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RESUMO

Uma a cada trinta pessoas € portadora de esquistossomose ao redor do mundo. Atualmente, o
praziquantel (PZQ) é o Unico medicamento recomendado para o tratamento e controle da
esquistossomose. Embora seguro e eficaz, € preocupante disponibilizar apenas uma droga para o
tratamento de uma doencga que afeta milhdes de pessoas. Além disso, 0 PZQ apresenta baixa
atividade contra esquistossomulos, vermes jovens e vermes fémeas adultas e diversos estudos
alertam para uma possivel selecdo de cepas Schistosoma-resistentes e/ou tolerantes a esse
farmaco. Isso nos encoraja a contribuir com novos estudos para preservar o PZQ. Inicialmente
desenvolvida como droga anti-tumoral, B-lapachona (3-lap), orto-naftoquinona lipofilica de
ocorréncia natural, analogo semi-sintético do lapachol, tem recebido muita atencdo da comunidade
cientifica devido a sua ampla atividade bioldgica. As naftoquinonas, incluindo B-Lap, tém se
mostrado ativas contra o S. mansoni bloqueando a penetracdo cercariana quando aplicados
topicamente e também atuando como cercaricida; inibindo a glicélise aerébica de vermes adultos;
alterando a motilidade e superficie do tegumento dos vermes e atuando como moluscicida contra
adulto e massas de ovos de Biomphalaria glabrata. O presente estudo fornece, pela primeira vez,
conclusdes sobre as propriedades esquistossomicida in vitro e in vivo de [-lap. Nos ensaios in
vitro a mortalidade, motilidade e alteragdes no tegumento observadas por microscopia eletronica
de varredura foram utilizadas como parametros esquistossomicida. Em modelo murino avaliamos
os efeitos esquistossomicida da 3-lap sobre esquistossomulo de pele, esquistossdmulo pulmonar,
vermes jovens e vermes adultos. In vitro a morte do parasito foi precedida por progressivo dano na
superficie da membrana, caracterizado por descamacdo do tegumento, reducdo dos espiculos,
formacdo de bolhas, ruptura e aparecimento de erosdo na superficie tegumentar. Além disso,
intenso edema generalizado, areas de rachaduras com superficie rugosa, sulcos e aparente fibrose,
também foram visualizadas na porcdo anterior do verme. O nimero de parasitos mortos foi
concentragdo e tempo dependentes. 3-Lap reduziu significativamente (p < 0,001) a carga
parasitaria total em 29,78%, 37,2%, 24,2% e 40,22%, quando administrado in vivo durante as
fases de esquistossomulo de pele, esquistossomulo pulmonar, vermes jovens e vermes adultos,
respectivamente. Reducdo significativa também foi alcancada na carga de vermes fémeas para 0s
mesmos esquemas \terapéuticos. Em todos os grupos, houve reducédo significativa no numero de
ovos e granulomas no tecido hepatico. A intervencdo, realizada durante a fase de vermes adultos,
reduz o tamanho dos granulomas hepatico e percentual de ovos imaturos, além de aumentar a
porcentagem de ovos maduros e mortos. O emprego de novas formulagdes contendo [3-lap abrem
perspectivas de novos estudos que visem aumentar sua atividade e elucidar seu mecanismo de
acdo, além de utiliza-la como proto6tipo para a sintese de novos derivados naftoquinénicos com
potencial esquistossomicida.

PALAVRAS-CHAVES: Tabebuia Ultraestrutura, in vitro, murino, Schistosoma mansoni
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ABSTRACT

One in thirty people is carrying schistosomiasis around the world. Currently, praziquantel (PZQ) is
the only drug recommended for the treatment and control of schistosomiasis. Although safe and
effective, it is worrying to provide only one drug to treat a disease that affects millions of people. In
addition, PZQ presents poor activity against schistosomula, young worms and adult female worms
and several studies warn for a possible selection of Schistosoma-resistant and/or tolerant strains to
this drug. This encourages us to contribute with new studies to preserve the PZQ. Initially
developed as anti-tumor drug, R-lapachone (B3-lap), an ortho-naphthoquinone lipophilic of natural
occurrence, semi-synthetic analog of lapachol, has received much attention from the scientific
community due to its wide biological activity. The naphthoquinones, including p-Lap, have shown
activities against S. mansoni blocking the cercarial penetration when applied topically and also
acting as cercaricida; inhibit aerobic glycolysis of adult worms; alter motility and the surface of the
tegument of worms and act as molluscicide against adult snail and egg masses of Biomphalaria
glabrata. The present study provides, for the first time, conclusions about the properties
schistosomicidal in vitro and in vivo of R-lap. In vitro, the mortality, motility and changes in the
tegument observed by scanning electronic microscopy were used as parameters schistosomicidal. In
murine model, we evaluated the schistosomicidal effects of R-lap on skin schistosomula, lung
schistosomula, young worms and adult worms. In vitro, the parasite death was preceded by
progressive damage on the membrane surface, characterized by flaking of the tegument, reduction
of spicules, blistering, breaking and appearance of erosion on the tegument surface. Moreover,
intense generalized edema, areas with rough surface cracks, grooves and apparent fibrosis, were
also detected in the anterior portion of the worm. The number of dead parasites was concentration
and time dependent. R-Lap significantly reduced (p < 0.001) the total parasite load to 29.78%,
37.2%, 24.2% and 40.22%, when administered in vivo during phases of skin schistosomula, lung
schistosomula, young worms and adult worms, respectively. Significant reduction was also
achieved in female worm burden for the same treatment. In all groups, there was significant
reduction in the number of eggs and granulomas in liver tissue. The intervention, conducted during
the adult worms phase, reduces the size of hepatic granulomas and the percentage of immature
eggs, and also increases the percentage of mature and dead eggs. The use of new formulations
containing R-lap opens perspectives for new studies aiming the increasing of its activity and to
elucidate its mechanism of action, and also use it as a prototype for the synthesis of new
naftoquindnicos derivatives with schistosomicidal potential.

KEYWORDS: [-lapachone, tegument changes, ultrastructure, murine model, evolutionary stages
of S. mansoni
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1. DEFINICAO DO OBJETO DE PESQUISA

1.1 DELIMITACAO DO TEMA

A esquistossomose, € uma doenca cronica e debilitante causada por vermes do género
Schistosoma. Estima-se em 779 milhdes de pessoas sobre risco permanente de infecgdo, 207
milhdes infectadas, das quais 20 milhdes apresentam complicacfes cronicas e mais de 500.000
morrem todos os anos (STEINMANN et al, 2006; WHO, 2008).

Apesar de muitos esforcos, a esquistossomose ainda € uma doenca negligenciada. Na
inexisténcia de vacina satisfatoria e acdes eficazes em salde publica a quimioterapia é o Unico
recurso imediato para reduzir a prevaléncia e incidéncia da esquistossomose (CIOLI, PICA-
MATTOCCIA, ARCHER 1995). Atualmente o praziquantel (PZQ) é droga de escolha por ser
efetiva contra todas as espécies de Schistosoma que infectam o homem. Que, apesar de seguro e
eficaz, é preocupante a disponibilidade de apenas uma droga empregada no tratamento de uma
doenca que afeta milhdes de pessoas. Além disto, o PZQ apresenta baixa atividade contra
esquistossomulos, verme jovem e fémea (GRYSSELS et al., 2001; PICA-MATTOCIA, CIOLlI,
2004) e diversos estudos alertam possivel selecdo de cepas Schistosoma-resistentes e/ou
tolerantes ao PZQ. Este quadro, ndo apenas justifica, mas aponta a necessidade de planejamento,
desenvolvimento e pesquisas com novos farmacos com potencial esquistossomicida in vivo e in
vitro (CIOLI, 2000).

