositados (STADECKER e HERNANDEZ, 1998).

O granuloma atinge o seu maior tamanho durante a fase aguda da
infeccdo, diminuindo na fase crénica (BOROS et al., 1975). Nesse processo
sao envolvidos varios mecanismos, incluindo alteracbes nos padrdoes de
citocinas produzidas por células Th1 e Th2, com maior prevaléncia da resposta
Th2 (FLORES VILLANUEVA et al., 1996 e MONTESANO et al., 1997).

O desenvolvimento de linfocitos Th2 é iniciado a partir da exposicao de
células T CD4+ nunca estimulada a IL-4, no inicio da resposta imune (LE
GROS et al., 1990; SWAIN et al., 1990; SEDER e PAUL, 1994). Comparando
os efeitos de diferenciacdo da IL-4 sobre as células T auxiliares sao
dominantes em relacdo aos efeitos da IL-12, isto implica que a partir do

momento que a resposta Th2 é estimulada a resposta Th1 € inibida (SEDER e
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PAUL, 1994). Outras citocinas ligadas a resposta Th2 s&o a IL-5, IL-6, IL-9, IL-
10 e a IL-13 (BRUNET et al., 1998).

A IL-5 e a IL-10 desempenham papéis importantes na infecgdo. Quando
estdo ausentes durante a infecgdo aguda a IL-5 impede a eosinofilia, mas néo
tem nenhum efeito sobre o tamanho e a fibrose do granuloma (SHER, 1990).
Sugerindo que a IL-5 desempenha um papel secundario na patogénese.
Contudo, a IL-10 parece desempenhar um papel na regulagdo do tamanho do
granuloma (FLORES-VILLANUEVA et al., 1996). Este fato levanta indicios de
que a IL-10 diminui a quantidade das populacdes de células Th1 inflamatdrias,
ou torna-as anérgicas, levando a um desenvolvimento de uma resposta Th2
estavel (SHER et al.,, 1991; FLORES-VILLANUEVA et al.,, 1996; REISER e
STADECKER 1996).

Os macréfagos possuem fungdes na imunidade inata e como células
efetoras atuam na imunidade adquirida. Os macréfagos que s&o ativados na
resposta Th1 secretam mediadores inflamatérios, como o éxido nitrico (NO)
(JORENS et al., 1995; MACMICKING et al., 1997).

Na infecgéo pelo Schistosoma mansoni, a ativacdo dos macrofagos pelo
IFN-y e por outros co-fatores induz a produgédo de NO pela reagdo enzimatica.
O NO torna-se uma molécula efetora, causando a morte do verme (JAMES
1995). Estudos demonstraram que a citotoxidade dos macréfagos ativados nao
atua diretamente na superficie do parasito, mas sim inibindo a respiragéo
celular, levando a morte (MCLAREN e JAMES, 1985).

A producao de NO tem seu pico apds a oviposi¢gao dos vermes adultos
no figado. Sendo assim, com o inicio de resposta Th2 por parte do hospedeiro,
a producgédo de NO decai, uma vez que a resposta Th1 foi inibida (BRUNET et
al., 1999). Estudos em camundongos Knockout infectados em IL-4
demonstraram, através de uma polarizacdo da resposta Th1, com alta
producao de IFN-y e NO apds a oviposicado, que a citocina IL-4 tem grande
importancia no controle de NO e na produgdo do granuloma, fazendo assim

com que a sobrevida do camundongo torne-se maior (PATTON et al., 2002).
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3.8. Esquistossomose e vacina

As evidéncias de que o tratamento quimioterapico com o praziquantel é
eficaz em reduzir a intensidade e prevaléncia da infec¢do sdo comprovadas na
literatura. Para que os efeitos desses farmacos possam manter-se eficazes,
devem ser administrados periodicamente por um espago de tempo definido
(KABATEREINE et al., 2007).

Além desse fato, ha uma elevada taxa de reinfeccdo apds o tratamento
que limitam as estratégias baseadas unicamente na quimioterapia. Assim uma
vacina profilatica seria o método ideal para o controle da esquistossomose,
sozinha ou associada ao tratamento quimioterapico (BERGQUIST et al., 2005).
Uma vacina que promova uma resisténcia parcial para infeccdo com
Schistosoma e levando a uma imunizagdo de aproximadamente uma década
torna-se mais barato que o tratamento em massa com o praziquantel para
criangas com faixa etaria de 6 a 15 anos (GUYATT e EVANS 1995; EVANS e
GUYATT, 1997)

A vacina pode ser usada com duas finalidades: Para prevenir a doenca
ou reduzir a fecundidade do parasito. Uma redu¢cdo no numero de vermes seria
a meta esperada no desenvolvimento de uma vacina anti-schistosoma, porém
os ovos do Schistosoma sao os grandes responsaveis pela patologia e a
transmissdo da doenga. Assim uma vacina também seria eficaz contra o
Schistosoma se interferisse na fecundidade do parasito e na viabilidade dos
ovos (CAPRON et al., 2002).

Pesquisadores em esquistossomose da Organizagdo Mundial de Saude
(WHO) determinaram que as vacinas contra esquistossomose deveria reduzir
em, no minimo, 50 % a reinfecgdo, depois do tratamento com o praziquantel
em uma populacdo susceptivel, podendo assim ser eficaz na redugao da
morbidade e mortalidade causada pela doenga (CHERFAS 1991; BERGQUIST
et al., 2002).

Contudo o desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose é
muito dificil devido a imunidade refrataria do parasito, evidenciada pela sua
extraordinaria capacidade de sobreviver por décadas dentro da corrente

sanguinea de um hospedeiro imunocompetente (SIDDIQUI et al., 2008).
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Durante as ultimas décadas, muitos laboratorios tentaram identificar
antigenos de Schistosoma que induzissem, pelo menos, uma imunidade
parcial. Mais de 100 antigenos vem sendo identificado, destes apenas 15 %
apresentaram grau variavel de proteg¢do, contudo a imunidade alcangada por
esses antigenos n&o alcangcam niveis tdo elevados (BERGQUIST et al. 2002;
HEWITSON et al. 2005). Destes antigenos identificados a OMS elegeu seis
antigenos prioritarios baseada na eficacia de protegéo: paramiosina, glutation-
s-transferase, acidos graxos ligados a proteinas de 14 kDa, IrV-5, triose
fosfatase isomerase e Sm23 (BERQGUIST et al., 1998). Os estudos clinicos do
glutation s-transferase do S. haematobium ja se encontra na fase clinica Il
(CAPRON et al., 2005), embora os resultados da fase clinica | ainda nao
tenham sido publicados (SIDDIQUI et al., 2008). Contudo é importante
inicialmente realizar uma avaliacdo cuidadosa sobre estes candidatos a
vacinas que estdo sendo identificados e examinar se eles apresentam um
papel na sobrevivéncia do parasito e se seria viavel sua aplicagcao nas areas
endémicas (SIDDIQUI et al., 2008).

Contudo testes experimentais em antigenos oriundos de cercarias de S.
mansoni que foram atenuados de radiagao ionizante ao administrar uma unica
dose em camundongos induziram protecdo entre 50-70 % e quando esses
animais receberam de duas a trés doses de imunizagdo aumentou para 80 %
(SMYTHIES et al., 1996, MINARD et al., 1978; STEK et al., 1981).

Apesar de todo o avango nas pesquisas, atualmente, ndo existem
vacinas eficazes disponiveis, contudo ha uma extensiva busca na identificagao
de novos alvos para o ataque imunolégico. Com os dados do projeto genoma
disponivel, ha um grande incentivo para a busca de uma vacina eficaz
(MCMANUS et al., 2004).

3.9.1. Farmacos com atividades esquistossomicida: passado, presente e

futuro
A procura sistematica por farmacos quimioterapicos iniciou-se em

meados de 1920 a partir de Kikuth e colaboradores (HARDER, 2002; KIKUTH e
GOENNERT, 1948; SHEKHAR, 1991).
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O primeiro tratamento quimioterapico contra o Schistosoma fora com os
compostos antimoniais (Figura 05) introduzidos durante a primeira guerra
mundial (BRENDLEY 1994). Entretanto, os compostos antimoniais foram
abolidos dos tratamentos contra o Schistosoma por exigir um uso prolongado,
bem como diversos efeitos colaterais, sendo em alguns casos reag¢des graves
(SKEHAR 1991, CIOLI 1995).

Figura 05 — Tartarato de antiménio e potassio

Ainda na década de 20 surgiu a emetina (Figura 06), porém devido as
doses terapéuticas contra o Schistosoma serem muito altas, aproximando-se
do limite de toxidade e o fato de que os pacientes para fazer o tratamento
tinham que estar internados em hospitais, ndo continuou a ser um farmaco de
escolha para essa parasitose (RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006).

Figura 06: Emetina

Em 1932 surgiu na clinica contra a esquistossomose, o lucantona e o
hicantona, este ultimo apresentou um efeito trés vezes maior que o lucantona
(RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006). O lucantona (Figura 07a) sé é ativo
quando administrado por via oral, este farmaco sofre metabolismo de primeira
passagem no figado, transformando-se em hicantona (Figura 07b) (CIOLI,

1995). Atualmente, ndo € mais usado na pratica médica, devido a sua agao
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irritante  sobre a mucosa gastrointestinal, contudo esses farmacos
representaram grande contribuicdo a quimioterapia de helmintiases, em razéo
de terem estimulado a pesquisa de novas substancias isentas de antiménio
(PESSOA 1988; CUNHA 1970).
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Figura 07a: Lucantona Figura 07 b: Hicantona

Em 1955, o metrifonato (Figura 08), um composto organofosforato usado
inicialmente como inseticida, foi usado no tratamento da esquistossomose
urinaria. Apresentava boa tolerancia e nenhum relato de efeitos colaterais
graves, atuava como neurotransmissor inibindo a agao da acetilcolinesterase
no tegumento do parasita, sendo ativo contra o S. haematobium (HARDER
2002; FELDMEIER et al., 1999; SHEKHAR 1991). Em 1998, o metrifonato ndo
constava mais na lista dos farmacos de escolha da Organizagdo Mundial de
Saude para o tratamento da esquistossomose (WHO, 1998).

Figura 08: Metrifonato

Em 1960, surgiu o nitrofurano. Esse farmaco foi usado em pacientes na
China, contra o S. japonicum, o mecanismo de acédo no S. japonicum estava na
inibicdo especifica da enzima glicofosforilase fostatase do parasita. Contudo
devido a sua alta toxicidade, fora abolido da clinica (CIOLI, 1995).

O niridazol surgiu em 1964, recebendo uma atengao maior, por ser uma
das primeiras alternativas de tratamento administrado por via oral (Figura 09).
Apresentou uma o6tima eficacia contra o S. haematobium, efeito moderado

contra o S. mansoni, e pouco ativo contra o S. japonicum. Contudo seu uso
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tornou-se obsoleto devido aos sérios efeitos colaterais, como mutagenicidade e
carcinogenicidade (HARDER, 2002).
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Figura 09: Niridazol

Na sequéncia de descobertas, surgiu o oxamniquina, em 1969 (Figura
10). A toxicidade do oxamniquina €& muito baixa, ndo apresenta efeitos
colaterais graves. Possui agao sobre vermes adultos machos e fémeas, além
de apresentar atividade contra parasitas imaturos em ratos e macacos (CIOLI,
1995). E a droga de escolha para o tratamento de infeccdes por S. mansoni e
pode ser administrado oralmente em seres humanos. O oxamniquina € relatado
como excelente em programas de tratamento comunitario, especialmente na
América do Sul. No Brasil, com o programa nacional para o controle da
esquistossomose, mais de 10 milhdes de individuos tém recebido oxamniquina,
com otimos resultados e com boa eficacia e tolerancia (FOSTER, 1987;
CAFFREY, 2007).
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Figura 10: Oxamniquina

A tubericina (Figura 11) foi usada pioneiramente como agente
esquistossomicida por Jaffe e colaboradores (1971). Sua administragdo era
combinada com um inibidor de transporte de nucleosideo de mamiferos, o
NBMPR-P, para impedir que a tubericina entrasse nas células dos mamiferos.
Esta combinagéao terapéutica foi muito eficaz em camundongos infectados, pois

nao causava uma toxicidade aparente no hospedeiro. Ela atua como um
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analogo da purina, sendo incorporado pelo DNA do parasito (EL KOUNI et al.,
1989).

NH2
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Figura 11: Tubericina

No final da década de 60, surgia o praziquantel (Figura 12). Sua
descoberta se deu quando na busca por novos farmacos com atividades
tranquilizantes, E. Merck (Darmstadt, Germany) desenvolveu uma série de

compostos possuindo um anel pirazino-isoquinolina (SEUBERT et al., 1977).

Figura 12: Praziquantel

Porém a atividade antiparasitaria deste anel apenas comegou a ser
avaliada no inicio de 1970, no laboratorio de Bayer, também na Alemanha
(ANDREWS, 1983). Mais de 400 compostos foram sintetizados e testados
(SEUBERT et al., 1977), embora quem melhor apresentou atividade
anticestoda e antitrematoda em animais foi o composto originalmente
denominado EMBAY 8440 ou o praziquantel. Inicialmente, o praziquantel foi
empregado para uso veterinario como agente cestocida chamado de Droncit e
teve sua publicacdo em 1977 (THOMAS e GONNERT, 1977; GONNERT e
ANDREWS, 1977). Foi patenteado em dezembro de 1973 na Alemanha. Bayer
e Merck o patentearam em mais 38 paises (WHO, 1999). Hoje, o praziquantel,
denominado quimicamente 2-ciclo-hexil-carbonil-1,2,3,6,7,11b-hexaidro-4H-
pirazino-[2,1-a]-isoquinolina-4-ona, € o farmaco de escolha no tratamento da

esquistossomose, por uma série de razdes, entre elas o fato de apresentar alta

Andréa Cristina Apolinario da Silva



Novas moléculas imidazolidinicas: potenciais candidatas a farmacos esquistossomicidas 49

eficacia contra todas as espécies de Schistosoma e contra os cestodas
(FROHBERG, 1984).

A atividade esquistossomicida foi a primeira testada em animais, seguida
de testes toxicolégicos e farmacolégicos (FROHBERG e SHENKING, 1981).
Os primeiros estudos em voluntarios humanos foram relatados em 1978
(LEOPOLD et al.,, 1978). Apos esses primeiros estudos, foi criada uma
cooperagao entre Bayer com a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) e
realizada uma triagem clinica em multicentros na Africa, Japao, Filipinas e
Brasil (DAVIS E WEGNER, 1979), em areas endémicas de S. mansoni (KATZ
et al., 1979), S. haematobium (DAVIS et al., 1979), e S. Japonicum (ISHIZAKI
et al., 1979).

Como os resultados desta triagem foram muito encorajadores e os
testes toxicologicos indicavam a auséncia de sérios efeitos colaterais a curto e
longo prazo (FROHBERG, 1984), o praziquantel ganhou rapidamente a
predominancia na terapia esquistossomicida (CIOLI, 1995).

O praziquantel ndo impede a reinfecgdo e o tratamento repetido é
geralmente uma pratica comum em areas endémicas (MAGNUSSEN, 2003).
Esse fato traz consequéncias que ameagcam a terapia contra a
esquistossomose, uma doenga que apresenta uma alta endemicidade,
realizada apenas com um unico farmaco. A possibilidade de surgimento de
cepas resistentes ao praziquantel (SILVA et al., 2005), e a outra é a ineficacia
do praziquantel nas manifestagbes agudas. Essas manifestacdes agudas
ocorrem em individuos que nunca tiveram contato prévio com antigenos do
schistosoma, e sdo infectados eventualmente quando viajam para areas
endémicas (RIBEIRO DOS SANTOS et al., 2006).

No ano de 1976, surgiram dois candidatos a farmacos
esquistossomicida, o Amoscanato e o Oltipraz. O amoscanato (Figura 13) se
liga de forma covalente aos grupos de aminoacidos. Os vermes recuperados
dos animais tratados apresentavam um severo dano no tegumento. O
mecanismo de agdo do amoscanato esta na inibicdo da enzima AMPc-
fosfodiesterase, afetando o metabolismo do glicogénio que é dependente
dessa enzima (BUENDING et al., 1976; WALTER et al., 1984).
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Figura 13: Amoscanato

O oltipraz (Figura 14) era ativo contra as trés principais espécies de
Schistosoma. Apresentava efeitos colaterais frequentes como dores
abdominais, nauseas, diarréia. O tratamento ndo recebeu boa aceitagédo, sendo
abolido em 1984. Modelos animais revelaram uma eficacia pequena e um

periodo longo para a cura de dois meses (HARDER, 2002).

Figura 14: Oltipraz

O derivado benzodiazepinico Ro-11-3128 foi testado em humanos em
1978. Contudo apresentou um longo efeito sedativo em pacientes do sul da
Africa. Atua imobilizando os esquistossdmulos no estagio da infeccéo da pele e
em estagios mais jovens, sendo eficaz no inicio da infecgdo. Ativo contra as
espécies de S. mansoni e S. haematobium (SMITH et al., 1994).

Na década de 1980, pesquisadores evidenciaram que derivados da
artemisinina, inicialmente usada para o tratamento da malaria, também exibiam
propriedade esquistossomicida. Administrando o artemeter (éter-metil de diidro-
artemisinina), o arteeter (etil-éter de diidro-artemisinina) e o artesunato (hemi-
succinato de artemisinina) em animais de laboratérios infectados com S.
Jjaponicum verificou-se a redugao da carga parasitaria em 80-100% (XIAO et
al., 2000; UTZINGER et al.,, 2001). Apresenta uma boa tolerdncia quando

administrado por via oral, porém o0 uso em massa ndo € recomendado em
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areas onde exista malaria, a fim de evitar uma selegcdao de Plasmodium
resistentes (UTZINGER et al., 2003).

A ciclosporina A, um agente imunossupressor, teve sua atividade
antiparasitaria descoberta por Bueding e colaboradores em 1981 (Figura 15). A
descoberta se fez quando na tentativa de suprimir a formacéo de granulomas
em camundongos infectados com S. mansoni, observaram uma drastica
reducdo no numero de vermes. Contudo, ndo é usada no tratamento da
esquistossomose por nao ter estabelecida uma dose esquistossomicida,

principalmente devido a sua agédo imunossupressora (CIOLI, 1995).
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Figura 15: Ciclosporina A

Em 1986, a proantocianina, um extrato etanol/acetona da Pavetta
owariensis, apresentou uma reducdo no numero de ovos no intestino e no
figado de camundongos infectados. Os testes em humanos n&o constam na
literatura (BALDE et al., 1989). Atualmente ndo ha relatos na literatura
consultada sobre avancgos na pesquisa deste composto.

Um agente antitumoral, a procarbazina, nos testes in vivo, em 1989,
apresentou uma agao esquistossomicida em vermes jovens, observando uma
reducdo no numero de ovos. Ndo se conhece a toxicidade nas doses
esquistossomicidas, embora seja conhecida a agao citotéxica nas doses para o
tratamento do cancer (BASCH e CLEMENS 1989).

Da década de 1990 até os dias atuais vém surgindo varios candidatos a
farmacos esquistossomicidas. Compostos com atuagao em enzimas, como por

exemplo, aqueles que atuam inibindo o0 HMG-CoA redutase (Enzima que limita
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a velocidade na sintese de colesterol) o mevinolin (CHEN et al., 1990), outros
que atuam interferindo na acdo do AMPc, o imidazol apresentando uma acao
no miracidio inibindo a motilidade (MATSUYAMA et al., 2004). Outros
apresentam a inibicdo do AMPc-PK, atuando também sob os miracidios,
envolvidos nos movimentos dos cilios (MATSUYAMA et al.,, 2004). O
verapamil, um medicamento do grupo dos bloqueadores da entrada do calcio,
utiliza-se no tratamento da hipertensao arterial e da angina de peito. Produz
uma supressao na oviposigao por interferir na entrada de calcio nas células
vitelinicas. Ainda nao ha relatos do verapamil em humanos quando avaliada a
atividade esquistossomicida, apenas em camundongos (BONN, 2004).

Derivados tioxoimidazolidinicos foram avaliados in vitro frente a
vermes adultos de S. mansoni e verificou-se que na dose de 180 ug/mL o efeito
maximo foi observado no 9° dia do experimento (ALBUQUERQUE, 2005). Um
derivado arilazo-imidazolidinico apresentou uma mortalidade de 100 % dos
vermes adultos de S. mansoni testados in vitro, na concentragdo de 29 uM nas
primeiras 24 horas causando alteragbes no tegumento dos vermes como
formagdo de bolhas, sendo estas alteragbes dose-dependente (PITTA et al.,
2006).