B-Lapachona (B-lap) (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H- naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona) é uma
orto-naftoquinona lipofilica de ocorréncia natural, analogo semi-sintético do lapachol, quinona
extraida da casca de arvores das familias Bigoniaceae e Verbenaceae, encontradas em muitas
regibes do Brasil, pais onde seu extrato é amplamente empregado na medicina popular no
controle de diversas enfermidades (PINTO et al., 1977). R-lap apresenta propriedades anti-
Trypanosoma cruzi (MENNA-BARRETO 2007, SALAS et al. 2008), antimalaricas in vitro e in
vivo contra cepas que sdo sensiveis e resistentes a cloroquina (ANDRADE-NETO 2004,
PEREZ-SACAU et al., 2005), antifungicas (MEDEIROS et al., 2010), antibacteriana
(KENNETH et al. 2012), inibindo a replicacdo do virus HIV-1, da transcriptase reversa do virus
da mieloblastose aviaria, leucemia murina Rauscher e do a-polimerase de DNA (SCHUERCH e
WEHRLI 1978; LI et al., 1993). No entanto, ndo ha duividas que suas propriedades

antineoplasicas geram as maiores expectativas na sua molécula. In vitro e in vivo, R-lap inibi o
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crescimento de tumores resistentes a terapia convencionais, particularmente os de proliferacéo de
ciclo celular lento (PARK et al., 2005; SUZUKI et al., 2006; MOON et al., 2010).

R-lap depois de sofrer reducdo enzimatica in situ (redox ciclo) produz espécies reativas de
oxigeénio, que acelera hipoxia intracelular em tumores e microrganismos através da producéo de
anion superdxido, aumento peroxidacdo lipidica e desorganizacdo protéica (MELISSA et al.,
2007; PINTO e CASTRO 2009; BEY 2007; SALAS et al., 2008). Com relacéo as propriedades
anti-Schistosoma das naftoquinonas, Pinto e colaboradores em (1997) sintetizaram alguns
derivados, incluindo a R-Lap, com o objetivo de inibir topicamente a penetracdo de cercarias do
S. mansoni em camundongos. Neste experimento, dos 23 derivados, 15 bloquearam a penetracao
quando aplicado na cauda dos camundongos 24 horas antes da exposi¢do a infeccdo via caudal
(PINTO et al., 1997). Recentemente Lorsuwannarat e colaboradores (2013) demonstraram que 5-
hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona, conhecido como plumbagin, é eficaz contra vermes adultos de
S. mansoni, alterando a motilidade e superficie do tegumento que causariam a morte dos vermes.
Outros estudos envolvendo o controle da esquistossomose usando derivados naphthoquinonas
incluem a inibicdo da glicolise aerébica em adultos de S. mansoni (EDINGL, TERSAN e
WAITE 1947), atividade moluscicida contra o caramujo adulto e massas de ovos de caramujos
Biomphalaria glabrata (hospedeiros intermediérios de S. mansoni) e atividade contra cercarias
(cercarias de S. mansoni) (LIMA et al., 2002; CAMARA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009).

Diante do exposto e considerando as propriedades farmacoldgicas da B-lap, torna-se
necessaria uma investigacao direcionada a sua analise sobre o S. mansoni, empregando modelos
experimentais in vivo e in vitro e aplicando uma abordagem mais ampla dos aspectos
parasitolégicos antes ainda ndo estudados. Dessa forma, pretendemos contribuir para o
conhecimento de uma droga com potencial esquistossomicida, cuja infec¢do representa um grave

problema de saude publica mundial.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1- Epidemiologia e distribuicdo geografica da esquistossomose

Enquanto a maioria das doencgas parasitarias vai diminuido em importancia, com funcéo
do desenvolvimento econémico e controle disponivel, a esquistossomose encontra-se em plena
expansdo. Em escala global, um a cada trinta individuos € portador de esquistossomose, 0 que
representa cerca de 207 milhdes de pessoas infectados. Ha& estimativa que em 78 paises e
territorios 779 milhGes de pessoas encontram-se sobre risco constante de contrair a
esquistossomose, e que 20 milhdes desenvolvam a forma cronica, evoluindo para sérias
complicacdes, que causam aproximadamente 500.000 mortes anuais (BINA e PRATA, 2003;
CHITSULO, LOVERDE, ENGELS, 2004; PARISE FILHO et al., 2007; WHO 2008).

A gravidade que assume a doenca em muitos casos e o déficit organico que produz,
fazem da esquistossomose a segunda mais importante doenca tropical em termo de morte e
morbidade, ficando atras apenas da malaria. Uma doenca é considerada endémica com base na
analise das caracteristicas espaciais e temporais que definem um determinado agravo a saude. A
esquistossomose € considerada uma endemia, pois acomete ampla faixa de populagdes sob riscos
especificos, ha um longo tempo. Os acometidos encontram-se amplamente distribuida em paises
dos continentes Asiatico, Africano e Americano, incluindo neste o Brasil (Figura 1). Em 2005,
King e colaboradores referem-se a esquistossomose como uma pandemia, € a responsabiliza por

2-15% do subdesenvolvimento da populagdo portadora da doenca (KING et al., 2005).
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B S. haemetobium
S. japonicum
M S. mekongi

Figura 1. Distribuicdo global da esquistossomose de acordo com seus agentes etiolégicos
(WHO 2011).
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O género Schistosoma apresenta cinco espécies responsaveis por problemas de salde

publica na epidemiologia humana. Considerando as caracteristicas morfologicas do verme,

morfologia do ovo, evolucéo do ciclo biologico, espécies de moluscos hospedeiros, distribuicdo

geografica e padrdes de isoenzimas e DNA, as espécies do género Schistosoma sdo assim
classificadas (DESPRES, IMBERT-ESTABLET, MONNEROT 1993) (Quadro 1 e figura 2).

Quadro 1. Distribuicdo das espécies de Schistosoma de acordo com as caracteristicas

morfologicas do ovo, malacoldgicas, distribuicdo geogréafica e habitat dos vermes adultos.

Espécie Morfologia Hospedeiro Distribuicdo Habitat do
do ovo Intermediario Geogréfica verme adulto
S. haematobium  Ovos elips6ides com . ‘e -
1P . Bulinus sp Africa/ Plexo Urinario
espiculo terminal . -
Oriente Médio
Ovos elipsoides com . ‘o (.
_ esporao terminal Bulinus sp Africa Central Mesentéricas/
S. intercalatum Plexo Urinério
Ovo ovdide com 0 lani China, Japdo, Veia Porta/
S. japonicum espiculo lateral ncor;w: ania Filipinas Mesentéricas
Ovos ovoide com Neotricul Sudeste Veia Porta/
s. mekongi rudimento de €0 r'rfu a Asiatico Mesentéricas
' espiculo lateral aperta
Ovos com espiculo Africa, Antilhas, Veia Porta/
S mansoni Lateral Biomphalaria Américado Sule  Mesentéricas

Central
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Espécies do género Schistosoma importantes em saude publica

S. Intercalatum S. japonicum S.Mekongi
Fischer, 1934 Katsurada, 1904 Voge, Brickner e Bruce, 1978

S. haematobium

: S. mansoni
Bilhartz, 1852

Sambon, 1907

Figura 2. Ovos de Schistosoma com importancia em satde publica humana.

Estimativas mostram que o maior nimero de pessoas infectadas esteja no continente
Africano, onde poucos esforcos tém sido implantados no sentido de controlar a infeccdo
(CHITSULO et al., 2000). A Africa apresenta baixos indices de esquistossomose mansdnica na
porcdo Norte, porém na regido do delta do Nilo e no Sul do Saara sdo concentrados 0s maiores
focos, onde existem 85% de todos os casos de esquistossomose no mundo (WHO, 2006). Na
Asia apenas ocorrem focos na Arabia Saudita, Iémen e Oman. Na América Central e América do
Sul, os locais de infecgdo estdo em varios estados do Brasil, Venezuela, Suriname, Porto Rico,
Republica Dominicana e Antilhas (ROSS et al., 2002).
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Embora existam cinco espécies que acometem o homem, o S. mansoni é a de maior
prevaléncia, endémica em 55 paises, principalmente no Sul do Saara africano como também em
grande parte da América do Sul (CHITSULO, 2000). As espécies do género Schistosoma
provavelmente chegaram as Ameéricas com o trafico de escravos africanos e com a imigracéo
asiatica e oriental, porém apenas o S. mansoni adaptou-se a regido, devido ao encontro de bons
hospedeiros intermediarios e condi¢cbes ambientais semelhantes a sua origem (KATZ e
ALMEIDA, 2003). Apesar da Europa também ter recebido populacdes de escravos e imigrantes
asiaticos e de ser comprovada a existéncia de ovos de Schistosoma em coprolitos, o parasitos ndo
se estabeleceu, devidos a inexisténcia de hospedeiros intermediarios suscetiveis (BOUCHET et
al., 2002).

No Brasil o S. mansoni chegou entre os séculos XVI e XVII durante a colonizacao
portuguesa (TCHUEM TCHUENTE et al., 1995). Aqui, encontrou hospedeiro intermediério,
caramujos do género Biomphalaria, com ampla distribuicdo geografica, o que facilitou a
instalacdo e a propagacdo do parasito, além das condi¢cbes ambientais favoraveis para adaptacao
(REY, 2001). Os hospedeiros intermedidrios do S. mansoni sdo moluscos de agua doce,
hermafroditas, inclusos na familia Planorbidae, caracterizado por ter a concha enrolada em
espiral plana, por essa razdo, conhecido por planorbideos (LUTZ, 1918).

No Brasil trés espécies de Biomphalaria podem ser encontradas naturalmente infectadas
pelo S. mansoni: B. glabrata (Say,1818), B. straminea (Dunker,1848) e B. tenagophila
(Orbigny,1835). O B. glabrata chega a eliminar até 4.500 cercarias/dia e a B. straminea em
média 400/dia. A Figura 3 ilustra a distribuicdo geografica das espécies de Biomphalaria
reconhecidas como hospedeiros intermediarios de S. mansoni no Brasil.

No Brasil, apesar dos esfor¢os implantados para controle da esquistossomose, é o pais da
América do Sul onde se concentra 0 maior nimero de casos registrados, estima-se que afete
4,6% da populacéo, ou seja, aproximadamente 8.000.000 de pessoas (BARBOSA, 2005) e que o
risco de adquirir a infeccdo é maior do que muitos paises da Africa, sendo de 42,73 milhdes de
pessoas (WHO, 2009b). Dados do Ministério da Saude do Brasil destacam que a
esquistossomose causa mais Obitos, em média, mais de 500 por ano, que a dengue, a
leishmaniose visceral e a malaria. Todos 0s anos sdo registrados mais de 100 mil novos casos,
sendo Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe os estados com maior indice de
prevaléncia (Divisdo de Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar, 2009).
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B. glabrata
B. straminea

D B. tenagophila

Figura 3. Distribuicdo geogréafica dos hospedeiros intermediarios de S. mansoni.
Extraido e adaptado de Paraense (2001).

Os estudos refletem contradicdes na estimativa atual da esquistossomose no pais,
denotando assim um desconhecimento atual da prevaléncia, justificando a necessidade de um
inquérito nacional, com amostra controlada e representativa, com o proposito de atualizar as
informacdes sobre esta endemia. De acordo com a portaria n° 104, de 25 de janeiro de 2011 do
MS, a esquistossomose faz parte da Lista de Notificagdo Compulsoria, e devera ser registrada em
areas endémicas e ndo endémicas. Entretanto, os casos ainda sao subnotificados (BRASIL, 2006;
2011).

Atualmente o S. mansoni encontra-se distribuido em 19 estados brasileiro (figura 4) desde
0 Maranh&o até Minas Gerais, concentrando-se na Regido Nordeste, especialmente nos estados
de Pernambuco, Alagoas e Sergipe. Focos isolados tém ocorrido no Rio de Janeiro, Sdo Paulo,

Goiaés e Distrito Federal, porém os nimeros de casos vém aumentando na Regido Sul do pais.
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Figura 4. Distribuicdo da esquistossomose mansoni no Brasil (Amaral et al., 2006).

Um importante exemplo da expansdo da esquistossomose no territorio se deu em 1997
guando Carvalho e colaboradores detectaram pela primeira vez a presenca de B.glabata na
regido metropolitana de Porto Alegre, onde mais tarde foi confirmada a primeira infeccédo
humana por S. mansoni autoctone na regido (CARVALHO et al., 1998). Este quadro € resultante
da migracdo e movimentacdo de pessoas de areas endémicas e grandes projetos com mudancas
do quadro ambiental como a constru¢cdes de estradas e represas que contribuem para o
estabelecimento de novos focos de transmissé@o natural (SOUTHGATE et al., 2001).

Barbosa e colaboradores (2006), utilizando dados da Fundacdo Nacional de Saude,
constataram que Pernambuco exibe o maior nimero de casos, cerca de um quarto de sua area
com prevaléncias acima de 25% e taxas crescentes de infec¢do. Aproximadamente cinco
milhOes de pessoas residem nesta regido e, assim, cerca de 62% da populacdo pernambucana
estd sob risco de infeccdo. SO em 2006 foram notificados 762 casos (BRASIL 2006).
Adicionalmente, existem localidades na regido da Zona da Mata do estado com 80% de
individuos cronicamente parasitados (figura 5) (FAVRE et al., 2001; RESENDES et al., 2005).
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Zona da Mats

from 10% to 50% (moderate prevalence)
B < 10% (low prevalence)

Figura 5. Prevaléncia de esquistossomose mansoni nos municipios da Zona da Mata de
Pernambuco, de acordo com estudo feito em escolares (BARBOSA et al., 2006)

Historicamente, a esquistossomose € considerada uma doenca endémica rural em
Pernambuco, sendo comprovada a existéncia de casos e focos de transmisséo em quase todos 0s
municipios da Zona da Mata, principalmente nas regides canavieiras do Estado. Esta parasitose
vem em expansao gradual ocasionada pelo éxodo de trabalhadores rurais em busca de trabalho.
Estes trabalhadores migram de suas localidades principalmente para a regido metropolitana do
Recife, uma vez motivados pela concentracdo de renda. Alguns destes individuos saem de sua
regido infectados e acabam assumindo papel de potente disseminador dos ovos do parasito no
meio ambiente, pois devido as suas condigdes de vida precéria que assumem, sem saneamento
basico e moradia adequada, acabam contaminando criadouros de moluscos existentes no litoral.

Este fato tem sido comprovado no decorrer de mais de 10 anos de estudos de Barbosa e
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colaboradores que ja ttm comprovado a existéncia de casos autdctones na regido indene do
litoral do estado e regido metropolitana do Recife, além de existir novos sitios de transmissdo em
regides de turismo e férias de verdo (BARBOSA et al., 1996a, 1996b, 1998a, 1998b, 20003,
2000b, 2001; SOUZA, 2008; BARBOSA et al., 2010).

Como consequéncia, o perfil epidemiologico da esquistossomose vem sofrendo
profundas alteragdes comportamentais em termos de morbidade, mortalidade e situagdo
socioecondémica. Em areas rurais, a esquistossomose se apresenta predominantemente sob a
forma cronica, incidindo na classe social de baixa renda e tendo como vetor o B. straminea.
Enqguanto no litoral e regido metropolitana do Recife, a doenca é destacada por casos agudos em
pessoas de classe média e alta, sendo o vetor o B. glabrata (BARBOSA et al., 2001).

Devido aos esforcos da Fundacdo Nacional de Saude, ocorreu uma reducdo da taxa de
mortalidade em Pernambuco de 3,75, em 1979, para 2,04 por cem mil habitantes, em 1996, e
queda das internagdes por esquistossomose de 6,07, em 1984, para 4,51, em 1998 (CARMO,
1999). Entretanto, a prevaléncia por esquistossomose, no periodo de 1983 a 1995, foi superior a
30,0% em alguns municipios do Estado de Pernambuco (RESENDES, SANTOS e BARBOSA,
2005).