3.9.2. Resisténcia ao praziquantel

Quando se afirma que uma populagdo criou resisténcia a um
determinado farmaco, significa que houve uma reducdo na sensibilidade ao
farmaco apds ter sido tratada por ele. Tolerancia € uma insensibilidade ao
farmaco inata, ou seja, onde a populagdo nao tinha tido contato prévio com o
mesmo sendo esta vinda desde o nascimento (DOENHOFF et al., 2002).

Portanto, a resisténcia aos farmacos esquistossomicidas tem ocorrido e
podem ser esperados devido o aumento e o uso continuado de agentes
quimioterapico (FALLON e DOENHOFF, 1994; YUE et al., 1990). O surgimento
de Schistosoma potencialmente resistentes ao praziquantel foi demonstrado
experimentalmente, onde vermes expostos a uma subdose terapéutica de
praziquantel por varias geragdes produziam parasitas menos sensiveis ao
farmaco (FALLON e DOENHOFF, 1994). E interessante ressaltar que mais de
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500.000 doses de praziquantel foram administradas na China para o
tratamento da esquistossomose japbénica desde 1980 (YUE et al., 1990).

A possibilidade de resisténcia ao praziquantel foi relatada inicialmente no
Egito e Senegal. No Egito, 1607 pacientes infectados foram tratados com
doses de 40 mg/kg, e duas semanas depois com a dose de 60 mg/kg, e foi
observado que 2,4 % destes pacientes ainda havia a presenca de ovos nas
fezes (ISMAIL et al., 1996). Quando os ovos coletados destes pacientes, que
apresentaram resisténcia, foram usados para infecta camundongos, 80 %
destes animais apresentaram uma maior resisténcia na taxa de cura, sugerindo
que os vermes descendentes desta infeccdo, respondiam com menos
intensidade ao tratamento com o praziquantel (BOTROS et al.,, 2005).
Confirmando a diminuicdo da resposta ao praziquantel in vitro, observou-se
uma diminuigdo na contragdo muscular dos parasitos ao farmaco (ISMAIL et
al., 1999), diminuicdo na lesdo do tegumento (WILLIAM et al., 2001), bem
como a diminui¢ao na entrada de calcio (WILLIAM e BOTROS, 2004).

No Senegal, no inicio dos anos 90, a redugao na eficacia do praziquantel
foi observada onde focos de infecgao tiveram uma taxa de cura de apenas 18 a
36 %, onde a taxa esperada seria de 70 a 90 %, e a contagem de ovos reduziu
de 77 a 88 % (STELMAN et al., 1995). Quando houve um aumento na dose de
40 para 60 mg/kg, ndo observou um aumento significativo na taxa de cura
(GUISSE et al.,, 1997). Essas baixas taxas de cura para o praziquantel
levantaram um forte indicio de resisténcia ao farmaco, embora existam
interpretacdes alternativas que discutam, justificando assim os elevados niveis
de infeccdo prévia e a intensa transmissdao da doencga, que resulta em
individuos com grandes numeros de parasitas jovens menos sensiveis ao
farmaco, uma vez que o praziquantel ndo € ativo contra os vermes imaturos
(DANSO-APPIAH, 2002). Outros estudos sugerem o surgimento de resisténcia
ao praziquantel (ARAUJO et al., 1996; BONESSO-SABADINI e DIAS 2002).

A comparagao das propriedades dos focos isolados resistentes como,
por exemplo, os do Senegal, podem ajudar na elucidagdo do mecanismo de
acao do farmaco e a natureza da resisténcia. Esta pode ser devido ao
retardamento na maturacdo do parasito, resultando no prolongamento dos
estagios imaturos que s&o naturalmente resistentes ao praziquantel (REDMAN
et al., 1996). A mutacdo ou a auséncia de proteinas que atuam como
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receptores do praziquantel (DAY et al., 1992). A insuceptibilidade dos isolados
do Senegal, pode ser devido a auséncia de anticorpos contra os antigenos de
superficie que apresentam uma agéao sinérgica com o sistema imune depois de
tratado com o praziquantel (REDMAN et al., 1996).

Apo6s o surgimento de relatos de cepas resistentes ao praziquantel, vem
crescendo o numero de autores que citam a necessidade de novos farmacos
com atividade esquistossomicida. A Organizagcao Mundial de Saude em 1998,
preocupada com a alta incidéncia de casos, convocou 0s pesquisadores a
desenvolver novos farmacos para este fim. Trabalhos recentes como Gryseels
e colaboradores (2006) e Moreira e colaboradores (2007), reforca a
necessidade de novos farmacos esquistossomicida como alternativa de

tratamento para as cepas resistentes ao praziquantel.

3.9.3. Imidazolidinas

O imidazol é o prototipo de uma série de heterociclicos pentagonais
aromaticos que apresentam em sua estrutura dois atomos de nitrogénio, tendo
as imidazolidinas como um analogo estrutural do mesmo (BARREIROS e
FRAGA, 2001). O sistema anelar imidazolidinico foi descoberto por Bayer
(1861), durante suas pesquisas com o acido urico, desde entdo este sistema
tem sido intensivamente estudado (Figura 16) (FINKBEINER, 1965; BATEMAN,
1980).
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Figura16: Estrutura da Imidazolidina-2,4-diona

Ao sofrer modificagdes estruturais, esse anel produz uma diversidade de
atividades biolégicas originando derivados imidazolidinicos bioativos
(JONES, 1982).

Atividades biolégicas mais diversas foram observadas em compostos

contendo o anel imidazolidinico. Derivados contendo a estrutura 2-tioxo-
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imidazolidina-4,5-diona possuem atividade herbicida (STOFFEL apud
OZKIRIMLI e HAMALI, 1995), tuberculostatica (MIZZONI apud OZKIRIMLI e
HAMALI, 1995) e sedativa (DANIELSON apud OZKIRIMLI e HAMALI, 1995). A
partir dessas observagdes, Ozkirimli e Hamali (1995) sintetizaram e testaram a
atividade hipnotico-sedativa de derivados 2-tioxo-4,5-imidazolidinénicos, tendo
os compostos 1-(arilideno-amino)-3-ciclo-hexil-2-tioxo-imidazolidina-4,5-dionas

(Figura 19) maior atividade.
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Figura 17 - Derivados 1-(arilideno-amino)-3-ciclo-hexil-2-tioxo-imidazolidina-4,5-dionas

O sistema imidazolidinico também possui propriedade antifungica e
antibacteriana (MARTON et al., 1993), propriedades hipnética (HENZE e
SMITH, 1943), atividade hipoglicémica (WARE, 1950; SOLIMAN et al., 1981).

Em 1954, Luttermoser e Bond observaram que a partir de modificagdes
estruturais na imidazolidina-2,4-diona, obtiveram a 5,5-difenil-imidazolidina-2,4-
diona (a) e a 5-(p-clorofenil)-5-metil-imidazolidina-2,4-diona (b) (Figura 17), e
estas apresentavam atividade frente a vermes adultos de S. mansoni de ratos

infectados.

Figura 18 — (a) 5,5-Difenil-hidantoina e (b) 5-(p-clorofenil)-5-metil-hidantoina

A atividade esquistossomicida também foi observada por Werbel e
colaboradores (1977) ao avaliarem a 5-(2,4,5-tricloro-fenil)-imidazolidina-2,4-
diona e por Benazet e colaboradores em 1974 ao avaliarem a 1-(5-nitro-tiofeno-
3-il)-2-tioxo-imidazolidina (Figura 19).
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Figura 19 — (a) 5-(2,4,5-tricloro-fenil)-hidantoina e (b) 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-2-tioxo-

imidazolidina

As imidazolidinas tiveram no passado um representante na clinica
médica como um farmaco de acdo comprovada frente a vermes adultos de S.
mansoni, o niridazol (Ambilhar®) quimicamente denominado 1-(5-nitro-
tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-ona (Figura 09) (CATTO; TRACY; WEBSTER,
1984).

(ol

Figura 09: Niridazol

A propriedade esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S.
mansoni dos derivados imidazolidinicos foi relatada por Oliveira e

colaboradores (2004) e Albuquerque e colaboradores (2006).
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4. SINTESE DOS DERIVADOS IMIDAZOLIDINICOS

As moléculas em estudo foram sintetizadas no Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF) da Universidade Federal de
Pernambuco, sob a responsabilidade dos Professores Ivan da Rocha Pitta,
Maria do Carmo Alves de Lima e Suely Lins Galdino, sendo disponibilizadas

em quantidades suficientes para este estudo.

4.1. MATERIAL E METODOS

Para a sintese e a comprovagdo estrutural dos novos derivados
bioisésteros das séries 5-benzilideno-3-benzil-imidazolidinicos (LPSF/MS e
LPSF/PT) e 5-arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT) utilizaram-

se reagentes especificos, solventes, placas cromatograficas e equipamentos.

Os reagentes e solventes que foram utilizados na sintese dos compostos
e para suas analises pertencem as marcas Sigma/Aldrich, Acros, Merck, Vetec
ou Quimis. Foram utilizados: 4-cloro-anilina; 4-fluor-anilina; benzaldeido; 4-
cloro-benzaldeido; 4-fluor-benzaldeido; acido cloridrico; acetato de etila;
benzeno; imidazolidina-2,4-diona; pentassulfeto de fosforo; nitrito de sddio;
etanol; n-hexano; piperidina; cloreto de benzila; brometo de 4-metil-benzil;

brometo de 4-cloro-benzil; hidréxido de potassio.

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica
gel 60 Merck Fys4, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254
ou 366 nm) ou através de vapores de iodo. Para determinagdo dos pontos de
fusao foi utilizado aparelho Quimis Modelo 340.27.

4.1.1. METODOLOGIA

O Esquema 01 apresenta as moléculas imidazolidinicas das séries 5-
benzilideno-3-benzil-imidazolidinicos  (LPSF/MS), 5-benzilideno-3-benzil-4-
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tioxo-imidazolidinicos (LPSF/PT) e 5-arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona

(LPSF/PT).

e o

@ HCJ )% Rq= 4-Cl (LPSF/MS-2)

4-F (LPSF/MS-5)

@ HC? t /k Ro= 4-Cl (LPSF/PT-6)

4 F (LPSF/PT-7)
(LPSF/PT-8)

Q‘x D
C ‘ LPSF/PT-5

CHZ—QCI
S /
N

R3=4-Cl (LPSF/PT-10)

“Q A = 4- -
QN:N N" O 4-F (LPSF/PT-11)
H

Esquema 01: Moléculas imidazolidinicos LPSF/MS00 e LPSF/PT

4.2.1. PROCEDIMENTO

4.2.1.1. Derivados 5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-diona

(LPSF/MS)

Os derivados 5-benzilideno-3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/MS)

foram obtidos através de duas etapas.

Inicialmente, imidazolidina-2,4-diona

reagiu com cloreto de 4-metil-benzil para formacdo da 3-(4-metil-benzil)-

imidazolidina-2,4-diona (LPSF/MS00). Os derivados 5-benzilideno-3-(4-metil-
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benzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/MS) foram obtidos a partir da reagao de

condensacao de Knoevenagel

da 3-(4-metil-benzil)-imidazolidin-2,4-diona

(LPSF/MS00) com benzaldeidos substituidos na presenca de metdxido de

sédio recém preparado e dimetilformamida, como solvente, conforme o

Esquema 02.

CHO, metéxido de sédio/DMF

@"/

R= 4-Cl (LPSF/MS-2); 4-F (LPSF/MS-5)

Esquema 02: Diagrama de sintese dos derivados da série 5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-

imidazolidina-2,4-diona (LPSF/MS)
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4.2.1.1.1 Caracteristicas Fisico-quimicas dos derivados 5-benzilideno-3-

benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/MS)

v 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-imidazolidina-2,4-diona

(LPSF/MS02) (CARVALHO, 2005)

C1sH15CIN2O-
M.M. = 326

P.F. =221-222°C
Rdt =29,5%

Rf = 0,50 (n-hex/AcoEt 7:3)

v 5-(4-fluor-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-imidazolidina-2,4-diona

(LPSF/MS05) (CARVALHO, 2005)
OINCHZQCH3
FOHC N Yo

H

C1gH15FN20O;
M.M. = 310
P.F.=181-183°C
Rdt = 29,52%

Rf = 0,54 (n-hex/AcoEt 7:3)
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4.2.2. Derivados 5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona

(LPSF/PT)

Os derivados 5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT) foram obtidos através da mesma metodologia utilizada para os
derivados LPSF/MS. A 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/NEOO) reagiu
com P.Ss para formagdo do derivado 3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT02). Este intermediario reagiu com benzaldeidos substituidos na
presenca de metdxido de sddio recém preparado e dimetilformamida, como

solvente, conforme o Esquema 03.

| CPCHz@
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| @ CHO, metéxido de s6dio/DMF
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R= 4-Cl (LPSF/PT-6); 4-F (LPSF/PT-7); H (LPSF/PT-8)

Esquema 03: Diagrama de sintese dos derivados da série 5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona (LPSF/PT)
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4.2.2.1. Caracteristicas Fisico-quimicas dos derivados 5-benzilideno-3-

benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT)

v 5-(4-cloro-benzilideno)-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona

(LPSF/PT06) (ROCHA-FILHO, 1993)

M.M. = 328,5
P.F. = 222-223 °C
Rdt = 82,5%

Rf = 0,65 (Benz/AcoEt 95:5)

v 5-(4-flior-benzilideno)-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT07) (ROCHA-FILHO, 1993)

e
by

A

Ot

H

M.M. = 312
P.F. =216-217°C
Rdt = 80,5%

Rf = 0,54 (Benz/AcoEt 95:5)
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v 5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PTO08)

(ROCHA-FILHO, 1993)

o)
N

A

O

M.M. = 294 @HC

P.F. = Decomposicao

w
>\\(/
I-=2

Rdt - 56,5%

Rf = 0,49 (Benz/AcoEt 95:5)

4.2.3. Derivados 5-arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT)

Os derivados 5-arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT)
foram obtidos em trés etapas. Inicialmente, obteve-se a 3-benzil-imidazolidina-
2,4-diona (LPSF/PT) por reagdo da imidazolidina-2,4-diona com cloreto de
benzil ou cloreto de 4-cloro-benzil. Numa segunda etapa, a 3-benzil-
imidazolidina-2,4-diona reagiu com P,Ss para formagao do derivado 3-benzil-4-
tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT02 e LPSF/JU02). Finalmente, a anilina
substituida em meio acido e na presenca do nitrito de sddio produziu um sal
diaz6nio, que reagiu com o 3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT02 e
LPSF/JU02) conduzindo a formagao dos compostos finais 5-arilazo-3-benzil-4-
tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT05, LPSF/PT10 e LPSF/PT11) (Esquema

04).
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R2

Q*Nz NCI
l

R1=H, Ry = 4-CI (LPSF/PT-5)
R1 = 4-Cl, Ry = 4-Cl (LPSF/PT-10)
Ry = 4-Cl, Ry = 4-F (LPSF/PT-11)

Esquema 04: Diagrama de sintese dos derivados LPSF/PT
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4.2.3.1. Caracteristicas Fisico-quimicas dos derivados 5-arilazo-3-benzil-4-

tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT)

v 5-(4-cloro-arilazo)-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT05)
(ROCHA-FILHO, 1993)

e
NN

Oyt
cl N=N" N0
:

M.M. = 344,5
P.F. = 233-234°C
Rdt =71,2%

Rf = 0,45 (CH.Cl,)

v 5-(4-cloro-arilazo)-3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT10) (SOARES, 2004)
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v 5-(4-fluor-arilazo)-3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT11) (SOARES, 2004)

M.M. = 362, 5
P.F. = 225°C
Rdt = 65, 5%

Rf = 0, 63 (CH.Cl,/MeOH 9:1)
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5. Material e Métodos

O procedimento experimental recomendado para avaliagdo da
suscetibilidade in vitro do S. mansoni esta de acordo com os trabalhos
desenvolvidos por Badr e colaboradores (1999) e Barth e colaboradores
(1996). Os experimentos estdo de acordo com a Comissdo de Etica em
Experimentagcdo Animal da UFPE, processo n°009645/2006-23.

5.1. Material e Equipamentos

Na avaliagcdo da atividade esquistossomicida dos novos derivados

imidazolidinicos foram utilizados:

e Autoclave (SAKURA), balangca analitica (NEO CLAVE ASV3001),
camara de fluxo laminar (DALTON), estufa com atmosfera umida com 5
% de CO; (SANYO), microscopio invertido 60 x (OLYMPUS), lupa de
aumento (LEICA), microscopio 6ptico (OLYMPUS)

e Moluscos Biomphalaria glabrata - foram procedentes do moluscario da
Disciplina de Parasitologia, do Departamento de Medicina Tropical da
UFPE;

e Camundongos Albinos Swiss (Mus musculus) - foram adquiridos do
Biotério do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes, e mantidos no

Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) — UFPE.
e Schistosoma mansoni - cepa BH (Belo Horizonte), mantida no setor de
Esquistossomose Experimental do Laboratério de Imunopatologia Keizo

Asami (LIKA) — UFPE.

e Anticorpos biotinilados [Anti-INF-y, anti-IL4, anti-IL10, cedidos pelo

laboratério de Imunologia da Universidade de Sao Paulo (USP).
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e Derivados das séries:
5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT)
5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/MS)
5-arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT)

5.2. Avaliagao da suscetibilidade in vitro do Schistosoma mansoni frente

a derivados imidazolidinicos

5.2.1 Obtencao de miracidios e infeccido de moluscos do género

Biomphalaria

Apods obtencéo de fezes de camundongos com 50 dias de infecgdo com S.
mansoni, o material foi homogeneizado em agua destilada, filtrado em dupla
camada de gaze e deixado sedimentar em geladeira. Apos trés lavagens do
sedimento, este foi colocado em placa de Petri sob iluminacgéao artificial, por 30
minutos, a aproximadamente 28 °C. Apds este periodo, a placa foi levada a
lupa para verificar a presenga de miracidios.

Os miracidios eclodidos foram contados e capturados utilizando-se lupa e
pipeta Pasteur. Grupos de cinco a dez miracidios foram colocados em
recipientes de vidro com capacidade para 100 mL. Moluscos Biomphalaria,
medindo em torno de 10 mm de diametro, foram expostos individualmente a
cada grupo de miracidios durante duas horas. Decorrido esse tempo, os
moluscos foram mantidos em aquarios. Apds 45 dias de infecgao, os moluscos
foram expostos a fonte luminosa para eliminagdo de cercarias (STANDEN,
1952).

5.2.2. Infec¢cao de camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni

Para a avaliagéo in vitro foram utilizados camundongos fémeas Swiss
(Mus musculus), pesando entre 20-25g. A infecgdo com cercarias foi realizada
a partir da exposicdo das cercarias do parasito utilizando-se a técnica da
imersédo da cauda. Os camundongos foram expostos pela cauda a suspensao

cercariana, contendo aproximadamente 80 cercarias por animal (OLIVIER e
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STIREWALT, 1952). O procedimento experimental para a avaliagdo in vivo
seguiu de forma similar ao experimento in vitro, contudo os animais foram
expostos a uma carga de cercarias de 100. Apos duas horas, os animais foram
devolvidos as suas respectivas gaiolas. Em uma segunda etapa, realizou-se a

perfusao.

5.2.3. Obtencao de Vermes adultos de S. mansoni

A obtencéo de vermes adultos de S. mansoni é através da perfusado do
sistema porta-hepatico dos camundongos apos 45-50 dias da infecgéo
(DUVALL e DEWITT, 1967). Os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical, em seguida colocados em decubito dorsal expondo o aparelho
digestivo, a veia cava foi seccionada e através de injecéo intracardiaca com
solucdo salina estéril, os vermes foram expulsos e coletados em placas de
Petri contendo meio de cultura RPMI 1640.

Os animais sacrificados seguiram para incineragao.

5.2.4. Avaliagao da suscetibilidade in vitro do Schistosoma mansoni

Ap6s remocgao dos vermes de S. mansoni do hospedeiro definitivo
(camundongo), os mesmos foram lavados em meio RPMI-1640 acrescido de
HEPES 20 mM pH = 7,5 e suplementado com penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (100 pug/mL) e soro fetal bovino a 10%. Em seguida, os vermes
adultos foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 24 pogos
com capacidade para 2 mL de meio. Cada pogo recebeu dois vermes (casal) e
em seguida foram incubados em estufa a 37 °C, em atmosfera umida contendo
5% de CO, Apdés um periodo de duas horas de adaptacdo ao meio, os
derivados imidazolidinicos foram adicionados em concentragdes variando de
60 a 240 ug/mL. Foram realizadas duplicatas para cada concentracao utilizada.
Os parasitos foram mantidos durante cinco dias sendo monitorados com o
auxilio de um microscopio invertido a cada 24 horas para avaliagdo do seu
estado geral: atividade motora, alteragbes no tegumento, taxa de mortalidade e
pareamento (BADR et al., 1999 e BARTH et al., 1996). De acordo com Mercer

em 1985, apds o quinto dia de observagao os ovarios e as glandulas vitelinas
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dos vermes adultos fémeas comegam a degenerar, esse tempo de cinco dias

também fora relatado por Ridi e colaboradores em 1997.