Desta forma, fazem-se necessarios, associado as medidas de controle, novos estudos no
sentido de melhor conhecer a infeccdo e a dindmica das interacbes hospedeiro-parasita, 0s
aspectos epidemioldgicos bem como avancgos de novas terapias esquistossomicidas no sentido de

controlar a expansdo dos casos de esquistossomose mansoni.

2.2 Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.

Os aspectos morfoldgicos e bioldgicos do S. mansoni devem ser analisados de acordo
com seus varios estagios de desenvolvimento nos hospedeiros definitivo e intermediario. O
parasito apresenta as seguintes fases evolutivas: ovo, miracidio, esporocisto, cercaria,

esquistossomulo e verme adulto (figura 6).
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Figura 6. Formas evolutivas do S. mansoni. A) ovo; B) miracidio;
C) Esporocisto; D) Cercéria E) Esquistossomulo e F) vermes adultos macho e fémea.
(SCIENCE PHOTO LIBRARY, 2007)

O ciclo bioldgico do S. mansoni é do tipo heteroxénico com passagem obrigatoria em
dois hospedeiros: um definitivo representado pelo homem e alguns roedores, onde ocorre a
reproducdo sexuada dos vermes, e o hospedeiro intermediario que sdo moluscos do género
Biomphalaria no qual ocorre a reproducdo assexuada.

No hospedeiro definitivo inicia-se com a penetracdo da cercaria até a eliminacdo de ovo
maduro junto as fezes e no hospedeiro intermediario da penetragcdo do miracidio até a liberagéo
de cercéaria. Uma caracteristica peculiar para ambos 0s hospedeiro € 0 meio aquatico com
passagem obrigatdria para evolucdo do parasito, e € o local onde sdo encontradas as formas
infectantes para os hospedeiros (KATZ e ALMEIDA, 2003).

O ovo em contato com a agua e em condi¢fes especificas (luminosidade intensa,
temperatura em torno 28°C e boa oxigenacgéo), eclode liberando uma larva ciliada de vida livre
denominada miracidio. O miracidio nada ativamente até o encontro do hospedeiro intermediario,
este encontro é facilitado por quimiorreceptores localizados em suas fibras nervosas que sdo
capazes de reconhecer substancias sintetizadas e excretadas junto ao muco produzido pelo

caramujo (HAAS, 1995). O miracidio em contado com o tegumento do caramujo movimenta-se
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ativamente, fazendo com que suas glandulas de penetracdo liberem enzimas proteoliticas, que
favorecem a digestdo dos tecidos moles, principalmente na base das antenas e no pé do caramujo
(COELHO, 1957). Esse processo dura em média de 3 a 15 minutos (REY, 2001). No interior do
caramujo, o miracidio perde seu revestimento epitelial ciliado, e as demais estruturas de
penetracdo e sofre reorganizacdo celular, perdendo totalmente seu aspecto anterior ao se
transformar em uma estrutura sacular alongada — esporocisto primério — que da origem a
esporocistos filhos. Apds 72 horas, as células germinativas contidas no esporocisto filho sofrem
intensas multiplicacbes, originando 0s esporocistos secundarios. Estes migram ativamente
através dos tecidos do molusco atingindo a glandula digestiva (COELHO, 1957).

O interior destes esporocistos € repleto de células germinativas em constante
multiplicacdo que se diferenciam para formar um novo tipo de larva, as cercarias. Estima-se que
um unico miracidio seja capaz de produzir entre 100.000 até 300.000 cercarias no processo de
reproducdo assexuada, todas do mesmo sexo, embora as cercérias ndao apresentem Orgaos
genitais caracteristicos nesta fase (FAUST, HOFFMAN, 1934; RAGHUNATHAN e
BRUCKNER, 1975).

As cercarias abandonam intermitente o molusco infectado, preferencialmente nas horas
mais claras e quentes do dia, nadam ativamente podendo penetrar via pele em vérias espécies de
animais, porém sé se desenvolvem no hospedeiro definitivo apropriado. Durante o processo de
penetracdo a cercaria perde a sua cauda bifurcada e o corpo cercariano permanece na derme ou
tecido conjuntivo por dois ou trés dias, originando o esquistossdmulo de pele. Este alcanca a
corrente circulatéria, havendo também a possibilidade de migracdo por via linféatica, e
passivamente é carreado pelo fluxo sanguineo venoso para o lado direito do coracdo, de onde sdo
bombeados para os pulmdes, sendo a agora conhecido como: esquistossdmulo pulmonar (REY,
2001). Aproximadamente duas semanas ap0Os infeccdo, retornam ao coracdo via veias
pulmonares, entdo ganham a grande circulacdo. O desenvolvimento final de esquistossémulo em
verme adultos macho ou fémea se completa nos vasos intra-hepaticos (PINTO e ALMEIDA,
1948).

Os vermes adultos acasalam, migram para as veias mesentéricas inferiores,
principalmente ao nivel da parede intestinal superior, onde ocorre a postura dos ovos. Contudo,
apenas cerca de 50% dos ovos chegardo ao ambiente externo dando continuidade ao ciclo

bioldgico. O restante dos ovos fica retido na mucosa intestinal ou é arrastado, pela circulacao,
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para o figado, dando origem ao quadro mais caracteristico da esquistossomose: a reagao
inflamatoria granulomatosa hepatica (figura 07) (REY, 2001).

Cercaria
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% /’_ 5' \ \ Esquistossomulo
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Hospedeiro intermediario
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Hospedeiro definitivo
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S. mansoni

Figura 7. Ciclo Biologico do Schistosoma mansoni.
Fonte: Centro de Controle de Doencas e Prevencdo — Esquistossomose

2.3 Vermes adultos do Schistosoma mansoni

O S. mansoni € endoparasita sanguineo obrigatdrio, Platyhelminthes (Platy = chato), ou
seja, vermes achatados de tegumento ndo-segmentado, trematddeo digenético com duas ventosas
como 6rgaos de adesdo (ventosa oral e ventral ou acetabulo), simetria bilateral, auséncia de exo ou
endoesqueleto, aceloma - com tecido conjuntivo enchendo 0s espagos entre 0s 0rgaos internos,
sistema digestivo incompleto (auséncia de anus), com abertura bucal na face ventral, faringe e
esdfago que se bifurca originando os cecos intestinais na extremidade posterior, auséncia de
aparelho respiratério e sistema excretor tipo protonefridico.

E verme didico, o adulto macho mede cerca de lcm de comprimento, tem cor
esbranquigada, com tegumento recoberto de minusculas projecdes (tubérculos). Apresenta o corpo

dividido em duas regides: anterior que é cilindrica e posterior plana. A regido plana sofre uma
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dobra lateral no sentido longitudinal, dorso ventralmente formando um canal chamando de “canal
ginecoforo” que tem a fungdo de albergar a fémea e fecunda-la (NEVES, 2000).

Logo atras do acetabulo, 0 macho apresenta de sete a nove massas testiculares, que se
abrem diretamente no canal ginecéforo, na auséncia de 6rgdo copulador os espermatozoides
produzidos passam pelos canais deferentes, que se unificam em nivel do poro genital, localizado
no canal ginecofaro (NEVES, 2000).

A fémea apresenta cor castanho-escuro devido a ocorréncia da ingestdo e quebra de
hemoglobina em hemozoina no ceco (OLIVEIRA et al., 2000). A topografia da fémea é mais
simples do que as dos machos, caracterizada pelo tegumento liso, corpo fino, cilindrico e
delicado, medindo cerca de 1,2 a 1,6 cm de comprimento e instalada no canal ginecoforo. A
presenca das ventosas e sistema digestorio e semelhante ao macho. Segui-se a vulva, Utero, (que
pode ter de um a dois ovos) e ovario Unico oblongo, na metade anterior do corpo. A regido
posterior da fémea localiza-se as glandulas vitelogénicas, que ocupam os dois tercos posteriores
de seu corpo (OLIVEIRA et al., 2000; NEVES, 2000).

O tegumento que envolve a superficie externa do verme é constituido de uma membrana
haptalaminar, sendo envolvida por duas bi-camadas lipidicas muito proximas e opostas na forma
de uma membrana plasmatica normal que descansa sobre uma outra regido denominada de
mambranocalice (KRAUTZ_PETERSON et al., 2007). O tegumento é um complexo sincicial,
constituida de pregas ligadas aos canais tubulares, que formam uma interface importante entre o
parasita € 0 hospedeiro e pode apresenta-se como a principal rota para absorcdo de glicose,
aminoacidos e outros nutrientes de forma similar, e também a excrecdo de produtos metaboélicos
como é&cido latico (CAMACHO e AGNEW 1995). A importagdo de nutrientes através da
superficie do tegumento implica a presenca de proteinas de transportes na membrana do
tegumento, tais proteinas quando importam nutrientes sdo expostas ao sangue do hospedeiro,
desta forma o parasito fica exposto a quimioterapicos e sistema imunoldgico
(KRAUTZ_PETERSON et al., 2007).

O processo de sintese e reparo da membrana plasmatica apical e do envelope subjacente
sdo considerados caracteristicas chaves para a sobrevida e adaptacdo dos vermes, em resposta
aos danos caudados pelos componentes imunes do hospedeiro a agdo de drogas
esquistossomicidas. O tegumento do S. mansoni apresenta poros e fissuras com a possibilidade

de metabdlitos entrarem ou sairem por estas aberturas, assim como numerosas e variadas
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saliéncias e organelas tacteis ou papilas sensoriais distribuidas no tegumento dos vermes
(MILLER et al., 1972).

2.4 Patogenia

A sintomatologia e evolugdo da esquistossomose dependem de fatores como: a espécie do
parasito, a carga parasitaria, da frequéncia das reinfec¢des, do estado imunoldgico e a idade do
hospedeiro definitivo (BUTTERWORTH et al., 1985; KABATEREINE et al., 1999).

As lesbes que ocorrem no organismo parasitado pelo S. mansoni sdo decorrentes, tanto da
agresséo direta do parasito ou de seus elementos, quanto da resposta imune do hospedeiro a tais
agressoes (Prata, 1996). Estudos anatomo-clinicos mostram que existem diferencas significativas
entre os individuos portadores das varias formas clinicas da esquistossomose mansoni, que se
desenvolve em duas fases: aguda e cronica. Na fase aguda, 0 homem pode apresentar dermatite
cercariana decorrente da morte de algumas cercarias que encalham nos estratos da pele. As
manifestacdes clinicas sdo micropapulas eritematosas e pruriginosas, com intensidade e duracéao
geralmente pequenas (LAMBERTUCCI, SILVA e VOIETA, 2005).

Apoés desaparecimento dos sinais cutaneos, com posterior desenvolvimento dos
esquistossomulos os pacientes podem apresentar febre alta, mal estar, astenia, urticaria, tosse,
anorexia, nauseas, vomitos, mialgias, cefaléia e diarréia (DOMINGUES e DOMINGUES,
1994). Em virtude dos sintomas mencionados correrem também em varias outras doencas
infecciosas e parasitarias, o quadro clinico pode néo sugerir o diagnéstico. O exame fisico pode
detectar abdome distendido e doloroso, com figado e baco aumentados (REY, 2001). Essas
manifestacbes da fase aguda ndo sdo evidenciadas em moradores de areas endémicas,
caracterizando a forma inaparente (LAMBERTUCCI et al., 2000).

Apds regressao dos sintomas, a maioria dos pacientes permanece assintomatico quando
entdo sdo observadas manifestacdes clinicas predominantemente intestinais caracterizando a
forma intestinal. Dentre o0s sintomas observados podem ser destacado: indisposicéo,
emagrecimento, tonturas, anorexia, empachamento pds-prandial, surtos diarréicos
acompanhados ou ndo por cdlicas, alternados por constipacdo intestinal. A fase aguda pode

durar, em media, de trinta a sessenta dias, desaparecendo quando o paciente € submetido a
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tratamento especifico ou podendo evoluir para a fase crénica, caso ndo haja tratamento (KATZ
e ALMEIDA, 2003).

Os Schistosomas adultos acasalam, migram para as veias mesentéricas inferiores,
principalmente ao nivel da parede intestinal superior, onde ocorre a postura dos ovos. Parte dos
ovos chegard ao ambiente externo, o restante fica retido na mucosa intestinal ou s&o
embolizados, pela circulagdo, para o figado, dando origem ao quadro mais caracteristico da
esquistossomose: a reacdo inflamatoria granulomatosa hepatica (REY, 2001). Aqueles retidos
no epitélio intestinal induzem um processo inflamatdério com hiperplasia, ulceracdo e formacéo
de micro abscessos (CHEN, 1991). Os pacientes podem apresentar, também, um quadro leve de
anemia, em decorréncia da perda crénica de sangue através do intestino, associada a eosinofilia
e ao estado de caréncia nutricional da grande maioria da populacdo das areas endémicas
(DOMINGUES e DOMINGUES, 1994).

Inicialmente, devido a presenca dos ovos no tecido hepético, tem-se a formacdo de
granulomas, resultantes da resposta imunoldgica aos antigenos liberados pelos ovos, processo
que termina com a formacao de uma cicatriz fibrotica. O processo inflamatorio granulomatoso,
que se desenvolve ao redor dos ovos, tem como base uma hipersensibilidade do tipo celular
(WARREN et al., 1967). Esta reacdo granulomatosa surge em decorréncia da eliminacdo de
antigenos do miracidio, chamados genericamente de SEA (Soluble egg antigens — Antigenos
solGveis do ovo), que sdo eliminados atraveés dos microporos da casca do ovo e estimulam
células e citocinas especificas (HANG et al., 1974; WYLER et al., 1978), favorecendo assim, a
formagdo de um infiltrado de células inflamatorias ao redor dos ovos (HORII et al., 1984;
BOROS, 1989).

Durante o processo granulomatoso as células inflamatdrias vao sendo substituidas por
células semelhantes a fibroblastos que se orientam em camadas concéntricas e fabricam
abundantes quantidades de coldgenos. Devido ao aumento da deposicdo de proteinas na matriz
extracelular, a estrutura do granuloma se completa com a fibrose completa ao redor do ovo.
Com o curso cronico da infecgédo, os diversos pontos de fibrose podem se coalescer levando a
diminuigdo da luz dos vasos sanguineos e a perda da elasticidade ocorrendo assim um aumento
da pressdo portal e consequentemente as alteragdes patologicas da esquistossomose na sua fase
cronica (DAVIS e KRESINA, 1996).
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Quando ocorre comprometimento das funcfes e aumento do volume do figado e do baco,
ocorre a forma hepatoesplénica, na qual sdo observadas alteragdes anatdmicas, fisiopatoldgicas e
clinicas, resultantes das lesdes teciduais provocadas pelos ovos do parasito (MELO e COELHO,
2005). Nessa fase, pode existir pacientes que permanecem na sua forma clinica estacionaria ou
compensada, conservando um bom estado geral, com sintomatologia de pequena intensidade.
Outros, porém, podem evoluir para as formas mais graves ou descompensadas apresentando
hipertensdo portal, circulacdo colateral, varizes esofagianas, hemorragias digestivas e ascite
(DOMINGUES e DOMINGUES, 1994; REY, 2001).