5.3. Avaliagcao da suscetibilidade in vivo do Schistosoma mansoni frente

aos derivados imidazolidinicos

O procedimento experimental recomendado e utilizado neste trabalho
para avaliagao da suscetibilidade in vivo do S. mansoni esta de acordo com os
trabalhos desenvolvidos por Pellegrino e Faria (1965), Katz e colaboradores
(1966); Katz e Pellegrino (1973).

A confirmacéao da carga parasitaria dos animais foi constatada a partir do
exame parasitologico, método Kato-Katz. O método Kato-Katz foi escolhido por
ser esse um método qualitativo e quantitativo, uma vez que determina a
quantidade de ovos em um grama de fezes (Tabela 02). O Método permite
realizar um calculo, que determina a quantidade de ovos por grama de fezes

seguindo a seguinte formula:

N° de ovos da amostra = n° de ovos encontrados na lamina x o fator 23.

Seguindo o critério da OMS, que determina a intensidade da infec¢ao de

acordo com a carga parasitaria como esta demonstrado na tabela 05.

Tabela 02: Intensidade de infeccao de acordo com a carga parasitaria

Tipo de infecgao N° de ovos por N° de ovos por Incidéncia de
lamina grama de fezes Hepatomegalia
Leve 1a4 24 a 96 Rara
Moderada 5a33 120 a 792 Freqluente
Intensa >33 > 800 Quase sempre
REY, 2002.

5.3.2. Tratamento dos camundongos infectados

Para cada composto imidazolidinico a ser avaliado foram utilizados
grupos formados por um total de 40 camundongos fémeas pesando entre 20-

25¢g. Cada grupo com 10 animais, receberam doses diferentes do derivado
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imidazolidinico que variaram entre 3, 10, 100 mg/kg de peso corpoéreo, por
gavagem. O grupo controle formado por 10 animais receberam o veiculo sem a
droga. Apés o 15° dia do ultimo dia do tratamento, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical. Para a realizacdo da cultura de
esplendcitos foi feita a remogao do bago dos camundongos, Também foram

coletados os figados e intestinos para a avaliagéo histopatologica.

5.3.3. Preparagdes para administragcao oral do derivado imidazolidinico
LPSF/PT05

Apos 50 dias de infecgdo trés grupos de dez animais, foram tratados
com doses que variaram entre 3 a 100mg/kg de peso e um grupo controle
contendo dez animais no qual foi administrado apenas o veiculo. A
administragao foi feita por gavagem, por cinco dias consecutivos. O grupo
controle foi tratado nas mesmas condigbes, exceto a droga, durante o0 mesmo
periodo. Foram realizados trés experimentos nos quais os veiculos usados
foram Tween 80, para suspender a droga, e completamos o0 volume necessario
com solugédo salina, um segundo experimento realizado fora com emulséo
Tween/dleo/agua 30%, e no terceiro tivemos uma disperséo solida de
LPSF/PT05 em PEG (Polietilenoglicol). O volume acrescido foi calculado para
que em no maximo 0,5 mL de salina contenha a concentragédo desejada.

A suscetibilidade do S. mansoni aos derivados imidazolidinicos foi
avaliada através da contagem do numero de ovos nas fezes, do numero de
vermes recuperados apos perfusdo do sistema porta-hepatico e da alteracao

do oograma.

5.3.3.1. Preparacao

5.3.3.1.1. Preparagao da Emulsao éleo-agua 30 %

O preparo da emulsdo esta de acordo com Zanin e colaboradores

(2002). O tensoativo utilizado foi o monoleato de polioxietilenosorbitano (Tween
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80), onde inicialmente os derivados avaliados foram solubilizados. A fase
oleosa foi composta com éleo de soja comercial Sadia ® (Lote: 00427).

As emulsdes foram preparadas por aquecimento em banho-maria
elétrico a 75 °C das fases aquosas e oleosas separadamente, depois de
aquecidas as fases, foi adicionado o derivado com tween 80 na fase oleosa,
posteriormente unida a fase aquosa e mantidas sob agitagdo manual e
aquecimento por quinze minutos. Apds ser retirada do banho-maria, a agitagéo
manual foi mantida por mais 15 minutos em temperatura ambiente. E estocada

na geladeira com temperatura de 15 ° durante os cinco dias de administragao.

5.3.3.1.2. Preparacao da suspensdo base para a dispersao soélida do
LPSF/PT05 em PEG.

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero soluvel em agua usado
extensivamente em preparagdes farmacéuticas, que apresenta segurancga,
hidrofilicidade, biocompatibilidade, auséncia de antigenicidade e com baixa
toxicidade (PANG, 1993; YALKOWSKY 2007; FENG, 2007).

A disperséo solida do LPSF/PT05 em PEG foi administrada em forma
de suspensédo base formada por carboximetil celulose (CMC), sorbitol a 70% e
diéxido de silicio coloidal. Sob agitagdo constante adicionou-se aos poucos o
CMC até completa solubilizagdo. Em seguida o sorbitol foi acrescentado
também sob agitagdo constante, posteriormente o didéxido de silicio coloidal.
Apods a suspensdo base formada, separou-se a quantidade suficiente para o
volume final e acrescentou o derivado imidazolidinico LPSF/PT05. O grupo

controle recebeu a mesma percentagem de PEG, disperso na suspensé&o base.

5.3.4. Oograma

Para realizagdo do oograma foram utilizados trés fragmentos de
aproximadamente dois cm da porgao distal do intestino, que foram lavados em
solugédo salina e ligeiramente secados em papel absorvente. Posteriormente
foram comprimidos entre lamina e laminula para realizagcdo da leitura
(PELLEGRINO e FARIA, 1965). Os fragmentos foram microscopicamente
analisados e 300 ovos, por camundongos, contados e classificados de acordo
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com os seus estadios de desenvolvimento. Foi considerado alterado o oograma
que apresentou auséncia de uma das fases evolutivas do ovo do parasito
(PELLEGRINO e KATZ, 1969).

5.3.5. Numero de vermes recuperados nas veias intra-hepatica e

mesentéricas

O procedimento experimental utilizado para avaliar a eficacia do derivado
avaliado in vivo foi baseado no numero de vermes recuperados do grupo
controle e do grupo tratado. A redugé&o no numero de vermes foi determinada a
partir da seguinte equagao (KEMP et al., 1956).

Vermes Controle — Vermes Tratados X 100

Vermes Controle

A partir desse calculo temos a avaliagdo da redugcdo do numero de

vermes para cada dose avaliada.

5.3.6. Avaliacao do efeito do derivado LPSF/PT05 na regulagdao da
resposta imune celular de camundongos infectados com Schistosoma

mansoni
5.3.6.1. Culturas de células esplénicas

As suspensdes de células esplénicas foram obtidas por maceracédo dos
bacos em meio RPMI 1640, acrescido de antibidticos (Penicilina 100 Ul/mL e
Estreptomicina concentracgao final de 100 ug/mL) e aminoacido (L-glutamina), e
centrifugadas por cinco minutos a 300 x g, a 4°C. As hemacias foram lisadas
pela adigcdo de agua estéril ao precipitado por 18 segundos. As células foram
entdo ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 5% de SBF (Soro
Bovino Fetal), e a viabilidade observada pelo emprego de Trypan Blue a 10%.
As suspensodes celulares foram distribuidas em placas de cultura de 48 pocos,
em duplicata, na concentracéo de 5x10° células/mL e submetidas a diferentes
tratamentos: MEIO (sem estimulo), SEA (antigeno soluvel de ovo) e SWAP
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(antigeno soluvel de verme) na concentracdo de 20 upg/mL, e Con A
(Concanavalina A) na concentragédo de 5 ug/mL e cultivadas por 24 e 72 horas

a 37°C a 5% de CO,, para obtencdo de sobrenadante e posterior dosagem de

citocinas e 6xido nitrico.

5.3.6.2. Dosagem de citocinas

As placas para realizagdo do ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) foram sensibilizadas com anticorpos de captura [anti-INFy (XMG 1.2, a
2 ug/mL), anti-IL4 (BVD1D11 a 1 ug/mL), anti-IL10 (2A5, a 4 ug/mL )], diluidos
em PBS (Tampéo Salina Fosfato 0,01M pH 7,2) sendo distribuidos 50 uL em
cada poco da placa e incubadas a temperatura de 4°C por 18 h. Em seguida,
as placas foram bloqueadas com 80 uL de uma solugdo de PBST (Tampéo
salina fosfato com 0,05% de Tween 20) e 10% de SBF por 30 minutos.

Ap0s este periodo, as placas foram lavadas trés vezes com PBST e, em
seguida, adicionados 50 uL dos respectivos padrbées recombinantes de
camundongos: rIFN-y, rIL-10 e rlL-4 diluidos nas concentra¢des indicadas pelo
fabricante ou amostras dos sobrenadantes em duplicata de cada poco da
cultura de células. Os padrbdes foram distribuidos no volume de 100 uL nos
primeiros pogos nas concentragdes iniciais de 20 ng/mL para rIFN-y, de 10
ng/mL para rIL-10 e de 10 ng/mL para rlL-4 e feitas diluicbes seriadas até as
concentragbes de 0.625 ng/mL, 0,3125 ng/mL e 0,3125 ng/mL,
respectivamente para cada citocina com PBS contendo BSA 0,1% (Soro
Albumina Bovina) e as amostras foram distribuidas sem diluicdo. As placas
foram entdo incubadas a 4°C por 18 horas. Apos esta incubacgao, as placas
foram lavadas com PBST e 50 uL dos segundos anticorpos biotinilados [anti-
INFy (AN18, a 1 ng/mL), anti-IL4 (BVD624G2, a 1 ug/mL), anti-IL10 (SXC1, a 2
ug/mL)] (cedidos pelo laboratério de Imunologia da Universidade de Sao
Paulo), diluidos com PBST e 0,1% de BSA, foram adicionados seguidos de
incubacao a temperatura ambiente por uma hora. Apds esta incubacgao, cada
placa foi novamente lavada trés vezes com PBST e o conjugado enzimatico
diluido 1:8000 (estreptoavidina marcada com peroxidase) em PBST contendo

BSA 0,1, e incubadas a temperatura ambiente por uma hora. As placas foram
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lavadas e a reacdo revelada pela adicdo do substrato contendo H,O, e o
cromégeno ABTS, acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazol-6-sulfénico, dissolvidos
em tampao citrato 0,1 M e fosfato de sédio 0,2 M pH = 5,5. A reacao foi
bloqueada com &acido citrico 0,2 M e a leitura realizada em leitor de ELISA, em
comprimento de onda de 405 nm.

As concentragdes de citocinas nos sobrenadantes foram calculadas a
partir de curvas-padréo, obtidas com concentragbes de 0,625 a 10 ng/mL de
rINF-y, 0,625 a 10 ng/mL de rIL-4 e 0,625 a 10 ng/mL de rIL-10. Os resultados

foram apresentados como as médias aritméticas + desvio padréo (DP).
5.3.6.3. Dosagem de 6xido nitrico (NO) pelo método de Griess

Este método mede indiretamente a producao de 6xido nitrico (NO) pela
determinacao do nitrito acumulado no sobrenadante da cultura (GREEN et al.,
1982). As amostras e o padrao (NaNO2-251-4) sdo colocados em placas de
vinil nas concentragdes determinadas, diluidas em meio RPMI 1640 com 5% de
SBF. Em seguida, adicionado o reagente de GRIESS (1% sulfanilamida, 0,1%
naftiletilienodiamina e 3% H3PO,). As placas foram incubadas ao abrigo da luz.
A leitura é realizada a 540 nm em leitor de ELISA.

O limiar de sensibilidade do teste é 1,56 mM, e os resultados foram
apresentados como as médias aritméticas das dosagens de culturas em
duplicatas + desvio padrao (DP).

Para analise comparativa das variaveis quantitativas, foram aplicados o
teste de Analise de Varidncia (ANOVA) e o teste t de Student para significancia
entre as médias. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia
de 95%. Para as andlises, foi utilizado o software SPSS 8.0. (SPSS Brasil, Sao

Paulo, Brasil).
5.3.7. Analise histopatolégica

Os orgaos, figado e intestino, dos animais foram fixados com Carnoy por
45 minutos e em seguida em alcool a 70%. Apos a fixagao, foram desidratados
em uma bateria crescente de alcoois (80° a 100°), diafanizados em xilol e
incluidos em parafina. Em seguida, foram realizados os cortes histolégicos com

espessura de 5 um. Os cortes foram corados pela técnica de rotina com
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Hematoxilina-Eosina (HE) e montados entre Iamina e laminula com resina
sintética (Entellan®) (BANCROFT, ET AL. 1994).

Apds a montagem, as preparagdes foram avaliadas com relagédo a
escolha dos cortes representativos para captura das imagens através de
microscopio optico (LEICA) com camara digital acoplado a um computador com

programa especifico para analise de imagem.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em geral, o desenvolvimento de novos agentes terapeuticamente uteis
visa trés aspectos principais: aumento da atividade biolégica; redugao dos
efeitos colaterais; e promocédo de uma eficiente forma de administragdo do
farmaco para o paciente. Os grupos quimicos presentes ou introduzidos numa
substancia sdo importantes por dois motivos: podem ser essenciais para a
manifestacdo de determinada acdo bioldgica, grupos farmacoféricos, em
razao de sua reatividade quimica ou da disposi¢cao espacial; e podem modificar
a intensidade de determinada acgéo biolégica, em consequéncia dos efeitos
caracteristicos exercidos pelos grupos denominados biofuncionais
(KOROLKOVAS, 1974).

Relacionando tais conceitos com os compostos em estudos, verificamos
a semelhanca estrutural das imidazolidinas sintetizadas com o niridazol
(Ambilhar®), quimicamente denominado 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-
ona. As imidazolidinas apresentam o mesmo grupo farmacoforico do niridazol
(Figura 20).

a-Niridazol b. Imidazolidina-2,4-diona

Figura 20: Estruturas quimicas do niridazol e da imidazolidina-2,4-diona.

Com relagdo aos grupos biofuncionais, as moléculas em discusséao
apresentam as substituicdes HC=C-N e C-N=N-C-N em posi¢cdo 5 do anel
imidazolidinico. Chand e colaboradores (2003) observaram que C-N=N-C-N
podem atuar como agentes quelantes, uma vez que o nitrogénio da
imidazolidina e o nitrogénio do grupamento arilazo atuam como centros
doadores. Acreditamos que tal caracteristica possa ser a responsavel pela
melhor resposta biolégica dos derivados 5-arilazo-imidazolidinicos quando

comparados aos 5-benzilideno-imidazolidinicos estudados (Figura 21).
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5-benzilideno-imidazolidinicos 5-arilazo-imidazolidinicos

Ri=H, 4-Cl Ry=A4-Cl;4-F

Figura 21: Estruturas quimicas dos derivados 5-arilazo-imidazolidinicos quando comparados

aos 5-benzilideno-imidazolidinicos.

Outras contribuigdes dos grupos biofuncionais foram dos radicais alquila,
atomos de cloro e fluor. O interesse neste tipo de modificagdo molecular
prende-se, portanto, a fatores estéricos e eletrdbnicos dos halogénios. De fato,
os halogénios tém volume atémico substancialmente maior do que o hidrogénio
e com excecgao da ligagédo C-F, as ligagdes C-halogénio sdo mais fracas do que
C-H (SEXTON, 1963 apud KOROLKOVAS, 1974). A introdugédo de radicais
alquila podem alterar a basicidade e/ou lipofilicidade de drogas, provocando,
entdo, nao apenas modificagcdes nas interagcdes com os sitios receptores, mas
também nos fendbmenos de absorcdo e de transporte através dos diversos
compartimentos celulares (KOROLKOVAS, 1974).

Tais observagdes nos permitem relacionar qualitativamente a estrutura

quimica as atividades biologicas observadas.

6.1. Avaliagao in vitro dos derivados imidazolidinicos frente aos vermes

adultos de Schistosoma mansoni (Cepa BH)

Os derivados imidazolidinicos (LPSF/PT e LPSF/MS) foram inicialmente
avaliados in vitro frente aos vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa
BH). Nas concentragcées de 80, 160, 320, 640 uM as leituras foram feitas
durante cinco dias consecutivos, onde ndo se constataram uma resposta

esquistossomicida satisfatoria dos compostos testes (Tabela 03).
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Tabela 03 Estrutura quimica geral dos derivados imidazolidinicos
’ e o 3 e
N N
@ HC N/KO @ HC N*O
H H
Ri LPSE/MS | "2

LPSF/PT
R,= 4-Cl (MS02) R, = 4-Cl (PTO06)
R,= 4-F (MS05) R.=4-F (PT07)
R,=H (PT08)

Soares (2004) observou que o derivado 3-benzil-5-(4-cloro-arilazo)-4-
tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT05) apresentou uma maior atividade in vitro
sobre vermes adultos machos, com 100% de mortalidade apds 24 horas de

contato quando se utilizou as concentragdes de 58, 116 e 174 uM.

O mesmo derivado para os vermes adultos fémeas levou efeito maximo
alcangcado com as concentragdes de 58 uM e 116 yM com 96 horas e 72 horas
respectivamente. Fora observado uma relagcdo direta entre a concentragéo
empregada e o efeito observado no periodo de 24 horas, havendo, portanto um
efeito dependente da concentragcdo (SOARES, 2004).

Para o derivado 5-(4-cloro-arilazo)-3-(4-cloro-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-
2-ona (LPSF/PT10) foi observado uma taxa de mortalidade de 100 % em 24
horas, dos vermes adultos machos nas concentragcdes de 158 e 211 uM,
enquanto que os vermes adultos fémeas nas mesmas concentragdes
apresentaram uma mortalidade em torno de 80% atingindo o efeito maximo
com 72 horas de contato (SOARES, 2004).

Com o derivado 5-(4-fluor-arilazo)-3-(4-cloro-benzil)- 4-tioxo-imidazolidin-
2-ona (LPSF/PT11) observamos uma mortalidade de 100% dos vermes adultos
macho e fémea na concentracdo de 640 um. Diante destes resultados, foi

iniciada a investigacg&o in vivo do derivado imidazolidinico LPSF/PTO5.
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6.2. Avaliagao in vivo dos derivados imidazolidinicos frente aos vermes

adultos de Schistosoma mansoni (Cepa BH)

Para melhor avaliar a resposta biolégica visando melhorar a solubilidade,
utilizamos trés agentes suspensor. No primeiro caso 0 agente suspensor usado
foi o Tween 80 (monooleato de polioxietileno sorbitan), no segundo caso foi
usada uma solugao oleo/agua a 30% e no terceiro usamos o LPSF/PT05 em
dispersao solida em 90% de PEG. O uso dos agentes suspensor foi devido a
dificuldade de solubilizagao do derivado avaliado. O derivado quando misturado
ao Tween 80 n&o apresentava uma boa solubilizagdo. A emulsédo 6leo/agua a
30 % apresentou uma melhora na solubilizagdo, contudo n&o de forma
satisfatoria. O derivado LPSF/PT05 em dispersao sélida em 90 % de PEG,
apresentou uma dispersao sem formacgao de grumos, onde nao foi observada

formagao de grumo.

6.2.1. Redugao no numero de vermes recuperados

Na avaliacdo in vivo com o derivado LPSF/PT05 nas concentragdes de
25, 50, 100 mg/kg, solubilizado em Tween 80 acrescido de solu¢do salina a 9%
(veiculo). Foi observado uma discreta redugdo do numero de vermes na
concentragao de 100 mg/Kg, sem que tenha significancia estatistica.

Quando o derivado imidazolidinico LPSF/PTO5 foi solubilizado em
Tween/6leo/agua, foi observada uma redugdo no numero de vermes, embora
nao tenha sido proporcional ao aumento da concentragao.

O LPSF/PT05 em dispersao sélida em 90% de PEG apresentou uma
maior reducdo no numero de vermes, quando comparada aos resultados

observados nas suspensdes anteriores, conforme a Figura 22:
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Figura 22: Redugdo no numero de vermes adultos de S. mansoni testados em dispersao sdlida
de LPSF/PT05 em PEG

As percentagens de redugdo no numero de vermes na dose de 3 mg/kg
foi de 19,81%, as concentragdes de 10 e 30 mg/kg 48,45% e 50%. A maior
reducdo foi observada na concentragdo de 100 mg/kg que foi de 67,90%.
Verificando assim que o aumento na redugcdo do numero de vermes foi
diretamente proporcional ao aumento da concentragao.