Hipertensdo portal, hepatoesplenomegalia, varizes esofagianas e circulacdo colateral sao
resultantes do bloqueio da circulacdo pré-sinusoidal provocado pelo desenvolvimento do tecido
fibroso resultante da intensa formacdo de granulomas. Como consequéncia deste bloqueio ha
reducdo do fluxo sanguineo no territério drenado pela veia porta. A esplenomegalia, em grande
parte em virtude da congestéo venosa de ramos esplénicos, bem como a hiperplasia e hipertrofia
das células do sistema macrofagico-linfocitario, com diferenciacdo plasmocitéria e producao de
imunoglobulinas, em virtude da presenca de grande quantidade de substancias antigénicas.
(MAGALHAES FILHO, COUTINHO, 1960).

Apesar do granuloma ser por si sO patogénico, ele também protege o hospedeiro,
sequestrando moléculas hepatotoxicas liberadas pelo ovo e prevenindo o dano hepatico, assunto

gue vem sendo estudado em muitos camundongos imunodeficientes (PATTON et al., 2001).

2.5 Tratamento da Esquistossomose

Diante dos altos indices de morbidade e mortalidade provocados pelo Schistosoma, que
representam impactos sociais e econdmicos negativos, a esquistossomose representa uma das dez
doencas tropicais que estdo sob programas de controle da Organizagdo Mundial de Saude
(MOREL, 2000; CHITSULO, LOVERDE, ENGELS 2004). A OMS incluiu a esquistossomose
mansoni no Programa de Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais Negligenciada, cujo
objetivo principal € incentivar pesquisas e desenvolvimentos de novos farmacos anti-parasitarios
(ATTALLAH et al., 2008; ABDUL-GHANI et al., 2009; MULVENNA et al., 2010). O termo
“negligenciado” ou “doenca de pobre” é empregado a toda doengas que existe investimento em
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, (MRAZEK et al., 2003; RENSLO et al., 2006).
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Na década de 1970 as industrias alemas Merck e Bayer desenvolvem uma nova droga, o
praziquantel (PZQ) (Figura. 8). A droga surgiu dos estudos da atividade anti-helmintica de
compostos tranquilizantes. O PZQ foi selecionado entre mais de quatrocentos compostos e
apresenta acao anti-helmintica polivalente. No Brasil a droga é lancada comercialmente para o
tratamento de cestéides, com o nome de Cestox® ou Cisticide® (SEUBERT et al., 1977).

Figura 8. Estrutura quimica do praziquantel

Os primeiros estudos com animais infectados foram realizadas em 1977, quando
atividade esquistossomicida foi detectada (GONNERT, ANDREWS, 1977) e chamou a atencdo
pelo amplo espectro de acdo sobre diferentes espécies do género Schistosoma. Outros estudos
relataram atividade do PZQ contra o S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. matheei,
outras espécies de trematddeos (Opisthorchis sinensis, O. viverrini, Paragonimus spp.,
Fasciolopsis buski, Heterophyes heterophyes e Metagonimus yokogawaii) e cestoides (Taenia
solium, T. saginata, Hymenolepis nana, H. diminuta, Diphyllobotrium latum e D. pacificum)
(WEBBE, JAMES, 1977; WEGNER 1984; BOUREE 1991; UTZINGER et al., 2003; SHUHUA
2005; JEZIORSKI, GREENBERG, 2006; SHAOHONG et al., 2005).

Em 1978 em cooperagdo com a OMS, os primeiros ensaios clinicos foram realizados em
regibes endémicas para S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum e S. intercalatum (KATZ et
al., 1999; DAVIS et al., 1979; ISHIZAKI et al., 1979). Neste estudo foi descoberto que o0 PZQ
foi bem tolerado por pacientes de todas as idades, com diferentes formas clinicas da
esquistossomose (FROHBERG, 1984). Outros estudos indicaram baixa toxicidade e sem riscos
mutagénico (FROHBERG, 1984; KRAMERS et al, 1991). Os ensaios pre-clinicos
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comprovaram eficiéncia do PZQ no dercurso de 5-6 semanas apos a infecgdes, entretanto falhas
séo relatadas em casos de infeccdo entre a 1° a 5° semanas de infeccbes (GONNET, ANDREWS
1977; XIAO et al, 1985; SABAH et al., 1986).

A Bayer produz o PZQ em comprimido de 600mg. Antes da patente do PZQ pela Bayer
ser definida, a Republica Popular da China desenvolve a sintese e fabricacdo do PZQ com o
nome de Pyquiton®. Posteriormente a Shim Poong Pharmaceutical Company na Coréia do sul,
Eipico no Egito e Farmanguinhos no Brasil passam a produzir também o praziquantel, o que
acarretou uma queda no preco final do medicamento. Atualmente o PZQ é o farmaco de escolha
para o tratamento da esquistossomose, isso se deve a razdes como: ativo contra todas as espécies
de Schistosoma, auséncia de efeitos colaterais sérios, administracdo de dose oral, custo
competitivo e longa experiéncia clinica, mostrando que é seguro, efetivo e de facil
administracdo, com cura parasitoldgica de 80% a 90%. Os efeitos colaterais mais frequentes sdo:
dores abdominais, diarreia, ndusea, vomito e anorexia (SANTOS et al., 1979). Diversos estudos
com o PZQ demonstraram que a droga ndo apresenta mutagenicidade e genotoxicidade nos
esquemas terapéuticos utilizados (KRAMERS et al., 1991).

A maior desvantagem do PZQ sobre o Schistosoma é a sua baixa eficacia contra as
formas imaturas (GRYSSELS et al., 2001) e vermes fémeas (PICA-MATTOCIA, CIOLI,
2004). Alternativas tém sido propostas para solucionar este problema, tais como a associacao
do PZQ com outras drogas capazes de eliminar as formas imaturas do parasito. O uso
associado da oxamniquine com o PZQ, que possuem diferentes mecanismos de acdo, tem
apresentado uma maior eficacia sobre o S. mansoni quando comparada a atividade isolada de
cada droga (DELGADO et al., 1992; GRYSCHECK et al., 2004).

O pico de acdo de PZQ ocorre 1-2 horas ap6s o tratamento. A sua eliminacdo é feita
através da urina e fezes, sendo que mais de 80% da droga é eliminada ap6s 24hs (STEINER et
al., 1976). Os mecanismos moleculares de a¢do do PZQ ndo sédo bem conhecidos (CIOLI, 2004).
Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que drogas esquistossomicidas causam extensas
alteracfes tegumentares nos vermes (LIMA et al., 1994; FALLON et al., 1996). Ademais, as
drogas esquistossomicidas podem atuar sobre os musculos dos vermes, levando a alteracoes
morfoldgicas, tais como vacuolizagdo do sincicio tegumentar e a formagfes de bolhas na
superficie do tegumento (ALBUQUERQUE et al., 2007).
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O desenvolvimento do PZQ em 1970 e o vasto uso na década de 80 reduziram de forma
significativa a morbidade e mortalidade por esquistossomose (BERGQUIST, 2002). Entretanto,
a droga ndo impede a reinfeccdo, e o tratamento repetido é geralmente uma pratica comum em
areas endémicas (MAGNUSSEN, 2003), considerado um perigo em potencial para o surgimento
de cepas Schistosoma-praziquantel-resistentes (STELMA et al., 1995; STELMA et al., 1997,
LIANG et al., 2001). H& inumeras publicacdes relatando resisténcia ao PZQ, seja de trabalho
experimental, ou de trabalho de campo (DOENHOFF et al., 2002). Stelma e colaboradores
(1995) relataram a existéncia de cepas tdo resistentes que a administracdo da dose padrao de 40
mg/Kg de PZQ resultou numa taxa de eliminacdo dos vermes de apenas 18%. Em estudos
posteriores, evidenciou-se que mesmo o aumento da dose de PZQ de 40 para 60 mg/Kg néo
levou a resultados satisfatorios (GUISSE et al., 1997).