Quando o LPSF/PTO05 foi solubilizado em tween/6leo/agua observamos
que a reducdo no numero de vermes nao foi proporcional ao aumento da
concentracdo do derivado imidazolidinico, contudo, com a melhora na
solubilidade do LPSF/PT05 quando administrado em dispersdo solida de
LPSF/PT05 em PEG, os resultados obtidos reforcaram a hipotese do efeito
esquistossomicida do LPSF/PT05 observado quando avaliados frente a vermes
adultos de S.mansoni in vitro.

Segundo a literatura, um composto é considerado eficaz e viavel para
atividade esquistossomicida quando este oferece uma reducdo no numero de
vermes superior a 80% (NWAKA et al., 2006), quando a redugao no numero de
vermes for inferior a 30% considera-se esta uma baixa eficacia (BOTROS et
al., 2004). O praziquantel na dose de 200 mg/kg administrada por cinco dias
consecutivos, produz uma redugdo no numero de vermes de 94% (BOTROS et
al., 2005). O LPSF/PT05 em suspensao solida em 90% de PEG levou uma
reducdo de 50% nas doses diarias de 10 mg/kg e 30 mg/kg totalizando
respectivamente 50 e 150 mg/kg, e na dose diaria de 100 mg/kg totalizando

500 mg/kg a redugédo foi de 68%. O praziquantel, em condi¢gbes experimentais
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similares em nosso laboratério levou a redugcdo do numero de vermes de
86,6% na concentracdo 125 mg/kg, e nas concentragdes 500 mg / kg do
praziquantel a reducéo foi de 100%.

O derivado imidazolidinico em questao apresenta uma limitacdo na sua
utilizacdo devido a sua fraca solubilidade na agua, sendo este um fator
limitante. Baseado nos experimentos realizados, a melhor estratégia usada
para superar esse inconveniente foi complexar o LPSF/PT05 em disperséo
sélida em 90% de PEG, a qual melhorou a solubilidade refletindo assim na

resposta biologica observada.

6.2.2. Resultados do Oograma e do Kato-Katz

Na analise do teste padrdo de oograma, que apresenta a percentagem
dos estadios de desenvolvimento de ovos de S. mansoni em fragmentos
intestinais de camundongos infectados, O composto LPSF/PT 05 n&o induziu
nenhuma alteracdo no oograma, em nenhuma das formulagbes testadas.
Embora se observasse um aumento nos estadios de ovos maduros e inviaveis,
quando comparado com o grupo controle ndo tratado, na concentragado de 100
mg/Kg sem significancia estatistica [P>0,05] (Figura 23). A presenca de todas
as fases de maturacdo dos ovos de S. mansoni nos fragmentos intestinais
pode ser justificada pela carga de vermes adultos residuais os quais nao foram
eliminados com o tratamento do derivado LPSF/PT05 em dispersao solida em
90% de PEG mantendo-se o perfil padrédo do oograma e a eliminagao de ovos

nas fezes.
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Figura 23: Estadios de ovos de S. mansoni em fragmentos intestinais de camundongos

infectados

O Meétodo Kato-Katz foi feito em duplicata, nos periodos de pré-
tratamento, com oito e com 14 dias contando do ultimo dia de administragdo. O
numero de ovos por grama de fezes analisados demonstra claramente a
continuidade da oviposi¢ao pelos vermes adultos residuais ao tratamento de
todas as formulagdes, contudo o grafico abaixo se refere ao LPSF/PT05 em

suspensao solida com 90% de PEG (Figura 24).
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Figura 24: Redug&o no numero de ovos por grama de fezes do LPSF/PT05 em suspensao
sélida com 90% de PEG (Método Kato-Katz)
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6.3. Efeito do tratamento do derivado LPSF/PT05 e do praziquantel sobre

a producao de citocinas e 6xido nitrico

O efeito do LPSF/PT05 sobre a producao de citocinas e 6xido nitrico ndo
foi realizado nas trés formulacdes. Esta avaliacdo foi feita apenas nas
preparagdes as quais o LPSF/PT05 levou a uma redugdo do numero de
vermes.

Quando o composto avaliado € o praziquantel observam-se diferengas
significativas na producgéao de IL-10, apenas quando as células em cultura foram
estimuladas pela Con A, em relagcdo ao controle n&o tratado (Figura 25). Foi
observado também que a dose de 25 mg/Kg corpéreo foi a de maior diferencga
significativa, com relagdo ao controle, entre todas as diferentes doses da droga

submetidas aos animais.
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Figura 25: Produgéo de IL-10 em sobrenadantes das culturas de células em CO; a 37 °C dos

grupos de camundongos tratados com praziquantel (25, 50 e 100 mg/Kg), e no grupo controle.

A IL-4, por sua vez, apresentou diferencas significativas entre as doses
de Praziquantel de 25 mg/Kg e de 100 mg/Kg (Figura 26); a primeira
apresentou niveis menores em relagao ao controle ndo-tratado, enquanto que a
segunda promoveu a produgdao de maiores niveis da citocina pelas células,
estimuladas pela Con A.

A producéo de interferon gama (IFN-y) foi maior nos animais tratados com
o praziquantel, no entanto, observou-se significancia estatistica apenas nas

dosagens de sobrenadantes de células estimuladas com Con A nas culturas de
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células dos animais tratados com as doses de 25 mg/Kg (Figura 27) em relagéo
aos animais controles que ndo receberam tratamento; apenas com o antigeno
homdlogo SWAP houve diferenga significativa em relagdo ao controle na dose
de 25 mg/Kg. Por outro lado, observamos diferengas entre as doses. Doses
elevadas de praziquantel inibiram a producdo basal de IFN-y em relacdo as
doses de 25 e 50 mg/Kg.

Quanto a producédo do o6xido nitrico, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos (Figura 28).
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Figura 26: Produgéo de IL-4 em sobrenadantes das culturas de células em CO, a 37 °C dos
grupos de camundongos tratados com praziquantel (25, 50 e 100 mg/Kg), e no grupo controle
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Figura 27: Producédo de IFN-y em sobrenadantes das culturas de células esplénicas de
camundongos tratados com praziquantel, (25, 50 e 100 mg/Kg), e no grupo controle.
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Figura 28: Producédo de 6xido nitrico em sobrenadantes das culturas de células em CO, a 37
°C dos grupos de camundongos tratados com praziquantel (25, 50 e 100 mg/Kg), € no grupo
controle.

Um estudo realizado por Joseph e colaboradores (2004) descreveu os
efeitos do tratamento com o praziquantel na produgdo de citocinas por uma
populacao de area endémica para S. mansoni, em resposta aos antigenos SEA
(soluble egg antigen), SWAP (soluble worm antigen Purified) e, pela primeira
vez, Teg (Tegumento). Foi observado que, apds o tratamento, houve aumentos
significantes na resposta das citocinas Th2 aos antigenos do verme (SWAP e
Teg), e apenas pequenos e nao-significantes aumentos nas respostas ao SEA.
Os niveis de IL-10 na presenca de SEA e SWAP foram aumentados
significativamente, fato que sugere que os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 pOs-
tratamento tornaram-se maiores, mesmo na presenga da imunossupressao
mediada pela IL-10.

Em camundongos, Singh e colaboradores, em 2004, observaram que o
Praziquantel aumenta a sobrevivéncia dos animais infectados em até 12
meses, apresentando também involugdo de granulomas. Em relagdo a
producao de citocinas e oxido nitrico, foram observados aumentos nos niveis
de IL-5 e IL-4 dentre trés e 12 meses de tratamento, mas uma baixa
significativa dos niveis de IL-10. Quanto aos niveis de IFN-y, citocina anti-
fibrética, ocorre um aumento nos seis primeiros meses de tratamento, mas eles
decaem apos 12 meses. Ja a expressao do gene da iINOS no figado diminuiu
significativamente nos camundongos, apos trés meses de tratamento (SINGH
et al., 2004).
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O derivado

imidazolidinico

LPSF/PTS

suspenso na emulsao

oleo/Tween/agua mostrou um efeito oposto ao observado com os animais

tratados com praziquantel. Observamos uma inibigdo na resposta quanto a

producdo de IFNy e IL-4 frente ao antigeno homodlogo (SEA) e na estimulagao

com o mitégeno (ConA) (Figura 29a e 29b), resultados similares foram

observados por Pyrrho e colaboradores (2002) usando um antinflamatério

esteroidal,

observaram inibigdo nos niveis de IFN-y e IL-4.

dexametasona em camundongos

infectados por S. mansoni

A producédo de NO e IL-10 nos animais tratados com este derivado foram

abaixo do limiar de deteccdo da técnica. Este resultado indica que esta

molécula tem um potencial efeito supressor da resposta imune tanto para

resposta Th1 quanto para Th2. Por outro lado, é importante avaliar no futuro, o

potencial deste derivado como wuma molécula antiinflamatéria ou
imunossupressora.
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Figura 29: a: Produgédo de IL-4 e b: Producdo de IFN-y em sobrenadantes das culturas de

células esplénicas de camundongos tratados com LPSF/PTO05 (3, 10 e 100 mg/Kg), e no grupo

controle nao tratado.

As células esplénicas recolhidas a partir de camundongos infectados e

tratados com o LPSF/PT05 em dispersao soélida em 90% de PEG, produziram

niveis de células muito mais elevados do que os do grupo controle,

especialmente para IFN-y, em animais tratados com 30 mg/kg de peso onde a

dose medida foi quatro vezes superior ao controle (Figura 30A).

A producdo de IFN-y estimulada com a ConA foram significantemente

reduzidas em camundongos tratados com 10, 30 e 100 mg/kg do LPSF/PTO0S.
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A producéo de IL-4 encontrou uma significante supressao desta citocina com
as culturas de células estimuladas pela ConA em animais tratados com a dose
de 100 mg/kg de peso. As demais doses nao reduziram a producao de IL-4
significantemente (Figura 30b).

Com relagdo a produgdao de IL-10 nos animais tratados com este
derivado foram abaixo do limiar de deteccdo da técnica. Com 60 dias de
infeccdo o 6xido nitrico n&o foi afetado nos animais tratados. Tantos os grupos
tratados como o controle ndo apresentou diferencgas significativas. No entanto,
as culturas de células estimuladas por SEA tiveram uma maior producido de
oxido nitrico nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, mas nao apresentaram
significancia estatistica (Figura 30c).
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Figura 30. IFN-y(a) IL4 e (b) produzidos por camundongos infectados com S. mansoni tratados
ou nao tratados com LPSF-PT05. As células de bago foram obtidos a partir de 60 dias
camundongos infectados (tratado ou n&o) e cultivadas a 72h antes da colheita dos
sobrenadantes a determinagdo de citocinas por ELISA e de produgéo nitrito. (¢) produgéo de
Oxido nitrico detectadas por nitrito determinar a acumulagao método Griess. Médias Aritméticas
+ SD experimentos em duplicata: * inferior ao controle p <0,05. ** Mais elevado do que o
controle p <0,05.

A resposta imune na infeccdo de S. mansoni € um mecanismo

dependente de células T, onde inicialmente ha uma resposta Th1 nas fases
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iniciais do parasito (LUKACS e BOROS, 1992). Apés a deposigao dos ovos ha
um aumento na resposta Th2 com a produgéo de IL-4 e IL-5 (GRZYCH et al.,
1991). E este saldo entre as citocinas Th1 e Th2 s&o fatores determinantes na
regulacdo da patologia e a formagdo do granuloma e da fibrose hepatica.
Somado a este fendbmeno ha também uma resposta imune-celular inflamatéria
responsavel pelo resultado da fibrose periportal (PHILLIPS e LAMMIE, 1986;
LUKACS et al., 1994).

Quando analisamos o efeito do tratamento do LPSF/PT05 em disperséo
sélida em 90% de PEG sobre a producédo de citocinas em resposta a SEA,
ConA e células de camundongos infectados e ndo tratados (controle), ndo foi
encontrada diferengas significativa na produgdo de IL-4, IL10, IFN-y em
resposta ao antigeno especifico SEA. Contudo, observou-se uma supressao no
IFN-y dose dependente para as doses de 10, 30 e 100 mg/Kg das células
estimuladas pelo agente mitdgeno ConA (ConcavalinaA), reforgando a hipotese
de uma resposta imunossupressora deste derivado, sugerindo um possivel
efeito supressor sobre a resposta linfocitaria. Sabourin e colaboradores (2004)
demonstrou que uma imidazolidin-2-ona N1-mono e N1, N2-dissubstituidos
apresentava uma significante resposta imunossupressora similar a resposta
observada com a ciclosporina A inibindo fortemente a proliferacdo de
esplendcitos estimulados com ConA. Sao necessarias futuras investigagbes do
potencial imunossupressor do derivado imidazolidinico testado, contudo, €&
possivel que a supressao do IFN-y esteja ligada a supresséo das células T.

Surpreendentemente, a produgdo basal de IFN-y dos animais tratados
foi fortemente estimulada e este estimulo foi dose dependente. Acredita-se que
esta resposta seja devido a um mecanismo de resposta imune que fora
ativado, e esta producao tenha sido independente da ativagdo das células T. no
futuro é preciso uma investigacdo se este IFN-y é produzido pelas células
apresentadoras de antigenos (APC) e ou as células NK ativadas pelo derivado
LPSF/PT05 em dispersao solida em 90% de PEG.

As células estimuladoras de mitdgenos com dose maxima de 100 mg/kg
suprimiram a producdo de IL-4. Em altas doses se encontrou uma baixa

estimulacéo basal na produgéo de IFN-y e também uma inibicdo nos mitdbgenos
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estimulados pelo IFN-y. O efeito do derivado na resposta Th1 e Th2 podem ser

responsavel pelo melhor resultado no tratamento.

6.4. Avaliagao histopatolégica do derivado imidazolidinico LPSF/PT05

No homem a cinética de formagao do granuloma é avaliada através de
biopsias das lesdes hepaticas da forma toxémica (fase aguda) da
esquistossomose mansoénica (BARROS-COELHO; 1955; RASO & BOGLIOLO,
1970; RASO, et al., 1978). Esses autores mostraram que, em sua evolugao, os
granulomas esquistossomoticos apresentavam as fases necrético-exudativa,
exudativas, produtivas e, finalmente, cura por fibrose.

Para as trés preparagcbdes do LPSF/PT05 se observou uma modulagao
na reagao granulomatosa no figado. Na preparagao do LPSF/PT05 em Tween
80 e solucao salina se observaram uma modulagao na resposta granulomatosa
no figado para a dose de 100 mg/kg (Figura 31G), quando comparado ao grupo
controle (Figura 31A).
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Figura 31: Fotomicrografias de estagio de granulomas no figado (A, C, E e G) e no intestino
(B, D, F e H) de camundongos infectados com S. mansoni e tratados com o LPSF/PT05 em
preparagdo com salina e tween 80. A e B) controle infectado, observa-se granulomas na fase
exudativo-produtivo tanto no figado (A) como no intestino (B), C e D) grupo tratado com dose
de 25 mg/kg, E e F) grupo tratado com dose de 50 mg/kg e G e H) grupo tratado com dose de
100 mg/kg. Observa-se que existe granulomas na fase exudativo-produtivo exceto para a dose
de 100 mg/kg. H & E. As fotomicrografias estdo em ampliagdo de 100 X.

Na patogenia da esquistossomose mansénica o principal fendmeno que
ocorre € a fibrose hepatica, uma consequéncia do estabelecimento dos
granulomas. No intestino, delgado e grosso, também ocorrem granulomas, mas
excecgao feita a alguns casos raros, ndo se detecta uma fibrose expressiva. A

reabsor¢cdo da fibrose tanto no figado, quanto no intestino, ndo demonstra
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nenhuma diferenca na velocidade de reabsor¢ao da fibrose nestes dois 6rgaos.
Os dados sao compativeis com a hipétese de que ha uma maior produgao de
colageno no figado do que no intestino, quando estes dois 6rgdos sao
submetidos ao estimulo antigénico do ovo do S. mansoni (SANTOS, 1990).

As células satélites (HSCs) é a chave para a fibrose hepatica. Elas sao
os principais tipos de células no pulmdo a produzir fibrina de colageno.
Portanto, é considerado o alvo na prevencgéao de fibrose (ZOU, 2007). Bartley e
colaboradores (2006) enfatizam a agao das células satélites hepaticas (HSCs)
no processo de fibrose granulomatosa induzida por ovos de Schistosoma
mansoni e a importancia dessas células como moduladores na progressao da
doengca. A agcdo moduladora do LPSF/PT05 (100 mg/Kg) sobre a reacéo
granulomatosa no tecido hepatico pode esta relacionada a inibigao da ativacao
dessas células satélites.

Nas avaliagbes histopatolégica realizadas a partir de amostras de
figados e intestinos dos camundongos infectados e tratados com o LPSF/PT05
suspenso em Tween/6leo/agua demonstra que a dose de 100 mg/kg foi capaz
de modular a reagao granulomatosa no figado quando comparado ao controle
infectado (Figura 32A) e com as doses de 3 (Figura 32C) e 10 mg/Kg (Figura
32E); uma vez que, observamos auséncia de ovos e fibrose circunscrita ao
local da reagdo. Quando a amostra foi corada com tricomico, para podermos
avaliar a deposicédo do colageno, podemos observar um aumento deste. Com
relacdo a mucosa intestinal, controle (Figura 32B) e nas doses de 3 mg/kg
(Figura 32D) e 10 mg/kg (Figura 32F) observa-se ainda a presenga de
granulomas ativados localizados na lamina propria da mucosa e serosa,
enquanto que nas doses de 100mg/kg de peso (Figura 32H) observamos a

mucosa intestinal preservada, sem a presenca de granulomas ativados.
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Figura 32: Fotomicrografias de estagios de granulomas em figados e intestinos
(respectivamente) de camundongos infectados por S. mansoni. A e B) controle infectado,
exibindo granuloma em fase exudativa-produtiva (setas). C e D) figado e intestino,
respectivamente, de camundongos infectados e tratados com o LPSF/PT05 em emulséo
tween/6leo/agua na dose de 3 mg/kg por dia. Apresentando granulomas na fase exudativa-
produtiva tanto para o figado como para o intestino. E e F) (10 mg/kg por dia) no figado (E)
observa-se granulomas em fase de resolugéo e na fase exudativa-produtiva (F) granuloma em
fase de resolugdo na mucosa intestinal. G e H) (100 mg/kg por dia) observa-se poucos
granulomas em fase de resolugdo (G) e auséncia de granulomas no intestino. H & E. as
fotomicrografias estdo em ampliagdo de 100 X.

Mantendo o0 mesmo padrao das analises anteriores, pode-se observar
que na analise histopatoldgica o tratamento de camundongos infectados com
LPSF/PT05 em dispersao solida em 90% de PEG nas doses de 10, 30 ou 100
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mg/kg por dia produziram uma acgao eficaz contra os danos hepaticos, causada
pela infeccdo de S. mansoni, como foi demonstrado pela reducido do numero
de vermes recuperados, especialmente quando analisados no figado uma
modulagao granulomatosa (Figura 33). Na figura 33 (A e B) controle infectado,
exibindo fase granulomatosa exsudativos-produtivos com uma maturidade,
observando ovos viaveis no centro da granulomas fibrocelular (figado) e
presenca de ovos viaveis detectados em camadas serosas e submucosa do
intestino. Quando se observa a figura 33 (C, D) tratados com LPSF/PT05 (3
mg/kg por dia), mostra bem pequenos granulomas fibrocelular circunscritos e
com ovos em degeneracdo no figado e granulomas nas fase produtivo e em
resolucdo em camadas submucosa (intestino). Na dose de LPSF/PT0S (10
mg/kg por dia ( Figura 33: E e F), verifica-se no figado granulomas na fase
produtiva e em resolucdo e no intestino foi detectados ovos viaveis na
submucosa. Na figura 33 (G e H) LPSF/PT05 (30 mg/kg por dia), observou
granulomas em fase de resolugdo no figado e ovos viaveis detectados em
camadas submucosa e muscular do intestino. Na concentracdo de LPFS/PT05
(100 mg/kg por dia) (Figura 33: | e J) nota-se granulomas em fase de resolugéo
no figado e no intestino detecta-se ovos viaveis apenas em camadas
submucosa.