Nos ultimos 30 anos houve um aumento significativo na terapéutica da esquistossomose,
caracterizado pelo desenvolvimento do PZQ, droga ditas como “ideal” pelas propriedades
farmacologias que apresenta. E possivel que a descoberta destas drogas, associado a ocorréncia
exclusiva da esquistossomose em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos, ou seja,
paises com baixo poder aquisitivo de compra e de pessoas economicamente ativas, tenham
levado a industria farmacéutica a ndo investirem em novas tecnologias para desenvolver novos
farmacos para o controle da esquistossomose.

Uma vacina profilatica seria 0 método ideal para o controle da esquistossomose, seja
sozinha ou associada ao tratamento quimioterapico (BERGQUIST et al., 2005). Atualmente, ndo
existem vacinas eficazes disponiveis, contudo ha uma extensiva busca na identificacdo de novos
alvos para o ataque imunoldgico. Diante deste fato, o desenvolvimento de antigenos capazes de
induzir protecdo contra a infeccdo esquistossomotica mobiliza muitos grupos de pesquisa e
varios antigenos promissores estdo em estudo como: a paramiosina (HIRSCH et al., 1997), o
Sm14 (RIBEIRO et al., 2002), 0 Sm28GST (PANCRE et al., 1994) e PIll (GUSTAVSON et al.,
2002). Certamente existem varios outros antigenos igualmente promissores, que merecem ser
avaliados com o objetivo de desenvolver uma vacina (PEARCE, 2003). No entanto, até o
momento, nenhuma cumpriu 0s requisitos de biosseguranca e eficdcia comprovada para uso em
seres humanos (BERGQUIST 1998; BERGQUIST, COLLEY 1998). Com o esclarecimento do

genoma do S. mansoni a descoberta da vacina pode estar mais proxima (VERJOVSKI-
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ALMEIDA et al., 2003). H& uma vacina, na fase Il de pesquisa e desenvolvimento, a Bilhvax
(CAPRON et al., 2002).

No quadro atual, a auséncia de vacinas disponiveis e de agdes eficazes na saude publica
fazem da quimioterapia o Unico recurso imediato para minimizar a prevaléncia e incidéncia da
esquistossomose no mundo (CIOLI, PICA-MATTOCCIA, ARCHER 1995). Este quadro, ndo
apenas justifica, mas aponta a necessidade de imediato planejamento, desenvolvimento e
pesquisas com novos farmacos que apresenta potencial atividade esquistossomicida (CIOLI,
2000).

2.6 B-lapachona

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabolitos de distribuicéo
natural. Com base na sua estrutura molecular, sdo divididas de acordo com o tipo de sistema
aromatico que sustenta o anel quinonoidica: benzoquinonas — um anel benzénico; naftoquinonas
- um anel naftalénico; antraquinonas - um anel antracénico linear ou angular. B-lapachona (lap-B,
Figura 9) (3,4-di-hidro-2 ,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5 ,6-diona, C15H1403, MM 242,3),
um naftoquinona lipofilico, andlogo semi-sintética do composto lapachol obtido da casca de
arvores da familia Bigoniaceae e Verbenaceae comumente encontrados em muitas regides do
Brasil. Particularmente no Brasil, seu extrato € amplamente utilizado na medicina popular ha
séculos para controlar vérias doencas (PINTO et al. 1977).
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Figura 9 - Estrutura quimica da R-Lapachona
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A B-lap tem sido encontrada como constituinte minoritario durante o isolamento de outras
naftoquinonas do cerne das arvores de ipés (DIAZ, MEDINA 1996). Foi em 1892 que Samuel
Hooker sintetizou pela primeira vez a B-Lap a partir do lapachol (HOOKER 1892 e 1896). No
Brasil existem aproximadamente 46 especies de Tabebuia das quais o lapachol pode ser

facilmente extraido da serragem. Essas espécies sdo conhecidas popularmente por Lapacho ou

ipés, como por exemplo, o ipé roxo e o ipé branco (Figura 10 A e B) (WILHANSON, SCOTT-
FINNINGAN 1981).

Figura 10 Ipés roxo e branco

Orto-naftoquinona e seus derivados foram inicialmente investigados no final do século
XIX e inicio do século XX pelo quimico Samuel Hooker. Em laboratério a R-lap é sintetizada
pela isomerizacdo do lapachol com &cido sulfurico. Os protocolos comumente empregados para
sintese sdo baseados na ciclizag&o catalisada do lapachol extraido naturalmente ou sintetizado a
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partir da 2-hidroxi-1,4- naftoquinona (Lausona) em é&cido sulfdrico por ataque nucleofilo de
oxigénio de cadeia lateral isoprenilo e purificacio mediante recristalizagdes adicionais
(HOOKER 1892 e 1896) (figura 11). O produto final sdo cristais aciculares, laranja-
avermelhado e visiveis a olho nu (figura 9) (HOOKER 1936, SUN, GEISER, FRYDMAN,
1998).
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B-lapachona
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Figura 11. Esquema simplificado da sintese da B-lapachona a partir do lapachol por catalise acida.

Figura 12. Microscopia Optica dos cristais de B-lapachona (aumento de 100x)
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No campo quimico e bioldgico das orto-naftoquinonas ndo poderiamos deixar de expor
as contribuicdes cientificas de dois grandes pesquisadores brasileiros: Oswaldo Gongalves de
Lima e Antdnio Ventura Pinto, primeiros a realizarem modificagdes estruturais nas orto-
naftoquinonas. O primeiro voltou-se a investigacdes farmacoldgicas e o segundo para a sintese
de novas substancias e suas atividades biologicas. Eles dedicaram muito tempo de suas vidas
aos estudos com o lapachol e a B-lap e formaram diversos pesquisadores nesta linha de
investigacdo. Atualmente, diversos grupos de pesquisas no Brasil e em outros paises tém
trabalhado intensamente com orto-naftoquinonas, na busca de compostos bioativos.

Apesar de muito interesse sobre a B-lap, seu mecanismo de agdo ainda ndo é
completamente elucidado. -lap, e outras naftoquinonas, depois de sofrer reducdo enzimatica in
situ (redox ciclo) pode produzir espécies reativas de oxigénio (EROS) (0,*, HO®, 10, e H,0,)
(SILVA et al., 2012.). Assim, R-lap acelera hipoxia intracelular de células tumorais e de micro-
organismos através da producdo de anion superdxido, aumento peroxidacdo lipidica e
desorganizacao proteina (MELISSA et al 2007;. PINTO e CASTRO 2009; Bey 2007; SALAS
et al. 2008), inativando as enzimas topoisomerases | (BOOTHMAN, TRASK e PARDE1989) e
Il (KRISHNAN e BASTOW 2000). A reducdo de um elétron é catalisada por redutases como a
NADPH-citocromo P450 redutase, citocromo b5 redutase, xantina oxidoredutase e ubiquinona
oxidoredutase, resultando na formacdo de semiquinonas. A reducdo de dois elétrons é
catalisada por NAD(P)H/dihidronicotinamida ribosideo (NRH):quinona oxidoredutase (NQOS),
e tem como produto final hidroquinonas, relativamente mais estaveis (NIOIl, HAYES 2004).

Apesar da B-Lap ainda ndo ser um farmaco, tem sido alvo de inimeras pesquisas em
humanos e animais experimentais. In vitro B-lap induz a formacdo de peréxido de hidrogénio,
fragmentacdo de DNA e altera a superficie de epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi (MENNA-BARRETO 2007; SALAS et al., 2008). B-lap apresenta propriedades
antimalaricas in vitro e in vivo contra cepas sensiveis e resistentes a cloroquina (ANDRADE-
NETO 2004; PEREZ-SACAU et al., 2005), antifingicas na infeccdo disseminada por
Cryptococcus neoformans var. neoformans em camundongos imunossuprimidos (MEDEIROS
et al., 2010), antibacteriana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (KENNETH et al.
2012), antiinflamatéria (SITONIO et al., 2012) e inibir a replicagdo do virus HIV-1, da
transcriptase reversa do virus da mieloblastose aviaria, de leucemia murina Rauscher e do a-
polimerase de DNA (SCHUERCH e WEHRLI 1978; LI et al., 1993).