Do ponto da patologia geral periovular dos granulomas
esquistossomético sao dinamicamente semelhantes a cicatrizacdo, com
producdo de tecido de granulagédo, que se torna menos vascularizada com o
tempo, enquanto que o tecido fibroso cicatricial se torna mais maduro e
compacto. Na tabela 5 observou-se uma diminuicido das fases exsudativos-
produtivos para todas as concentragdes, com bastante significativa para as 10
e 100 mg/kg e n&o se observou resposta semelhante com as fases em
resolucdo. A média do numero de granulomas do intestino (Tabela 6) para as
fases exsudativos-produtivos ndo mostrou diferenca quando comparado com o
controle. Os camundongos tratados com 3 mg/kg (LPSF/PT05-PEG)
demonstram um aumento significativo do numero de granuloma em fase de

resolugao.
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Tabela 4
Media do ntimero de granulomas hepaticos de animais infectados e tratados com LPSF/PT05-PEG

Numero de granulomas hepaticos de camundongos infectados e tratados com LPSF/PT05-PEG

Estagios dos controle 3mg/Kg 10mg/Kg 30mg/Kg 100mg/Kg
granulomas

Exudativo- 22.33 +4.16%* 15.66 = 8.50 8.00 £ 1.70*"  20.66 +5.80"°  11.00 + 1.00*°
produtivo

Em resolugdo 32.33 £12.50 43.33+16.20 20.66 +7.76*  44.00 + 11.35* 29.66 £ 9.29

Animais por grupo (n=3). Os valores sdo expressos em média £ SD. Comparacdes sdo feitas por
Student’s #-test e os valores sdo representados por média + SEM (p<0.05)

Tabela 5
Media do ntimero de granulomas intestinais de animais infectados e tratados com LPSF/PT05-PEG

Numero de granulomas intestinais de camundongos infectados e tratados com LPSF/PT05-PEG

Estagios dos control 3mg/Kg 10mg/Kg 30mg/Kg 100mg/Kg

granulomas

Exudativo- 3.75+2.50 3.75+2.98 2.00+1.15 4.25+3.30 2.50+1.91

produtivo

resolugdo 1.50 £1.00"  4.25+1.50™ 2.50 +£3.00 2.00 +2.44 0.75 +0.95%

Animais por grupo (n=4). Os valores sdo expressos em média £ SD. Comparagdes sdo feitas por
Student’s ¢-test e os valores sdo representados por média + SEM (p<0.05).
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Figura 33. Fotomicrografias de estagios de granulomas em figados e intestinos
(respectivamente) de camundongos infectados por S. mansoni. A e B Controle infectado;C,
D)LPSF/PT05 (3 mg/kg por dia); E e F) LPSF/PT05 (10 mg/kg); G e H) LPSF/PT05 (30 mg/kg);
| e J) LPFS/PTO05 (100 mg/kg por dia), . H & E e Masson 'Tricomico, as fotomicrografias estao
em ampliagao de 100x.
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As analises histopatolégicas dos animais tratados com o LPSF/PT05 em
dispersao solida em 90% de PEG sado consistentes com as observacgdes
encontradas nos estudos da avaliagdo imunologica. A atividade
imunossupressora sugerida nos estudos imunolégicos foi reforcada com o
aspecto morfolégico do parénquima hepatico dos animais infectados e tratados
com o derivado imidazolidinico, e para a dose de 100 mg/kg se observou
granulomas em fase de resolugdo com areas de injurias do tecido limitada.
Contudo nas doses mais baixas (3, 10 e 30 mg/kg) estes efeitos foram
observados em menores proporgoes.

A reducdo dos granulomas hepaticos no estagio exudativo-produtivo foi
observado para todas as doses, principalmente na dose de 100 mg/kg e isto
pode estar relacionado com a baixa producido de IL-4 e consequentemente
com a diminuigdo na resposta TH2. Segundo Cheever e colaboradores (1995)
e Chensue e colaboradores (1992) camundongos infectados com S. mansoni e
S. japonicum tratados com anti-IL-4, apresentou uma diminuicao na formagao
da fibrose e redugdo na formagdo do granuloma (CHEEVER et al., 1995;
CHENSUE et al., 1992).

Intrigantemente, as analises histologicas dos intestinos examinados
revelaram que os animais tratados com a dose de 3 mg/kg demonstraram um
significante aumento no numero de granulomas em resolugdo, quando
comparado com o parénquima hepatico, provavelmente associado com as
possiveis variagdes bioldgicas do animal, sendo esta hormonal, imunologica
entre outras.

Estes resultados (parasitoldgico, imunolégico e histopatoldgico) apontam
o derivado imidazolidinico LPSF/PT05 como um candidato em potencial para o
tratamento da esquistossomose. Para a dose de 100 mg/kg encontrou-se
efeitos na redu¢cao no numero de vermes e uma maior modulagédo na formagao
dos granulomas. O derivado imidazolidinico pode ter um papel nos granulomas

em resolugao, possivelmente via supressao da atividade imunoldgica.
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7.0. CONCLUSOES

A busca por novas moléculas que apresentem atividade esquistossomicida foi

a mola propulsora para este trabalho. Diante deste propdsito concluiu-se que:

o Nas condigdes experimentais os derivados imidazolidinicos das
séries 5-benzilideno-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT), e
5-benzilideno-3-(4-metil-benzil)-imidazolidina-2,4-diona  (LPSF/MS)
nao provocaram efeitos consideraveis sobre a mortalidade,
pareamento, atividade motora e integridade do tegumento dos

vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro.

. A hipétese da influéncia das substituicdes HC=C-N e C-N=N-C-N em
posicao 5 do anel imidazolidinico na atividade biolégica por atuarem
como centro doadores de elétrons, € reforcada com a excelente
atividade in vitro frente os vermes adultos de S. mansoni dos
derivados da série 5-arilazo-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
(LPSF/PT) apresentando mortalidade de 100% nas primeiras 24

horas nas concentragdes que variaram de 58 a 640 uM.

e Das trés formulagdes usadas nos experimentos in vivo, a dispersao
solida de LPSF/PT05 em PEG apresentou o melhor resultado com
reducdo no numero de vermes recuperados de 50% para as doses
de 10 e 30 mg/kg e de 68% para a dose de 100 mg/kg. Sugere-se
que seja devido a uma melhora na solubilidade do derivado em

questao, melhorando assim sua absorgao.
e O efeito do derivado LPSF/PT05 na producdo de citocinas e oxido
nitrico, levanta indicios de um potencial efeito supressor da resposta

imune.

e A avaliagdo histopatologica do derivado LPSF/PT05 revelou uma

melhor resposta com granulomas em fase de resolugédo, na dose de
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100 mg/kg das trés preparagdes testadas, contudo é necessario

realizar uma analise histopatolégica mais detalhada.
7.1. PERSPECTIVA
O potencial esquistossomicida do derivado LPSF/PT0S avaliado in vitro e in
vivo levanta grandes perspectivas de complementacdo e aprofundamento
deste estudo:

A avaliagao do efeito do LPSF/PTO05 frentes aos vermes jovens;

O potencial antioxidante do derivado bem como as enzimas envolvidas no

estresse oxidativo do figado.

A avaliagao da atividade antiinflamatéria e imunossupressora do LPSF/PT05;
Avaliagéo in vivo dos derivados LPSF/PT10 e LPSF/PT11 em dispersao solida
em 90% de PEG, frente os vermes adultos e jovens de S. mansoni, como

também o potencial antioxidante e a atividade antiinflamatoria e

imunossupressora.
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Abstract: Previous studies conducted with the Imidazolidinic derivative 5-(4-chloro-
arylazo)-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-one (LPSF/PT05) has activity outstandingly
against adult S. mansoni worms (Cepa BH) when evaluated in vitro. This present work
In vivo studies the derivative LPSF/PT05 was administered orally in Tween 80 and
solution salines, Tween 80/oil/water (70:30), and in solid dispersion with PEG
(Polyethylene glycol). Only the solid dispersion with PEG apresent effect
schistosomicidal. Were tested four doses: 3, 10, 30, and 100 mg/kg body weight. This
treatment regimens significantly reduced numbers of recovered S. mansoni worms, for



dose 10 and 30 mg/kg the reduced numbers of worms was approximately 50%, and the
dose 100 mg/kg showed the greatest reduction in the number of worms, 68%. The
improvement of activity schistossomicidal of imidazolidinic derivative was due to
improvement in solubility of a swap in last preparation. Oograma pattern was low
alteration the treats mices. The largest reduction in the number of worms in the liver to a
dose of 100 mg / kg corroborates with the suppression cellular immune response that
has effect in both to Th1l and Th2 cells and the histopathological data which showed a
down-modulation in granulomatous response, produced an effective action against the
hepatic damaging effect, caused by S. mansoni infection. This response may be
associated with the effect of a swap in cellular imune response which produces
suppression in cells response Thl and Th2, and this suppression results in a reduction of
granulomatous response.

Keywords Schistosomiasis, Schistosoma mansoni, Studies in vivo, Derivative
Imidazolidione, Imune response, Analysis histopatological

1. Introduction

The only drugs currently available for the treatment of schistosomiasis mansoni
are praziquantel and oxamniquine (WHO 2002). Praziquantel (2-cyclohexylcarbonyl-
1,2,3,6,7,11b-hexa-hydro-4H  pyrazino{2,1-a}isoquinoline-4-one)  is  currently
considered the drug of choice for the treatment of schistosomiasis because of its
efficacy against all schistosome species (Chen, 2005). Oxamniquine acts only on S.
mansoni and is nowadays mainly used in Brazil (Fenwick et al., 2003; Olds 2000). The
schistosomiasis, after malaria, is the second most significant parasitic disease in the
world in terms of socioeconomic and public health importance, and it is estimated that
207 milion people are infected in 74 countries of Latin American, Africa and Asia
(Steinmann et al., 2006; Farley 1991), more than 779 milion people exposed to the risk
of infection, the mortality estimate up to 280 000 deaths annually in sub-Saharan Africa
alone (Blanchard 2004; Van der Werf et al., 2003; King et al., 2005, Steinmann et al.,
2006, Fenwick 2006). Estimates of the global burden due to schistosomiasis range from
1.7 to 4.5 million disability-adjusted life year (DALYs) lost (Utzinger et al., 2004,

Hotez et al., 2006, Brooker , Utzinger, 2007) or even higher (King et al., 2005).



Chemotherapy is the current strategy for schistosomiasis control (WHO, 1999); the
control of Asian schistosomiasis has large-scale chemotherapy using the highly
effective drug praziquantel (Macmanus 2000). However, the mass treatment does not
prevent reinfection (Macmanus, Dalton 2006). Data assembled over the past five years
suggest that schistosomiasis is re-emerging in parte of China (Xiao-Nong 2005)
Futhermore, despite the fact the is not yet clear-cut evidence for the existence of
praziquantel resistant schistosome strains, decreased susceptibility to the drug has been
reported in several countries (Macmanus, Dalton 2006). The reliance on one single
antischistosomal drug is alarming and the scientific community has called for research
and development of novel and inexpensive drugs against schistosomiasis (Engels et al.,
2002; Utzinger et al., 2003).

The imidazolidine, a pentagonal heterocyclic, are a broad class of bioactive
compounds with the diversity biological activity (Jones et al., 1982). The imidazolidine
system has antifugical and antimicrobial properties (Marton et al., 1993)
schistosomicidal (Werbel et al., 1977; Benazet et al., 1974), hypnotic (Henze et al.,
1943), hypoglicemical (Ware, 1950; Soliman et al., 1981).

Niridazol, 1-(5-nitro-thiazol-2-yl)-imidazolidin-2-one, the drug used in the last
century, has been widely used for clinical purposes. The drug received considerable
attention, probably because it was one of the early alternatives being administered orally
(Cioli et al., 1995).

At present, the schistosomacides properties of imidazolidine derivatives has been
shown in the case of adult S. mansoni worms in vitro studies (Oliveira et al., 2004;

Albuquerque et al.; 2005 and Pitta et al., 2006).



Original evidence from the literature, this paper has aim to search for new agents
schistosomicides activity, this work presents studies with new derivatives

imidazolidinics evaluated in vivo against adult worms of S. mansoni.

2. Materials and methods

2.1. In vivo studies with S. mansoni

The BH strain of S. mansoni was kept in the laboratory after it had passed
through Biomphalaria glabrata molluscs and Swiss mice (Mus musculus). Mice
weighing between 20 and 25 g were infected by exposure to a cercarian suspension of S.
mansoni with approximately 100 cercarias, using the tail immersion technique (Olivier
and Stirewalt 1952). After 49 days (adult infection) postinfection, groups of ten animals
were treated orally with derivate imidazolidin at 3, 10, 30, 100 mg/kg doses for five
days consecutives. The control group received only the vehicle without derivate. 15
days posttreatment, animals were sacrificed by cervical displacement. All S. mansoni
worms were removed and counted. The experimental procedure used for the
quantitative oogram test, the proportion of eggs in various stages of maturity was
estimated according to Pellegrino and colleages (1965). One hundred eggs per oogram
were randomly chosen, qualified by microscopic examination, and classified as dead,
immature (stage 1°, 2°, 3°, 4°) and mature in all infected and treated groups and the
mesenteric veins perfusion technique.

The experiments were approved by the Federal University of Pernambuco’s
Animal Experiments Ethics Committee, Process n°.009645/2006-23, in accordance with

Law 9605 Article 32 Decree 3179. Art 17.



2.2. Preparations for oral administration of the derivative imidazolidinic

Animals previously selected and properly weighed were submitted to
common diet with free acess to water, before the administration of three different
formulations containing the LPSF/PTO0S5. In the first formulation, drops tween 80
were used for solubilization of LPSF/PT05 in saline. The second formulation was
prepared by emulsion with Tween 80/oil/water (70:30) in LPSF/PT05 and finally,
dispersions solid containing 10 % of LPSF/PTO0S, prepared using hydrophilic
polymer polyethylene glycol (PEG) by the method of solvent were solubilized in
water. The administration of the formulations was done orally, for animal, remaining
concentrations of 3, 10, 30, and 100 mg/Kg of LPSF/PTO05, for five days
consecutives. The group control, free of LPSF/PT05, was submitted to the same
conditions for testing the other groups.

2.3. Immunology

Spleen cell suspensions were prepared from mice albino swiss infected with S.
mansoni and treated with 3, 10, 30 or 100 mg/Kg of LPSF-PTS5 previously, depleted of
erythrocytes by hypotonic lysis with distilled water and ressuspended in RPMI 1640
complete medium containing 5% FCS, 10 mM L-glutamine, penicillin (100 U/mL) and
streptomycin (100 pg/mL) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA). Spleen cells were
cultured in 48 wells flat-bottom plates at 5 X 10° cells per well incubated 37 °C, 5%
CO; for 24 and 72 hours, under stimuli with SEA (Schistosoma mansoni soluble egg
antigen) 20 pg/mL or ConA (5 ng/mL). Supernatants from the cultures were harvested
for cytokine and NO determination. For each experiment, the spleens cells of six mice

were pooled.



2.3.1. Measurement of nitrite production and detection of cytokines

Nitrite (NO, ) accumulation in 72 h supernatants of cultured cells was used as an

indicator of NO production and was determined by the Griess reaction with sodium
nitrite as a standard as previously described (detection limit: 1.56 uM). Fifty microliters
of supernatant were incubated for 10 min, in the dark, at room temperature, with 50 pl
of a freshly mixed solution of N-[ I-naphthyl]-ethylenediamine (Img/mL), sulfanilamide
(10 mg/mL), 5% phosphoric acid in distilled water. The absorbance was measured at
540 nm. Production of IFN—y, IL-10 and IL-4 was measured in supernatants of spleen
cells culture harvested after 24 or 72 hours, using a two-site sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Levels of IL-4, IL-10 and IFN-y in culture supernatants
were determined using antibody pairs and recombinant cytokines from PharMingen,
following the manufacturer’s instructions, followed by streptavidin-peroxidase (Sigma).
Reaction was developed using the ABTS [(2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)], Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA) peroxidase substrate (Sigma)
and read at 405 nm. The results are expressed as the arithmetic mean accompanied by
the standard deviation. Means of control and experimental groups were compared by
ANOVA and Mann-Whitney Test. Differences were considered to be significant when

p<0,05. Statistical analysis was performed using Graph Pad INSTAT3.

2.4. Histopathology

Tissue samples (liver and intestines) were removed and were fixed
immediately in 10 % neutral-buffered formalin, embedded in paraffin sectioned, and
stained with mayer’s hematoxylin and eosin, and Masson’s trichrome stain for
colagen content (Kiernan, 1999). The analysis used a video microscope system

(LEICA DMIL microscope, LEICA DFC 280 video-camera). Granuloms with visible



eggs in the centre were analyzed (counted). The granuloms were classified according
to Costa-Silva (2002). Granuloms of three liver sections and four intestine sections
were counted per group of mice; significant differences between the animal groups
were assessed using analysis of variance (one way ANOVA) with Tukey pos hoc
test. Measurements with p-values < 0,05 were considered significantly different.
3. Results
3.1. Studies in vivo

The preparation LPSF/PT05 with Tween 80 in saline doesn’t produced effects
significant on evaluated parameters. In emulsion Tween/oil/water (70:30) was a 50 %
reduction in the number of worms recovered from infected animals and treated at a dose
Only of 10 mg/Kg. The solid dispersion with PEG containing 10 % of LPSF/PTO0S5
shower a greater reduction in the number of worms when compared to the results seen
in previous formulations, as the fig. 1:

Insert FIG.1

The complexed PEG with imidazolidinic derivate produces the reduction in the
recupered worms number the approximately 50 % in concentrations of the 10 and 30
mg/kg and the concentration of 100 mg/kg the reduction in the worms number of 68 %.
These results reinforced the hypothesis of the purpose of the effect schistosomicide
observed when measured against adults worms of S. mansoni in vitro. There was no
significant alteration in the oogram pattern when comparison was made with specimens
recovered from untreated mices. The burden of parasitic worms and residual presence of

all stage of development of eggs, maintaining a profile of the standard oogram.



3.3. IFN-y, IL-4 and IL-10 and Nitric Oxide production after treatment of S. mansoni
infected mice with LPSF/PT5

As shown in Fig. 2a, spleen cells collected from infected mice after treatment
with the dispersion in solid PEG containing 10 % of LPSF/PTO05 produced much higher
levels of IFN-y than cells obtained from infected control mice, particularly animals
treated with 30 mg/Kg that produced 4 folds higher than control. Surprisingly, IFN-y
production levels by spleen cells cultures stimulated with ConA were significantly
reduced in treated mice with 10, 30 and 100 mg/Kg of the drug. We also tested 1L-4
production and we found a significantly suppression of this cytokine by the cultures
stimulated with Con A at animals treated with 100 mg/Kg of LPSF/PT5. The other
doses didn’t reduced production of IL-4 significantly. IL-4 production by SEA
stimulated cultures was higher in treated animals cultures, however the levels
production of this cytokine were not significant (Fig. 2b).

Regarding IL-10 production, this cytokine was below detection levels in spleen
cells cultures from days 60 of infection for both control and treated mice. At this point
of infection, the nitric oxide production wasn’t affected by the treatment of infected
animals. Controls and treated mice had no significant differences in production of NO.
However, the cultures stimulates with SEA had higher production of nitric oxide by 10,
30 and 100 mg/Kg treated mice but not statistically significant (Fig. 2c¢).

Insert FIG.2

3.4. Histopathological evaluation of tissues (livers and intestines) of mice infected by

Schistosoma mansoni and treated by LPSF/PT0S5 in solid dispersion with PEG

The histopathological analysis showed that treatment of infected mice with the
dispersion in solid PEG containing 10 % of LPSF/PTO05 in the doses of 10, 30 or 100

mg/Kg per day produced an effective action against the hepatic damaging effect, caused



by S. mansoni infection, as shown by reducing the number of worms especially in liver
and by down-modulation of granulomatous response (fig. 3) to avoid development of
host pathology. In an attempt to follow the evolution of the disease in the histological
sections of the tissues, the intestine (jejunum) of these animals treated with LPSF/PT-05
(3 and 100 mg/Kg) presented rare granulomas in submucosa layers (Fig. 3d and J).
Insert Fig.3

From the point of general pathology periovular schistosomal granulomas are
dynamically similar to wound healing, with production of granulation tissue, which
becomes less vascularized with the time, while the cicatrial fibrous tissue becomes more
compact and mature. We observed a decrease of the exudative-productive stages for all
concentrations (Table 1), with considerably significant for the 10 and 100 mg/Kg and
similar response did not observed with the involutional stages.

Insert Table 1

The average of intestine granuloma numbers (Table 2) for the exudative-
productive granuloma stages didn’t show difference when compared with the control.
The mice treated with 3 mg/Kg (LPSF/PT05-PEG) demonstrate a significant increase of
the number of involutional granuloma stages.

Insert Table 2

4. Discussion

Chemotherapy is the mainstay of schistosomiasis control and is carried out
largely through the use of praziquantel. This efficacy against adult worms of all
schistosome species that infect human has led to its widespread use (Fenwick and
Webster 2006). The widespread reliance on praziquantel for schistosomiasis control
may hasten the selection of drug resistant parasites. The development of resistance to

the conventional schistosomicidal drugs has justified the search for new compounds.



Several compounds has shown promise for schistosomiasis therapy, for example
artemeter (Ulzinger et al., 2007), Protease inhibitors and 2-(alkylamino)-1-phenyl-1-
ethanethiosulfuric acids (Abdulla et al., 2007; Moreira et al., 2007),

The schistomacide effect of imidazolidine derivative has been related since
1954, by Luttermoser e Bond that reported that 5,5-diphenylhydantoin and 5-(p-
chlorophenyl)-5-methylhydantoin showed activity against Schistosoma mansoni
infections in mice. Other studies confirmed the modest activity at toxic levels of 5,5-
diphenylhydantoin and the 5-(2,4,5-Trichlorophenyl)hydantoin showed the potent
schistosomicide effect (Werbel and Elslager, 1977).

At present, evaluate the schistosomacide properties of the derivate 3-benzyl-5-
(4-chloro-arylazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-one (LPSF/PT05) to showed the higher
activity in vitro in adults male worms, with 100 % mortality after 24 hours of contact in
all the concentrations (174, 116, 58 uM). However, the adult female worms showed
greatest effects with the concentrations of 58 and 116 uM was after 96 and 72 hours
respectivety. The direct relationship between the concentration and the effect obtained
in the period of 24 hours, and there is a dose dependent relationship. The derivate
LPSF/PTOS5 caused alteration in the tegument surface of the worms with the formation
of bubbles and peeling, indicating damage to cells, and effect directly related to the
duration of exposure (Pitta et al., 2006).

This in vitro experiment for LSPF/PT0S5 on adult schistosomes confirmed the
promising in vivo results. However, the compounds present a limitation in their use due
to their poor solubility in water, it is the limitant factor. A strategy to overcome this
inconvenience was the complexed the LPSF/PTO05 using hydrophilic polymer PEG, that
were solubilized in water. It was done three experiments with distint preparations, so

was observed that the increases of solubility, increases the schistossomal effect.



According to literature, the drugs is efficient for schistosomal activity when the
reduction in the worms number is superior to 80% and low when a values are under 30
% (Nwaka et al., 2006; Botros et al., 2004).

In the 200 mg/Kg praziquantel concentration administration for five consecutive
days, produces a reduction in the worms number of 94 % (Botros et al., 2004). The
complexed PEG with imidazolidinic derivate produces the reduction in the recupered
worms number with statistical significance the approximately 50 % for total doses the
50 and 150 mg/kg and the concentration of 500 mg/kg the reduction in the worms
number of 67,90%.

The experimental conditions similar in ours laboratory observed the reduction in
the worms number of 86,6 % in the concentration 125 mg/kg and in the concentrations
500 mg/ Kg the praziquantel the reduction was 100 %. The LPSF/PTO0S5 is a very
promissory prototype. The oogram patter was kept because the residual charge of adult
worms, so there is not interruption of stages eggs analyzed. Although, has been
observed reductions in levels of mature eggs and impractical when compared to the
control group.

Cellular immune response to S. mansoni has been intensively studied because of
the granulomatous response and fibrosis during pathogenesis. The role of granulomas in
schistosomiasis has been studied. Granuloma has a protective role by sequestering
hepatotoxins secreted from eggs (Phillips and Colley, 1978); however, is also a cell-
mediated inflammatory response responsible for the pathology that result in periportal
fibrosis (Phillips and Lammie, 1986; Lukacs et al., 1994). The immune response in S.
mansoni infection has been shown to be a T-cell dependent mechanism, where the host
has initially a Thl response against the early stages of the parasite (Lukacs and Boros,

1992). After eggs deposition, increases Th2 response with IL-4 and IL-5 production



(Grzych et al, 1991). The balance of Thl and Th2 cytokines are determinant in the
regulation do pathology and formation of granuloma and hepatic fibrosis. In murine
models of S mansoni infection, a well-defined Th subset dichotomy has been reported
in which T helper 1 (Thl) produces IFNy and tumor TNF-alpha, which activate
macrophages as part of a delayed type hypersensitivity reaction. The reaction was
reported to provide protection against S mansoni infection in mice (Sher, 1992).

The present study has described the effects of treatment with LPSF/PTO05 in solid
dispersion with PEG on the production of cytokines in response to SEA, ConA and
unstimulated cells from mice infected with S. mansoni. We found no significant
differences on IFNy, IL-4, IL-10 production in response to specific antigen SEA.
However, IFNy productions of mitogen-stimulated cells were suppressed in dose
dependent mechanism with 10, 30 and 100 mg/Kg. That’s possible that this drug has a
potencial suppressor effect over lymphocyte response.

It was demonstrated that N1-mono and N1, N2-disubstituted imidazolidin-2-one has a
significant immunosuppressive activity similar that is observed with obtained with
cyclosporin A with maximal inhibitition of proliferation of ConA stimulated

splenocytes.( Sabourin et. al, 2004)

We will further investigate the properties of our molecule, however, as an
imidazolidinic derivates; it’s possible that the suppression of IFNy observed could be by
suppression on T cell proliferation.

On the other hand, surprisingly, the basal IFNy production of treated animals
was strongly stimulated in dose dependent mechanism. We believed that somehow
innate mechanisms were activated, and this [FNy production maybe is independent of T
cell activation. In the future we should investigate if this [FNy has being produced by

APC cells and/or NK cells activated by LPSF/PTO05 in solid dispersion with PEG.



Mitogen-stimulated cells with maximal dose of 100mg/Kg suppressed IL-4 production.
At this higher dose we found a lower stimulation of basal IFNy production and also
inhibition of mitogen stimulated IFNy. The effect of the drug both to Th1 and Th2 cells
could be responsible for the better result of the treatment.

In the histopatological study of Schistosoma mansoni infection, the eggs swept
into the liver elicit T-cell dependent responses leading to macrophage activation and
granuloma formation around them (Davis et al., 1974). The severity of the disease is
determined by the extent of granuloma formation and eggs deposited in the tissues. An
important feature of murine schistosomiasis mansoni is granuloma immunomodulation,
i.e. the spontaneous down-regulation of the response to newly deposited eggs with
increased duration of infection (Domingo and Warren 1968; Olds and Stavitsky 1986).
Immunomodulation has been linked to a decrease of T cell responses to egg antigens
and is beneficial to the host in that it limits tissue injury and morbidity (Hurst et al.,
2006).

Ours histopathological analysis is consistent with the results observed during
study of immunologic evaluation. The immunosuppressive activity suggested by ours
immunological observations was refforced by the morphological aspects of hepatic
parenchyma of mice infected and treated with the dispersion in solid PEG containing 10
% of LPSF/PTO05 with 100 mg/Kg where the involutional granuloma stages limits tissue
injury, however in lower doses (3, 10 and 30 mg/Kg) this effect was observed in smaller
proportion. This histopatological findings were not compatible with the data already
described by other authors that reported a commitment of liver like the Symmers
fibrosis (Raso, 2000).

The decrease of the exudative-productive hepatic granuloma stages was

observed for all doses, mainly at 100 mg/Kg and its can be related with low production



of the IL4 and consequently with increases Th2 response. Intriguingly, histological
examinations of intestine revealed that the animals treated with 3 mg/Kg (LPSF/PTO0S5-
PEG) demonstrated a significant increase of the number of involutional granuloma
stages, when compared with the parenchyma hepatic, probably associated with
biological variations.

Theses results (parasitological, immunological and histopatological) together
pointed the dose of 100 mg/Kg (LPSF/PTO5-PEG) as a potential candidate on
schistosomiasis treatment. At this dose we found effect over the worms and an
attenuation of granuloma formation. The derivate imidazolidinic may have a role in

granuloma involution, possibly via suppression of immunological activity.
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Fig. 1. Reduction in the number of adult worms of S. mansoni through dispersion of solid containing 10

% of LPSF/PTOS in PEG.
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Fig. 2. IFNy (a) and IL4 (b) production by S. mansoni infected mice treated with LPSF-PTS5 or untreated.
The spleen cells were obtained from 60 days infected mice (treated or not) and cultured for 72h before
harvesting the supernatants for cytokine determination by ELISA and nitrite production. (c) Nitric Oxide
production detected by nitrite accumulation determinate by Griess method. Arithmetic means + SD of
duplicate experiments:* lower than control p< 0.05. ** higher than control p< 0,05.



Fig. 3. Photomicrographs of granulomatous stages in livers and intestines (respectively) of mice infected
by S. mansoni. a and b) infected controls, exhibiting exudative-productive stage granuloma (arrows) with
a mature, viable egg in the centre of the fibrocellular granulomas (liver) and presence of viable eggs
(arrows) detected in submucosa and serosa layers (intestine). ¢ and d) LPSF/PT05 (3 mg/Kg per day),
showing well circumscribed small fibrocellular granuloma and marked ova degeneration (asterisk) in the



liver and we noted productive and involutional stage granulomas (asterisk) in submucosa layers
(intestine). e and f) LPSF/PTO05 (10 mg/Kg per day), productive (arrow) and involutional (asterisk) stage
granulomas were found in liver and viable eggs (arrow) were detected in submucosa. g and h)
LPSF/PTO0S5 (30 mg/Kg per day), involutional stage granulomas (asterisk) were found in liver and viable
eggs (arrows) were detected in submucosa and muscular layers. i and j) LPFS/PT05 (100 mg/Kg per day)
involutional stage granulomas (asterisk) were found in liver and viable eggs (arrows) were detected only
in submucosa layers. H&E and Masson’ trichrome, micrographs are at 100x magnification.

Table 1
Average of hepatic granuloma numbers of mice infected by S.mansoni and treated with LPSF/PT05-PEG

Number of hepatic granulomas of mice infected by S.mansoni and treated with LPSF/PT05-PEG

Granuloma stages control 3mg/Kg 10mg/Kg 30mg/Kg 100mg/Kg
Exudative- 22.33 £4.16* 15.66 + 8.50 8.00 + 1.70%  20.66 +5.80"*  11.00 * 1.00**
productive

Involutional 32.33 £12.50 43.33+16.20 20.66 +7.76°  44.00 + 11.35* 29.66 £9.29

Animals per groups (n=3). The values are expressed in Means + SD. Comparisons were made by
Student’s #-test and values represent means + SEM (p<0.05)

Table 2
Average of intestine granuloma numbers of mice infected by S.mansoni and treated with LPSF/PTO05-
PEG

Number of intestine granulomas of mice infected by S.mansoni and treated with LPSF/PT05-PEG
Granuloma stages control 3mg/Kg 10mg/Kg 30mg/Kg 100mg/Kg
Exudative- 3.75+2.50 3.75+£2.98 2.00£1.15 4.25+3.30 2.50+ 191
productive
Involutional 1.50 £1.00"  4.25+1.50™ 2.50 £ 3.00 2.00 £2.44 0.75 £ 0.95%*

Animals per groups (n=4). The values are expressed in Means + SD. Comparisons were made by
Student’s #-test and values represent means + SEM (p<0.05).
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Resumo

O praziquantel ¢ um fdrmaco que se encontra no mercado desde os anos de 1970. Com
aplicacdo contra helmintos, especificamente cestodas e trematodas. Atualmente, ¢ o
unico farmaco disponivel contra todas as espécies de Schistosoma. Apresenta toxicidade
baixa, ndo sendo observado mutagenicidade nem citotoxidade. O praziquantel vem
sendo associado a fiarmacos com o objetivo de evitar uma maior exposicdo e
consequentemente, o surgimento de cepas resistentes ao mesmo. A possibilidade de
resisténcia de cepas de Schistosoma ao praziquantel tem sido relatada no Egito e
Senegal, fato que requer um monitoramento freqiiente da sua utilizagdo, sobretudo pelo
constante aumento de demanda na regido Africana, a qual responde por 85% da
prevaléncia da esquistossomose no Mundo. Esta delicada situagdo chama a aten¢do ao
uso responsavel do praziquantel fazendo-se necessario o conhecimento sobre este
farmaco que representa a unica ferramenta de controle da Esquistossomose.
UNITERMOS: Praziquantel, Antihelmintico, Esquistossomicida, Cestocida,

Resisténcia ao Praziquantel



INTRODUCAO

A descoberta do praziquantel (PZQ) nos anos 1970 trouxe para a terapia da
esquistossomose a disponibilidade de uma droga efetiva, segura e de facil
administracao, além de apresentar atividade sobre todas as espécies de Schistosoma
(Cioli e Picca-Mattoccia 2003). Com o sucesso terapéutico alcancado, as medidas de
controle da esquistossomose as quais eram anteriormente voltadas, sobretudo para o
combate ao caramujo, através de moluscicidas quimicos, passaram por recomendagao
do comité da OMS (Organizagdo Mundial de Saude) a ter a quimioterapia, através do
PZQ como a principal ferramenta de controle dessa parasitose (WHO, 2002). Desde
entdo, o PZQ vem sendo responsavel pelo controle da morbidade causada pela
esquistossomose em paises como China, Egito, Filipinas e Brasil. Atualmente, o desafio
estd em controlar a esquistossomose nos paises da Africa sub—Saariana, regido que
responde com aproximadamente 85% da prevaléncia mundial da esquistossomose e cuja
disponibilidade de uso do PZQ corresponde a somente 3% (Fenwick, 2003). Inimeras
iniciativas tem sido adotadas por 6rgaos como a UNESCO, UNICEF, WHO, World
BANK, Fundacao Bill and Melinda Gates, com objetivos de melhorar a saude da
populacdo com base sobretudo no acesso aos antihelminticos (Fenwick, 2003). Desta
forma, a demanda do PZQ vem aumentando cada vez mais ndo somente como farmaco
esquistossomicida, mas como farmaco de agdo sobre varias espécies de parasitos
platelmintos. A indisponibilidade de outro medicamento para tratamento da
esquistossomose sinaliza que o uso do PZQ deve ser monitorado a fim de se evitar o
desenvolvimento de cepas de Schistosoma praziquantel-resistentes. Diante deste
contexto, reunimos nesta revisdo, novas propostas que contribuem para a elucidacao do
seu mecanismo de acdo, usos de adjuvantes e associagdes medicamentosas que
incrementam seu potencial terapéutico e seu espectro de atuacdo como firmaco
antihelmintico.

A descoberta do praziquantel, quimicamente o 2-ciclo-hexil-carbonil-
1,2,3,6,7,11b-hexaidro-4 H-pirazino-[2,1-a]-isoquinolina-4-ona (Figura 1), se deu a
partir de um acordo entre as empresas Merck e Bayer no inicio da década de 70 no
século passado. Naquela época a Merck cedeu a Bayer uma série de compostos, a
principio investigados quanto as propriedades anticonvulsivantes, para serem avaliados
quanto a atividade esquistossomicida. A molécula do Praziquantel foi patenteada pela

Merck & Co. Inc., mas sua propriedade esquistosomicida foi primeiro descoberta e



comercializada pela Bayer com o nome comercial de Biltricide para uso em humanos e
Droncit para uso veterinario.
INSERIR FIGURA 1

Atualmente, outras industrias farmacéuticas também produzem e comercializam
0 PZQ como a Shin Poong e a Jian An Pharmaceutical Company (Fenwick et al, 2003)
com uma vasta variedade de nomes no mercado mundial (Cioli e Picca-Mattoccia,
2003) Tabela 1. A ampla producdo genérica do praziquantel requer atualmente
avaliacdes sistematicas dos padroes farmacopéicos no que diz respeito a analise
quantitativa do principio ativo, pureza, desintegracao e dissolugdo visando garantir a
qualidade da producdo e desta forma excluir a possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia dos parasitos ao farmaco por uso de medicamento farmacotecnicamente
inadequado (Doenhoff, Kimani e Cioli 2000; Appleton ¢ Mbaye 2001; Sulaiman, et al.,
2002).

INSERIR TABELA 1

O praziquantel vendido comercialmente ¢ uma preparagdo de composi¢ao
racémica composta por partes iguais de isdmeros “levo” R(-) e “dextro”S(+). Porém
apenas o (-)-enantiomero ¢ dotado de atividade esquistossomicida, como foi revelado
em testes in vitro ¢ in vivo (Andrews et al., 1983; Liu et al., 1986; Xiao ¢ Catto 1989;
Wu et al., 1991). Os dois isdmeros apresentam a mesma toxidade (Liu et al., 1986). Wu
e colaboradores em 1991 observaram que pacientes com esquistossomose tratados com
20 mg/kg do (-)-praziquantel apresentaram a mesma taxa de cura, porém com menos
efeito colateral do que aqueles tratados com 40 mg/kg de uma mistura racémica. Devido
a economia do produto, e a incerteza dos efeitos colaterais em longo prazo desta mistura
racémica associada a administragdo em larga escala, ¢ necessario o desenvolvimento de
uma rota de sintese enantioseletiva para este derivado isoquinolina (Roszkowski et al,
2006). Embora seja vidvel e necessaria uma rota seletiva para a sintese do (-)-
praziquantel, apenas Zhang e colaboradores em 2004, apresentaram uma contribui¢ado

neste campo.

Mecanismo de ac¢io do praziquantel

O praziquantel ¢ o farmaco de escolha no tratamento dos platelmintos. O

mecanismo de acao do praziquantel ainda nao estd bem explicado, pois 0 modo de acao



a nivel celular e molecular ndo foi compreendido totalmente (Jeziorski e Greenberg
2006). O praziquantel possui eficacia seletivamente toxica contra Schistosoma € o
mecanismo de agdo sobre este parasito tem sido bastante estudado (Andrews et al.,
1983; Harneet 1988) muito mais do que com relagdo ao mecanismo de agdao contra os
cestodas e outros trematodas (Martin 1997).

Sobre vermes adultos de Schistosoma o praziquantel manifesta efeitos bem
definidos quando avaliado in vitro: primeiro se observa uma rapida contracdo na
musculatura (Pax, Bennett e Fetterer 1978). Imediatamente, cessam-se 0os movimentos ¢
o corpo do parasito adquire a aparéncia tipica de uma banana (Pica-Mattoccia e Cioli
2004). Este efeito esta relacionado ao aumento da entrada de calcio no parasito (Wolde-
Mussie 1982). Segundo Mehlhorn e colaboradores (1981) o praziquantel aumenta o
influxo de calcio pelo tegumento do Schistosoma e causa uma rapida contracao do
verme. Em meio livre de célcio ocorre o bloqueio da contracdo produzida pelo
praziquantel (Wolde-Mussie 1982; Fetterer, Pax e Bennett 1980; Thompson, Pax e
Bennett 1984). O efeito do praziquantel no influxo do célcio sugere que os sitios de
acdo sdo os canais de ions permeaveis ao calcio, na membrana do tegumento e nas
células musculares do parasito (Blair, Bennett e Pax 1994).

Recentes evidéncias apontam para o canal de célcio dependente de voltagem
como um possivel alvo para o farmaco, baseado nas caracteristicas estruturais e
funcionais das subunidades [} destes canais (Greenberg 2005). Os canais de calcio
dependente de voltagem pertencem a uma superfamilia de canais i6nicos dependentes
de voltagem que responde a uma mudanca no potencial de membrana por permitir
seletivamente a entrada de ions a partir de um gradiente eletroquimico. Os canais de
calcio dependentes de voltagem possuem um Unico papel dentro desta familia por
associar mudangas no potencial de membrana devido ao influxo de célcio necessario
para obter sinalizacdo intracelular (Caterral 2000; Hofmann, Lacinova e Klugbauer
1999). Estes canais sdo formados por subunidades. Destas a subunidade o seria aquela
responsavel pela formacdo do poro (entrada) e outras subunidades auxiliares bem
menores € conhecidas como 3, a0 € y. Embora a subunidade o seja quem determina a
acdo farmacologica do canal e a natureza da corrente de voltagem, as subunidades
auxiliares possuem um importante papel na forma da resposta do canal. A subunidade
o contém quatro dominios homoélogos conectados por voltas intracelulares, que forma o
local do poro na membrana (Doyle et al., 1998) cada dominio inclui seis segmentos

transmembrana (S1-S6), onde no residuo S4 hé o residuo positivo que atua como um



sensor de voltagem e a loop extracelular entre S5 e o S6 determina a seletividade do ion
do canal (Jeziorski e Greenberg 2006).

Estes canais de calcio dependente de voltagem podem ser divididos em canais
ativado por alta voltagem e canais ativados por baixa voltagem, definido por um
potencial de membrana que abre o canal. O canal de calcio ativado por alta voltagem
vem dividindo as bases da resposta farmacoldgica. Enquanto que os canais de célcio
ativados por baixa voltagem sdo sensiveis aos bloqueadores de canais de célcio
classicos como a nifedipina, verapamil e diltiazem (Jeziorski e Greenberg 2006).

Trés diferentes subunidades o dos canais de célcio foram clonadas a partir do
Schistosoma mansoni (Kohn et al., 2001). Baseada na similaridade seqiliencial das bases
duas dessas aparentaram ser subunidade Ca,2 do tipo ndo longa duragdo (Ca,2 tipo
Nao-L), esses canais sdo sensiveis a toxinas peptidicas das aranhas e caramujos
marinhos. Enquanto que a terceira ¢ do tipo Ca,l de longa duracao (Ca,1 tipo L), sendo
sensivel aos bloqueadores de canais organicos, como os grupos quimicos dos
benzodiazepinicos (Pica-Mattoccia et al., 2007). Essas informagdes confirmam que o
Ca, 1 Tipo L estd envolvido na atividade do praziquantel em Schistosoma, porque tanto
a nicardipina como a nifedipina exercem apenas uma inibicao parcial sobre o efeito do
praziquantel, sendo explicado por uma ligag@o fraca na subunidade a-1 (Pica-Mattoccia
et al., 2007). Outro efeito do praziquantel diz respeito a sua capacidade de promover
lesdo da superficie do tegumento com exposicdo dos antigenos do parasito incluindo a
actina (Bicker et al., 1983; Harneet 1988; Linder ¢ Thors 1992; Lima et al., 1994). O
praziquantel liga-se com a actina provavelmente provocando uma mudanga na
conformagdo da molécula, com conseqiiéncias dramaticas na fungao e ligagdo proteina-
actina, resultando em uma grave alteracdao na fisiologia e na integridade do tegumento
do parasito (Linder e Thors 1992). Como conseqiiéncia da lesdo tegumentar, estabelece-
se a ligacdo e penetragdo de células do sistema imune do hospedeiro dentro do parasito.
(Harneet e Kusel 1986; Brindley e Sher 1987). O sistema imune do hospedeiro tem,
portanto um papel participativo na morte do parasito induzida pelo praziquantel.

A explicacdo para a exposicdo dos antigenos parasitarios em funcdo da lesdo da
superficie do tegumento pode ser devido a um aumento do célcio no citosol levando a
ativacdo da fosfolipase C e em seguida da proteina quinase C (Berridge e Irvine 1984;
Sigiya e Furuyama 1990). A fosforilagdo da proteina pela proteina quinase C pode
desestabilizar o tegumento causando uma vacuoliza¢do observada, e a exposicao dos

antigenos (Wiest et al., 1992).



A correlacao entre a integridade do citoesqueleto de actina e a funcao dos canais
de calcio tém sido revelado em uma variedade de sistemas (Furukawa, Smith-Swintosky
e Mattson 1995; Lader, Kwiatkowski e Cantiello 1999; Nakamura et al., 2000;
Rueckscholoss e Isenberg 2001). Pica-Mattoccia e colaboradores em 2006, também
verificaram esta correlagao usando uma substancia que despolimeriza o citoesqueleto de
actina, a Citochalasina D (CyD). Quando o Schistosoma ¢é pré-tratado com concentrado
de CyD, observa-se uma supressao drastica e completa dos efeitos letais do praziquantel
indicando uma ruptura no citoesqueleto da actina e bloqueio da fun¢do dos canais de

calcio.

Uso de adjuvantes para incremento de sua atividade

A associacdo do praziquantel a adjuvante melhora seu efeito terap€utico. As
associagdes sdo variadas, podendo aumentar a solubilidade do farmaco, ou agir por
outros mecanismos de forma sinérgica com o praziquantel.

Uma forma de administracdo do praziquantel sugerida por Choi e colaboradores
em 2006 seria a forma de liberacdo controlada. Essa forma ¢ sugerida devido a
observagdes no tratamento de clonorquiases, causado pelo Clonorchis sinensis,
apresentando dificuldades de adesdo ao tratamento, pois o intervalo de administragdo do
praziquantel ¢ de 5 horas, fato essencial para a cura. Geralmente a segunda e a terceira
dose sdao esquecidas, resultando em uma cura incompleta (Hong et al., 2001). O
praziquantel de liberagdo controlada ¢ incorporado a uma base de alta viscosidade o
hidroxipropil metilcelulose (HPMC), que leva a essa formulacdo uma dissolucdo de 10
horas (Hong et al., 2003).

Outro sistema de liberagao controlada para o praziquantel foi sugerido por Jesus
e colaboradores em 2006 (Jesus et al., 2006), onde encapsula o praziquantel com o -
ciclodextrina (B-CD), que ¢ um oligossacarideo ciclico composto por unidades de o—
(1,4) glicosil, sdo produzidos a partir de amido ou de derivados da glicosil-ciclodextrina
transferase, uma enzima bacteriana (Biwer et al., 2002). A inclusdo complexa entre o
praziquantel e a B-CD revelou um aumento de cinco vezes na solubilidade do
praziquantel na dgua, contribuindo para o aumento na atividade farmacologica.

Peptideos adamantilamida (AdDP) , uma substancia imunomoduladora sintética
oriunda do grupo de peptideos desmuramil com efeitos colaterais fracos (Masek et al.,

1984), apresenta efeito hepatoprotetor, e estimulagdo humoral (Farghali et al., 1989;



Zidek et al., 1991). Quando associado com o praziquantel o AdDP apresenta bons
resultados. O AdDP produz fraca estimulagdo na imunidade humoral e o praziquantel
atua em sinergismo com a resposta imune. Devido a isso, Botros e colaboradores
(2006), investigaram o uso do AdDP como adjuvante terapéutico com o praziquantel,
em camundongos infectados com S. mansoni € observaram que houve um aumento na
susceptibilidade do praziquantel em doses reduzidas. Neste trabalho o autor sugere que
o AdDP pode intensificar a interagdo do anticorpo com os antigenos de superficie do
parasito, levando a maiores danos no tegumento. Também ocorreu alteracdo na
formacdo do granuloma em camundongo que recebeu essa combinacao com diminui¢ao
significante do didmetro da percentagem de areas fibrdticas, com um aumento na
percentagem de ovos degenerados. Por fim ha uma sugestdo de uso de coquetel de

farmacos como alternativa para a esquistossomose (Botros et al., 2006).

Praziquantel e suas associagdes

As associagdes realizadas com o praziquantel visdo potencializar o seu efeito ou
prover maior cobertura terapéutica. Pesquisas desenvolvidas por Xiao e Catto (1989),
evidenciaram a propriedade esquistossomicida do artemeter, farmaco usado na clinica
médica para o tratamento da malaria. A associagdo artemeter praziquantel ¢ promissora,
uma vez que o praziquantel atua apenas em vermes adultos do S. mansoni e do S.
haematobium, enquanto que o artemeter atua nas fases jovens do parasito (Xiao et al.,
2000; Utzinger et al., 2001).

A combinagdo do praziquantel com o albendazol pode ser uma alternativa no
tratamento da neurocisticercose. Embora o albendazol venha apresentando maior
eficacia do que o praziquantel ha pacientes que persistem com o cisticerco vivo depois
de repetidas doses de albendazol (Takayanagyi 2004). Essa associagdo leva as
alteracdes causadas por acdes especificas de cada farmaco. O praziquantel altera o
metabolismo do célcio intracelular com o efeito principal de inibir movimentos
musculares, enquanto que o albendazol afeta o dinamismo do trafego vesicular,
justificando assim o tratamento combinado induzir danos mais sérios e irreversiveis no
parasito. Considerando que a toxicidade dos benzoimidazoéis (albendazol) pode limitar a
dose, o aumento na eficicia nesta combina¢do pode reduzir a dose e o tempo de

tratamento (Palomares et al., 2006).



Na clinica veterinaria, o praziquantel ¢ utilizado em associacdo com oxantel e
pirantel, conhecido comercialmente como Dolpac ¥, Vetoquinol SA. Essa associagio ¢
usada no tratamento de nematodas e trematodas em caes. Grandemange e colaboradores
(2006) testaram essa associagdo frente a Toxocara canis, Ancylostoma caninum,
Toxascara leonina, Trichuris vulpis, Uncinaria stenocephala, Taenia sp e Dipylidium
caninum, obtendo eficacia de 97-98 % frente a Trichuris vulpis e de 99 % para os
demais parasitos, revelando ainda baixos efeitos colaterais (Grandemange et al., 2006).
Outra associacdo encontrada na clinica veterinaria ¢ o milbemicina oxima com o
praziquantel, para Toxocara cati, em gatos jovens e adultos com eficacia de 96% na
redu¢do do nimero de vermes. Essa associacdo também se encontra no mercado com o
nome comercial de Milbemax, na concentragcdo de 4 mg de milbemicina oxima, ¢ 10 mg
de praziquantel (Schenker et al., 2007).

No tratamento da giardiase em caes temos a associacdo do Febantel/ pirantel/
praziquantel (FPP) (Barr et al., 1998; Barutziki et al., 2001; Payne et al., 2002).

A associagdo do praziquantel com o triclabendazol ¢ usada no tratamento de
parasitos pancreaticos como o Eurytrema pancreaticum (Jiraungkoorskul et al., 2005),
um parasito comum em herbivoros, mas que acidentalmente infecta o homem (Graydon

et al., 1992; Ishii et al., 1983).

Espectro de acao do praziquantel

A principal atividade terapéutica em humanos do praziquantel ¢ como
farmaco esquistossomicida e tenicida atuando também contra outros parasitos do filo
Platyhelminthes (Tabela 2), além de ser usado para tratar infecgdes por cestodas e
trematodas em animais de importancia econdmica para humanos. Buscando entender
esta seletividade contra membros desse filo, Greenberg (2005) sugere que o alvo
molecular para o praziquantel, poderia ser codificado por um novo gene encontrado
exclusivamente em platelmintos.

Desde seu surgimento o praziquantel se destacou como droga esquistossomicida,
devido ao seu espectro de acdo sobre todas as espécies de Schistosoma (Webbe e James
1977).

A Esquistossomose ¢ uma das mais difundidas dentre todas as doencas
parasitarias na Africa, Asia, América do Sul e Caribe. Cinco espécies de Schistosoma

infectam o homem: Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. mekongi e



S. intercalatum. E adquirida através do contato com colegdes aquéticas contendo
moluscos infectados, os quais liberam as cercérias, forma infectante para o homem. A
doenca ¢ endémica em aproximadamente 74 paises estima em cerca de 207 milhdes de
pessoas infectadas e 779 milhdes em risco sendo 85% destes somente na Africa
(Steinmann et al., 2006).

O praziquantel ¢ bem tolerado e eficaz em pacientes de todas as idades, e
em diferentes formas clinicas de esquistossomose, incluindo casos avangados de
pacientes hepatoesplénicos (Bassily et al., 1985). Também na forma ectopica como a
esquistossomose cerebral e sindromes neurologicas causadas por esquistossomose (Watt
et al., 1986; Scrimgeour ¢ Gajdusek 1985). E nas formas toxémicas agudas conhecida
como febre de Katayama (Monson 1987).

O praziquantel € ativo contra todas as espécies de Schistosoma, em doses de 40 —
60 mg/kg. Doses mais baixa sdo usadas para S. mansoni e S. haematobium, e doses mais
elevada sdo usadas para S. japonicum e o S. mekongi, com taxas de cura variando de 75-
90% (Doenhoff e Pica-Mattoccia 2006).

E efetivo sobre os estagios de cercarias e vermes adultos de Schistosoma (Ross
et al 2002) e também apresenta atividade na fase intramolusco, interrompendo assim a
produgdo de cercarias (Coles 1979; Touassem e Combes 1986; Yi e Combes 1987;
Coelho et al., 1988; Riley e Chappell 1999; Mattos et al., 2006), mas ndo ¢ ativo sobre
0s vermes imaturos, nestes a presenca de organelas acidas que funcionam de forma
similar ao lisossoma, atuam como um deposito intracelular, permitindo ao parasito ficar
livre do farmaco e assim nao responder a acdo do praziquantel (Carneiro-Santos et al.,
2001; Al-Adhamai et al., 2003, 2005).

O praziquantel ¢ também o fairmaco recomendado pela OMS para o tratamento
da opistorquiase, parasitose causada por trematoda da familia Opisthorchiidae tendo o
Opisthorchis viverrini, Opisthorchis felineus e Clonorchis sinensis as espécies
responsaveis por sérios problemas de satde publica em muitas partes do leste europeu e
no oriente ¢ sudeste da Asia. A Tailandia é uma 4rea endémica para a opistorquiase,
com um numero estimado de seis milhdes de pessoas infectadas principalmente pelo O.
viverrini. Na China sdo registrados aproximadamente 15 milhdes de pessoas infectadas
pelo C. sinensis (Lun et al., 2005). O hospedeiro definitivo infecta-se ao comer peixes
crus ou mal cozidos, conforme ¢ habito nos paises asidticos. Os parasitos habitam o
figado causando infeccdo hepatica podendo levar a carcinomas de vias biliares ou

colangiocarcinoma. Em Hong-Kong, a infestacdo pelo Clonorchis sinensis ocorre em



90% dos casos de colangiocarcinomas (Sripa et al., 2003; Hong et al., 2003). A dose
recomendada de praziquantel ¢ de 40 mg/Kg (WHO 1995). Contudo, o estabelecimento
de uma dose padrido ainda ¢ muito discutido pela OMS, uma vez que dependendo do
individuo a ser tratado, o peso, idade e altura interferem na dose escolhida (Strandgaard
et al., 2007).

Na paragonimiase, infeccdo pulmonar cronica causada por um trematoda do
género Paragonimus, o praziquantel ¢ indicado em trés doses didrias de 25mg/kg por 3
dias consecutivos. O Paragonimus westermani ¢ a espécie que apresenta maior
incidéncia nos humanos. Afeta 20 milhdes de pessoas no mundo. E endémica na Asia
Oriental, Africa, e nas Américas (México e Brasil) (Strobel et al., 2005). No seu ciclo
biolégico, o homem apresenta-se como hospedeiro definitivo, se infectando através da
ingestdo de crustaceos de agua doce (hospedeiros intermediarios) crus ou malcozidos
contaminados com metacercarias encistadas (estagio infectante do verme). No intestino
delgado, a metacercaria se desencista, perfura a parede intestinal, passa a cavidade
abdominal, atravessa o diafragma e a pleura, alcancando o pulmdo em trés a oito
semanas (Lm et al., 1997; Kagawa 1997). Os sintomas sdo inespecificos e as imagens
radiolégicas podem ser confundidas com as da tuberculose (Belizario et al., 1997);

O pulmdo ¢ o principal local de infeccdo pelo Paragonimus, mas pode afetar outros
orgdos, principalmente o cérebro (26%) (Lm et al., 1997;Salazar et al., 1987 e Kagawa,
1997).

Em cestodas, o praziquantel tem importancia no tratamento da teniase e da
neurocisticercose. Esta ¢ ainda um sério problema de satide publica em areas endémicas
com Taenia solium como América Latina, Africa e Asia (Bem 1996). A
neurocisticercose ¢ a maior causa de epilepsia em paises ndo islamicos em
desenvolvimento. Ocasionando sérios danos na atividade humana, quando nao tratado
(Pawlowski, Allan e Meinardi 2005).

A teniase ocorre através da ingestdo de carne de porco mal cozida contendo
cisticercos de Taenia solium estes no tubo digestivo do homem sofre acdo de enzimas
digestivas e da bile, desinvaginam-se dando inicio ao processo de fixacdo a mucosa com
crescimento do corpo do verme. A cisticercose por sua vez ¢ adquirida quando os ovos,
excretados nas fezes de individuos com a 7. solium sdo ingeridos. No intestino do
homem os ovos liberam o embrido, estes cruzam a parede intestinal, atingem a
circulacao sanguinea e sao levados até os tecidos onde se desenvolvem dentro de cistos,

mas sdo destruidos pelo sistema imune do hospedeiro exceto aqueles que ficam em



locais imunologicamente privilegiados como os olhos e o sistema nervoso
estabelecendo nestes casos a cisticercose ocular e a neurocisticercose respectivamente
(Garcia e Del Brutto 2005)

Na teniase o praziquantel ¢ prescrito na dose de Smg/Kg em dose Unica. Na
neurocisticercose ¢ o primeiro farmaco a ser prescrito nos Estados Unidos. O
praziquantel nesse caso deve ser associado a corticoides. Nao havendo resposta ao
praziquantel estd indicado o uso do albendazol (Shandera, White e Chen 1994;
Bittercourt et al., 1990). A posologia mais freqiientemente usada ¢ de doses de
50mg/Kg/dia durante 15 dias.

O praziquantel também se mostrou efetivo no tratamento da esparganose,
zoonose muito comum em paises asidticos tendo sido relatado mais de 400 casos no
Japao. O agente etiologico ¢ o cestoda Spirometra erinacei-europaei, que infecta
pequenos crustaceos, os quais sdo os primeiros hospedeiros intermediarios. A infecgao
em humanos ocorre principalmente por ingestdo de carnes mal cozidas ou cruas, de
animais que sdo segundo hospedeiros intermedidrios como galinhas, rds, cobra. A
migracao da larva plerocercoide ocorre dentro de varios o6rgados, especialmente tecido e
pele subcutanea dos humanos. Em raras ocasides, locais inespecificos como cérebro,
cavidade toracica ou 6rgdo urogenital também sdo afetados. O tratamento ¢ feito com o
praziquantel na dose de 3,6 g/dia durante trés dias (Tanaka et al, 1997).

Na difilobotriase o praziquantel também ¢ eficaz tendo sido obtido cura
parasitologica com dose Unica de 600mg. Assim como a esparganose a difilobotriase ¢
uma zoonose comum na Asia, sendo adquirida quando acidentalmente se ingere larva
plerocercoides presente em peixes infectados. As espécies Diphyllobothrium latum,
Diphyllobothrium pacificum e Diphyllobothrium nihonkaiense sao o0s principais

patogenos de caso humanos de difilobotriase (Lou et al 2007).

Uso do praziquantel na veterinaria

Em caes, o praziquantel ¢ ativo contra cestodas, na dose de Smg/kg de peso tem
uma eficacia de 99 % em uma variedade de Taenia spp, Echinococcus granulosus,
Dipylidium caninum (Gemmell, Johjstone e Oudemans 1977; Dorchies, Ducos de
Lahitte e Berthanneauau 1980).

Também tem efeito sobre a ténia, Anoplocephala perfoliata, que causa

intussuscep¢do (invaginagdo de segmento de alca intestinal para dentro de outro



segmento adjacente) no intestino delgado dos equideos, podendo também ocorrer
oclusdo da valvula ileo-cecal, além de peritonites e enterites. Estas sdo transmitidas aos
equideos através da ingestdo do acaro Oribatideo (hospedeiro intermediério) presente na
pastagem, fenos. O praziquantel em pasta na concentracdo de 9% apresenta um
excelente efeito antihelmintico (Slocombe 2006). Slocombe em 2007 avaliou o
praziquantel em pasta na concentracdo de 9% em quatro paises, Canadd, Franga,
Alemanha e Nova Zelandia tendo apresentando uma eficacia de 100 % na Nova
Zelandia, no Canada e na Alemanha.

E usado intensamente na clinica veterinaria, em animais marinhos, em cées,
gatos, entre outros. Nos peixes, em preparagdes orais, o praziquantel ¢ administrado
usando um regime de multiplas doses, para tratar parasitos monogeneos que parasitam
peixes da espécie Seriola lalandi, em culturas em gaiolas marinhas (Tubbs e Tingle
2006). Esses parasitos podem comprometer o crescimento e ser a causa da morbidade e
mortalidade de peixes desta espécie (Ernest et al., 2002; Ogawa e Yokoyama 1998). No
intervalo de 24 horas, o praziquantel se acumula na pele e no plasma do peixe. Esse
fendmeno € devido ao alto clearance do farmaco, por via hepatica ou excre¢ao renal.

Junto a formalina em agua fresca, o praziquantel estd indicado para tratamento
de peixes da espécie Lutjanus guttatus acometidos por Haliotrema sp e Euryhaliotrema
sp (monogenea: Ancyrocephalinae) parasitos que habitam as branquias (Fajer-Avila,
Velasquez-Medina e Bentacourt-Lozano 2007). Outro parasito de branquias de peixes
os Sparicotyle chrysophrii (monogenea: Microcotylidae) também sdo tratados com
praziquantel, obtendo uma alta eficacia (Sitja-Babadilla, Felipe e Alvarez-Pellitero

2006).

Praziquantel e resisténcia

Conforme ja citado anteriormente nesta revisdo, o praziquantel é o unico
farmaco de escolha para o tratamento da esquistossomose. Isso ¢ um fato preocupante
ao nivel de Satde Publica, uma vez que a esquistossomose ¢ a segunda maior doenca
parasitaria do mundo, afetando 207 milhdes de pessoas (Steinmann et al., 2000).
Portanto, monitorar o uso do praziquantel ¢ uma condi¢do imperiosa, uma vez que se

espera uma demanda cada vez maior desse farmaco em areas endémicas para



esquistossomose. Metas tragadas por organizagdes internacionais e doadores para
combate a esquistossomose na Africa sub saariana foi de se atingir em 2004
aproximadamente 10 milhdes de pessoas beneficiadas com o uso do praziquantel. Com
isso, o mercado do praziquantel cresceria substancialmente e se o prego for acessivel e a
resisténcia ao fAirmaco evitada, o consumo poderia alcangar 40 milhdes de tabletes ao
ano no final de 2005 (Fenwick et al, 2003).

A possibilidade de resisténcia ao praziquantel foi relatada inicialmente no Egito
e Senegal. No Egito, 1607 pacientes portadores de esquistossomose foram tratados com
doses de 40 mg/kg de peso, e duas semanas depois com a dose de 60 mg/kg de peso.
Contudo foi observado que em 2,4 % destes pacientes ainda persistia a presenca de ovos
de Schistosoma nas fezes (Ismail et al., 1996). Quando os ovos coletados destes
pacientes foram utilizados para manutencdo da cepa em laboratorio, os camundongos
que participaram do ciclo bioldgico apresentaram uma resisténcia de 80 % na taxa de
cura, sugerindo que os vermes descendentes desta infeccdo, respondiam com menos
intensidade ao tratamento com o praziquantel (Botros et al., 2005). Confirmando a
diminuicdo da resposta ao praziquantel, in vitro foi observada diminui¢do na contragdo
muscular dos vermes (Ismail et al., 1999), diminui¢do na lesdo do tegumento (William
et al., 2001), bem como diminui¢do na entrada de calcio (William e Botros, 2004).

No Senegal a reducdo na eficacia do praziquantel foi observada onde focos de
infeccdo de Schistosoma tiveram uma taxa de cura de apenas 18 a 36 %, quando o
esperado ficaria em torno de 70 a 90 % (Stelma et al., 1995). E mesmo quando houve
um aumento na dose de 40 para 60 mgkg de peso, ndo se observou aumento
significativo na taxa de cura (Guisse et al., 1997).

A compreensdo da resisténcia aos farmacos quando se trata de helmintos ¢ mais
dificil do que quando a resisténcia ¢ bacteriana. Devido a variagdes na susceptibilidade

de diferentes estdgios de maturagdo e sexo dos parasitos. A comparacdo das



propriedades dos focos isolados resistentes como, por exemplo, os do Senegal, podem
ajudar na elucidacdo do mecanismo de a¢cdo do fairmaco e a natureza da resisténcia. A
resisténcia ao farmaco pode ser devido ao retardamento na matura¢do do parasito,
resultando no prolongamento dos estagios imaturos que sao naturalmente resistentes ao
praziquantel (Redman et al., 1996) ou a mutacdo ou a auséncia de proteinas que atuam
como receptores do praziquantel (Day, Bennett e Pax, 1992). A ndo susceptibilidade dos
isolados do Senegal poderia ter varias explicacdes, dentre as quais a auséncia de
antigenos de superficie dos vermes, os quais quando reconhecidos pelos anticorpos do
hospedeiro apresentam uma a¢ao sinérgica com o sistema imune do hospedeiro depois

de tratados com o praziquantel (Redman et al., 1996).

Conclusio

A importancia terapéutica que o praziquantel possui sobre a esquistossomose, e sobre
uma variedade de espécies trematodas e cestodas responsaveis por zoonoses que a cada
tempo emerge no cenario da medicina humana, conduz a uma reflexdo no sentido de
que ele precisa ser usado com cautela. O monitoramento laboratorial de cepas de areas
endémicas deve ser uma exigéncia por parte das autoridades em Saude Publica, como
também incentivos ao desenvolvimento da pesquisa farmacéutica no sentido de se
buscar novas formulacdes que visem um melhor aproveitamento do principio ativo

podendo com isso reduzir doses e evitar o aparecimento de resisténcia.



Figura 1 - Estrutura Quimica do Praziquantel



Tabela I: Fontes Laboratoriais de Praziquantel

Laboratdrio

Farmacéutico Nome Comercial | Apresentagao Farmacéutica

Bayer Biltricide Comprimido de 600mg

Bayer Droncit Comprimido de 600mg; Inje¢cao 56.8mg/mL

EIPICO Epiquentel Xarope 600mg/5mL

EIPICO Distocide Comprimido de 600mg

Pharco Bilharzid Comprimido de 600mg

Cosmos Prazitel Comprimido de 600mg
Pyquiton Pilulas 200mg

Shin Poong Distocide Comprimidos de 600mg

Far-Manguinhos Praziquantel Comprimido de 600mg

Tabela II: Expectro de Atuac¢ao do Praziquantel

Dose recomendada

Doencga Agente Etioldgico de Praziquantel

2 doses de 25mg/Kg
em intervalos de 4

Esquistossomose

Schistosoma mansoni

horas

Schistosoma intercalatum

40mg/Kg em dose
Unica

Schistosoma haematobium

40mg/Kg em dose
unica

Schistosoma japonicum

3 doses de 20mg/Kg
em intervalo de 4
horas

Schistosoma mekongi

3 doses de 20mg/Kg
em intervalo de 4
horas

Opistorquiase Opisthorchis viverrini 40mg/Kg
Clonorchis sinensis
Paragonimiase Paragonimus westermani 25mg/Kg em 3 dias
Taenia solium Dose Unica
Teni de 5mg/Kg
eniase

Taenia saginata

Neurocisticercose

50mg/Kg por 15
dias

Difilobotriase

Diphyllobothrium latum

Diphyllobothrium pacificum

Diphyllobothrium nihonkaiense

Dose unica de
600mg

Espargonose

Spirometra erinacei-europaei

3,6g/dia por 3 dias
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New imidazolidinic bioisosters: potential candidates for
antischistosomal drugs
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The emergence of strains of Schistosoma resistant to praziquantel has drawn attention to the search for new
schistosomacide drugs. Imidazolidinic derivatives have performed outstandingly against adult S. mansoni worms
when evaluated in vitro. The molecular modification of imidazolidine by way of bioisosteric replacement gives rise
to variations in its biological response. This study verifies the potential of substituent groups in the derivatives (Z)3-
benzyl-5-(2-fluoro-benzylidene)-imidazolidine-2,4-dione NE4, 3-benzyl-5-(4-chloro-arylazo)-4-thioxo-imidazolidin-
2-ona PTS5, 3-benzyl-5-(3-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one JT53; 3-benzyl-1-methyl-5-(4-
methyl-benzylidene)-2-thioxo-imidazolidin-4-one JT63; 3-benzyl-1-methyl-5-(4-methoxi-benzylidene)-2-thioxo-
imidazolidin-4-one JT68; 3-(4-chloro-benzyl)-1-methyl-5-(4-methoxi-benzylidene)-2-thioxo-imidazolidin-4-one
JT69; 3-(4-phenyl-benzyl)-1-methyl-5-(4-methoxi-benzylidene)-2-thioxo-imidazolidin-4-one JT72 by determining
the viability in vitro of adult S. mansoni worms in the presence of these derivatives. The susceptibility of the worms
obtained from mice and kept in culture in the presence of different concentrations was determined by way of
schistosomacide kinetic, observed every 24 h over a period of eight days. The results show that the worms were more
sensitive to the PTS5 derivative at a concentration of 58 uM which killed 100% of the worms after 24 h of contact, also
giving rise to alterations in the tegument surface of the worms with the formation of bubbles and peeling. These
observations suggest a strong electronic contribution of the arylazo grouping in the biological response.

Key words: Schistosoma mansoni - imidazolidines - in vitro susceptibility

Schistosomiasis is still a major public health problem
in Africa, Eastern Europe, Asia, and South America (WHO
1993). For some species of Schistosoma that infect hu-
mans, praziquantel, an isoquinolin-4-one, is the only ef-
fective drug (Davis & Wegner 1979). However, its con-
tinuous use for more than 25 years, against infections
caused by both cestodes and trematodes, has made the
parasites resistant (Silva et al. 2005). At present, various
research groups are dedicating themselves to identifying
new schistosomacide agents obtained from natural
(Hamed & Hetta 2005, Tallima et al. 2005, Massoud et al.
2005) and synthetic sources (Bahgat et al. 2005, Abass &
Mostafa 2005).

The imidazolidines are a broad class of bioactive com-
pounds that also have schistosomacide properties. Niri-
dazol, 1-(5-nitro-thiazol-2-yl)-imidazolidin-2-one, the drug
used in the last century, has been widely used for clinical
purposes (Cioli et al. 1995).

The schistosomacide properties of imidazoline deriva-
tives has been shown in the case of adult S. mansoni
worms in in vitro studies (Oliveira et al. 2004, Albuquer-

Financial support: Finep, CNPq
*Corresponding author: jemonica@globo.com
Received 25 May 2006

Accepted 26 June 2006

que et al. 2005). It is known that the structural variations
lead to alterations in the physical properties and reactiv-
ity of the chemical compounds, thereby giving rise to
changes in the distribution in the cells and tissues and in
access to the active enzyme and receptor centers. The
molecular modification of imidazolidine by bioisosteric
replacement produces a biological response. This study
evaluated the schistosomacide effect of imidazolidine
derivatives with different substituent groups by deter-
mining their in vitro viability against adult S. mansoni
worms.

New 3-benzyl-5-benzylidene-1-methyl-2-thioxo-
imidazolidine JT derivatives were obtained in four stages.
At first, N-methyl-glicine or sarcosine reacts with ammo-
nium thiocianate to form 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-
4-one. At the same time, Cope esters are obtained by the
reaction of substituted benzadehydes with ethyl cyano-
acetate in the presence of piperidene (Cope et al. 1941).
To obtain the intermediary substitutes in position 5 of the
2-thioxo-imidazolidine nucleus, an addition reaction like
that of Michael’s was used reacting 1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-one with the different Cope esters, to ob-
tain the 5-benzylidene- 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-
one derivatives, which react with benzyl bromide to pro-
duce the 3-benzyl-5-benzylidene-1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-one derivatives JT.

The synthesis and the physico-chemical properties of
the derivatives (Z)3-benzyl-5-(2-fluoro-benzylidene)-
imidazolidine-2,4-dione NE4 (Lima et al. 1992) and 3-ben-
zyl-5-(4-chloro-arylazo)-4-thioxo-imidazolidin-2-one PT5
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(Brandao et al. 1997) are described in the literature. Crys-
tallographic study of NE4 proved it to have a Z configura-
tion (Simone et al. 1996).

MATERIALS AND METHODS

The BH strain of S. mansoni was kept in the labora-
tory after it had passed through Biomphalaria glabrata
molluscs and Swiss mice (Mus musculus). Mice weighing
between 20 and 25 g were infected by exposure to a
cercarian suspension of S. mansoni with approximately
150 cercarias, using the tail immersion technique (Olivier
& Stirewalt 1952).

After seven weeks of infection, the adult S. mansoni
worms were removed from the mesenteric and portal veins
of the infected mice under aseptic conditions (Duvall &
Dewitt 1967). The worms were washed in a RPMI1640
(Sigma) medium kept at pH 7.5 with HEPES 20 mM and
supplemented with penicillin (100 Ul/ml), streptomicin
(100 pg/ml) and 10% bovine fetal serum (Cutilab) and trans-
ferred to tissue culture plates containing 2 ml of the same
medium. Each well received two worms and these were
then incubated at 37°C in a humid atmosphere containing
5% CO,

The experiments were approved by the Federal Uni-
versity of Pernambuco’s Animal Experiments Ethics Com-
mittee, Process no. 185/2004, in accordance with Law 9605
Article 32 Decree 3179 —Art 17.

For the in vitro test with S. mansoni, these compounds
were dissolved in 1.6% dimethyl sulphoxide (DMSO) and
used in concentrations varying from 29 to 640 uM, which
were added to the medium containing the worms after a
period of 2 h of adaptation to the culture medium. Dupli-
cates were carried out for each concentration used. The
parasites were kept for 8 days and monitored every 24 h
to evaluate their general condition: motor activity, alter-
ations in the tegument, mortality rate. The control worms
were treated with 1.6% of DMSO in an RPMI 1640 me-
dium.

RESULTS

Chemical - In order to obtain the new 3-benzyl-5-ben-
zylidene- 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one derivative
compounds (JT) 5-benzylidene-1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-one, potassium carbonate as a catalyst and
methanol as a solvent were placed in a flask. The reactional
mixture was constantly shaken at room temperature for
one hour. Subsequently, the substituted benzyl bromide
was added. All reactions were accompanied by chromato-
graphic analysis in a thin layer by way of an adequate
elution system. The 3-benzyl-5-benzylidene-1-methyl-2-
thioxo-imidazolidin-4-one derivatives JT were purified by
washing with suitable solvents. The fusion points were
determined in capillary tubes using a Buchi apparatus.
Thin layer chromatography was carried out on Merck
60F254 silicagel chromoplates. The infra-red spectra were
produced on KBr tablets at a concentration of 1% using a
Perkin Elmer 1310 spectrometer. The magnetic nuclear reso-
nance spectra of "H NMR protons was carried out using a
Bruker AC 200 spectrophotometer in DMSO-d, or CDCI,
as a solvent and the mass spectra using a Delsi-Nermag R
1010 C spectrometer on electronic impact.

Antischistosomal imidazolidines ¢ Maira GR Pitta et al.

3-benzyl-5-(3-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-
thioxo-imidazolidin-4-one JT53

C,4H,;FN,OS Yield 41%, M.p. 183-184°C, Rf
(CHCI,:CH,0OH 8:2) 0,66,. IR (KBr): v 1680, 1460, 1570 cm"
. THNMR (DMSO-dy): &3.3 (s, 3H, NCHy,), 4.57 (s, 2H,
CH,), 6.82 (s, 1H, CH), 7.28-7.48 (m, SH, benzyl), 7.19-7.26
(m, 1H, benzylidene, 4"), 7.28-7.48 (m, 1H, benzylidene,
5"),7.87 (d, 1H, benzylidene, 2", J=7,81),9.33-9.39 (m, 1H,
benzylidene, 6"). MS m/z (%) 326(M*. 100), 327 (M* +1
13.7),328 (M"423.38),293(89), 235(12.5), 148(17.1).

3-benzyl-1-methyl-5-(4-methyl-benzylidene)-2-
thioxo-imidazolidin-4-one JT63

C,oH,(N,OS Yield 57%, M.p. 187-189°C, Rf
(CHCI,:CH,0H 6:4) 0,81,. IR (KBr): 0 1770, 1600, 1460 cm®
L. THNMR (CDCL,): &,39(s, 3H, CH,), 3.28 (s, 3H, NCH,),
4.62(s,2H,CH,), 6.4 (s, 1H, CH), 7.42-7.46 (m, 2H, benzyl,
2°6%),7.31-7.35 (m, 3H, benzyl, 3°4’5’), 7.22 (d, 2H, ben-
zylidene, 3"5" J=8.1Hz), 8.11 (d, 2H, benzylidene, 2"6"
J=8.1Hz). MS m/z (%) 322(M*. 44.19), 323 (M* +1 10.97),
324 (M"+21.29),298(24.2), 145(87.7), 130(58.7), 91(100),
65(43.2).

3-benzyl-1-methyl-5-(4-methoxi-benzylidene)-2-
thioxo-imidazolidin-4-one JT68

C,oH,(N,0,S Yield 56%, M.p. 178-180°C, Rf
(CHCI,:CH,0OH 6:4)0,78,. IR (KBr): v 1680, 1590, 1460 cm"
!.THNMR (DMSO-d,): 3.29 (s, 3H,NCH,), 3,81 (s, 3H,
OCH,),4.58 (s,2H,CH,), 6.79 (s, 1H, CH), 7.29-7.48 (m, 3H,
benzyl, 3°4’5%),7.45-7.48 (m, 2H, benzyl, 2°6), 6.99 (d, 2H,
benzylidene, 3"5" J=8.6Hz), 8.32 (d, 2H, benzylidene, 2"6"
J=8.6Hz). MS m/z (%) 338(M". 21.64), 339 (M".+1 3.18),
340 (M*.+20.32),305(8.6), 161(31.9), 146(100),91(41.8),
65(17.3).

3-(4-chloro-benzyl)-1-methyl-5-(4-methoxi-ben-
zylidene)-2-thioxo-imidazolidin-4-one JT69

C,oH,,CIN,O,S Yield 53%, M.p.. 219-219°C, Rf
(CHCI,:CH,0OH 6:4) 0,82,. IR (KBr): v 1670, 1590, 1460 cm
. 'THNMR (CDCL,): 83.28 (s, 3H,NCHS,), 3,86 (s, 3H, OCH,),
4.57(s,2H, CH,), 6.39 (s, 1H, CH), 7.29 (d, 2H, benzyl, 2°6’
J=8.7Hz), 7.29 (d, 2H, benzyl, 3’5’ J=8.7Hz), 6.88 (d, 2H,
benzylidene, 3"5" J=8.8Hz), 8.25 (d, 2H, benzylidene, 2"6"
J=8.8Hz). MS m/z (%) 372(M*. 13.29),373 (M*.+1 3.79),
374 (M2 6.31), 161(22.1), 146(100), 125(43.4), 90(6.5),
63(17.8).

3-(4-phenyl-benzyl)-1-methyl-5-(4-methoxi-ben-
zylidene)-2-thioxo-imidazolidin-4-one JT72

C,sH,,N,0,S Yield 67%, M.p. 157-159°C, Rf
(CHCI,:CH,0OH 6:4) 0,76,. IR (KBr): 0 1670, 1590, 1450 c®
L 'THNMR (CDCL,): 83.21 (s, 3H,NCH,), 3,84 (s, 3H, OCH,),
4.6 (s,2H, CH,), 6.34 (s, 1H, CH), 7.63-7.65 (m, 1H), 7.25-
7.43 (m, 8H, benzyl), 6.92 (d, 2H, benzylidene, 3"5" J=8.8Hz),
8.23 (d, 2H, benzylidene, 2"6" J=8.8Hz). MS m/z (%) 414(M™*.
30.78),415 (M*.+14.36), 167(75.8), 166(49.2), 165(100),
161(25.6), 152(40.9), 146(93.2),91(9.6).

Biological - The evaluation of the in vitro suscepti-
bility of S. mansoni to the 2-thioxo-imidazolidin-4-one
derivatives JT53,JT63,JT68, JT69, JT72 revealed that
the worms were sensitive during the first 24 h to the com-
pounds JT53, JT63, and JT72, the highest mortality rate
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occurring after 48 h of contact at a concentration of 644
pM. The JT68 and JT69 compounds, at the same con-
centration, achieved their maximum response after 72 h.
The JT53 and JT72 compounds killed around 9 and 16%
of the worms respectively with the lower concentration
used. Adult male worms, when submitted to the action of
derived arylazo imidazolidine PT5 were shown to be sen-
sitive at all the concentrations used with 100% mortality
after 24 h of contact. In the case of female worms, a clear
relation was observed between the concentration used
and the effect after a period of 24 h. The maximum effect
achieved, at concentrations of 58 uM and 116 uM, was
after 96 and 72 h, respectively. The sensitivity of the adult
S. mansoni worms to the imidazolidine-2,4-dione deriva-
tive NE4 could be seen from the first day of treatment
onwards. A maximum response of 100% mortality was
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achieved at the end of the fourth day of exposure to the
320 iM concentration (Figure).

In all the experiments, the control group remained vi-
able throughout the observation period, and were sub-
mitted only to the vehicle used to dissolve the different
compounds.

DISCUSSION

The mortality kinetic of adult S. mansoni worms in the
presence of imidazolidine derivatives was used to evalu-
ate the schistosomacide properties of the imidazolidine
derivatives studied.

It can be seen from Table that the compound arylazo
imidazolidine PT5 caused 100% mortality of worms at a
concentration of 29 uM in the course of a period of 24 h of
contact and was the most active compound. The 2-thioxo-
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TABLE

Concentration and contact time capable of producing 100%
mortality of adult Schistosoma worms

Compound Concentration Contact time (h)
JT68 640 uM 72h
JT69 640 uM 48h
JT72 640 uM 48h
JT53 640 uM 48h
JT63 640 uM 48h
NE4 320 uM 96h
PT5 174 uM 24h

imidazolidin-4-one derivatives JT53, JT63, JT68, JT69,
and JT72 only reached a similar percentage mortality of
worms at a concentration of 644 pM, after 48 h. The long-
est period of time taken to cause the death of all the worms
was 96 h of contact at a concentration of 320 uM in the
case of the NE4 derivative.

All the derivatives studied caused alterations in the
tegument surface of the worms with the formation of
bubbles and peeling, indicating damage to cells, an effect
directly related to the duration of exposure. It was also
observed that schistosomacide properties followed a
dose-response dependent relation.

The mortality rate and the lesions in the teguments
suggest that the imidazolidine derivatives are active
against S. mansoni. The 3-benzyl-5-(4-chloro-arylazo)-4-
thioxo-imidazolidin-2-one PT5 derivative proved to be the
most active, probably owing to the participation of the
arylazo grouping.
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