43



Sem duvidas a caracteristica mais importante da R-lap € a sua propriedade antitumoral
in vitro e in vivo contra diferentes linhas celulares (PARK et al., 2005; SUZUKI et al., 2006;
Moon et al., 2010). Na clinica, algumas drogas antitumorais (dactinomicina, doxorrubicina,
bleomicina e mitomicina C) apresentam grupamento quinona e isto reforca a importancia deste
grupo quimico para o desenvolvimento de novas drogas antineoplasicas e para outras
enfermidades (GEWIRTZ, 1999; GALM et al., 2005; ZHANG 2006; DONG et al., 2009).

Na busca de novos analogos da B-Lap, muitas modificacbes quimicas podem ser
realizadas em sua estrutura. O oxirano foi o primeiro derivado monossubstituido preparado por
Pinto e colaboradores, em 1977, com a finalidade obter compostos que pudessem inibir
topicamente a penetracdo de cercarias do S. mansoni em camundongos. Neste experimento, dos
23 derivados naftoguinonas sintetizados, 15 blogueou a penetracéo de cercérias de S. mansoni
quando aplicado na cauda dos camundongos 24 horas antes da exposi¢édo a infeccdo via caudal
(PINTO et al., 1997). Segundo Haeberlein e Hass (2008) o sucesso da infeccdo pelo S. mansoni
encontra-se na dependéncia da penetracdo das cercarias na pele do hospedeiro definitivo e a sua
adequada adaptacdo no primeiro 4-5 dias nos estratos da pele (HAEBERLEIN, HASS 2008).

Outros estudos envolvendo o controle da esquistossomose a partir de derivados
naftoquinonas incluem atividades moluscicidas contra o molusco Biomphalaria glabrata
(LIMA et al., 2002; MARTINEZ, BENITO, 2005; CAMARA et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2009).

Diante do exposto e considerando as propriedades farmacoldgicas da R-Lap, torna-se
necessaria uma investigacdo direcionada a sua analise sobre o S. mansoni empregando modelos
experimentais in vivo e in vitro, aplicando uma abordagem mais ampla dos aspectos

parasitologicos antes ainda ndo estudados.
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3. Hipdtese e Modelo teorico

A R-Lap apresenta atividade esquistossomicida in vitro e in vivo (modelo murino) sobre
S.mansoni.
e Existem diferencas ultraestruturais no tegumento de vermes adultos de S. mansoni quando

sdo incubados in vitro e tratados com B-lap quando comparados aos vermes controles (ndo

tratados).

e A R-lap apresenta atividade esquistossomicida, in vivo, sobre o S. mansoni na fase de

esquistossomulo de pele, esquistossomulo pulmonar, vermes jovens e vermes adultos.
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4. DEFINICAO DOS OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a atividade esquistossomicida da R-lapachona, in vitro e in vivo (modelo
murino), sobre Schistosoma mansoni.

4.2 Especificos

» Avaliar a atividade esquistossomicida da R-lap in vitro sobre vermes adultos de S.
mansoni.

= Descrever as alteracGes ultraestruturais tegumentares de vermes adultos de S. mansoni
quando expostos a 3-lap, in vitro.

» Avaliar a atividade esquistossomicida da B-lap, in vivo, sobre diferentes estagios do S.
mansoni (esquistossdmulo de pele, esquistossdmulo pulmonar, vermes jovens e vermes
adultos) por meio da quantificacdo de vermes recuperados, viabilidade de ovos na
parede intestinal e quantificacdo de ovos em tecido hepatico.

= Avaliar os parametros patoldgicos e histomorfométricos de tecido hepatico de

camundongos infectados com S. mansoni e tratados com a R-lap.
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5. OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo experimental de intervencéo terapéutica que avaliou os efeitos in vitro e in vivo
da R-lapachona sobre o S. mansoni. Pesquisas envolvendo a bioprospecgdo visam a descoberta
de novos principios biologicamente ativos. Neste proposito, a triagem de compostos
esquistossomicidas in vivo e in vitro apresenta uma abordagem inicialmente importante.

Os modelos experimentais animais sdo extremamente Uteis para a melhor compreensédo
de diversos processos infecciosos (DRUILHE et al., 2002). Na esquistossomose mansonica
diversos modelos experimentais ja foram utilizados para avaliar a infeccdo. Desde modelos
simples, até os mais complexos para descobrir possiveis controles ou melhores condutas
terapéuticas para essa parasitose (CHEEVER et al., 2002). Vérios animais tém sido
empregados como modelos experimentais na avaliacdo de drogas esquistossomicidas. Entre
eles estdo macacos (SADUN et al., 1970), coelhos (ANDRADE et al., 1988) e camundongos
(WARREN, 1966, ANDRADE; SILVA; SOUZA, 1997).

O camundongo representa 0 melhor modelo experimental e o de escolha para o presente
trabalho, por desenvolver ciclo biolégico semelhante do que ocorre no homem, reproduzir
diversos aspectos da doenca humana, por desenvolverem um quadro de fibrose hepatica
semelhante ao que ocorre no homem, ser de facil manipulacdo e manutencdo e baixo custo. O
modelo murino é empregado para esclarer aspectos que ndo podem ser investigados em seres
humanos, por questdes éticas e operacionais. A linhagem de escolha foi Swiss, frequentemente
utilizada, pois apresenta variabilidade genética o que facilita extrapolar os resultados para 0s
seres humanos e neste animal as dificuldades de realizacdo por questdes éticas sao menores.

Os ensaios in vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo por limitar as variaveis
experimentais, obter dados mais facilmente, além do periodo de teste ser, em muitos casos,
mais curto. A grande problematica dos ensaios in vitro é a extrapolacdo dos resultados para
outros modelos experimentais e ensaios clinicos, uma fez que os testes sdo realizados em
sistemas fechados. Nos estudos esquistossomicidas in vitro, o emprego de cultura de vermes
adultos é utilizado com sucesso, pois € reprodutivel, rapido, sensivel e financeiramente

acessiveis para a execucdo. Estes ensaios permitem avaliar a viabilidade de vermes adultos, a
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capacidade reprodutiva por meio de acasalamento e ovoposicdo e os efeitos no tegumento do
parasito.

Os animais foram mantidos nas mesmas condi¢cGes ambientais e alimentares. E as
culturas dos vermes seguindo o mesmo protocolo experimental. Desta forma, qualquer
diferenga existente entre os grupos (experimentais e controles) foi atribuida a intervencédo
terapéutica.

5.2 Categorizacdes das variaveis

5.2.1Variaveis independentes

Susceptibilidade dos Capacidade dos Presenca de ovos de S. mansoni | - Infectados
camundongos a infec¢do| camundongos serem | eliminados juntos com as fezes, | - N&o infectados
pelo S. mansoni. infectados pelo S. segundo o método de Kato-Katz.
mansoni.

5.2.2 Variaveis dependentes

Susceptibilidade in Recuperacdo de vermes através da
vivo do S. mansoni técnica de perfusao Média+DP
a drogas (Pellegrino, Siqueira, 1956).

esquistossomicidas.

Através do método de oograma Alterado
Alteracdo no avaliacdo dos estadios evolutivos N30 alterado
padréo de Avaliacéo do potencial|  dos ovos em tecido intestinal.
0VOposicao. de ovoposicédo das
fémeas. ] )
Segundo técnica de digestdo de Média+DP
tecido hepatico po hidréxido de
potassio (Cheever, 1968).
Analise - .
histopatolégica Estudos patoldgicos das Anélise
seccOes de tecido hepatico descritiva
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Anélise
histomorfométrica

Diametro médio dos granulomas
esquistososmoticos distribuidos
em tecido hepatico.

NUmero médio de granulomas
esquistossomoticos distribuidos
em tecido hepatico.

MédiaxDP

Susceptibilidade in
vitro do S. mansoni
a drogas
esquistossomicidas.

Avaliagéo
esquistossomicida
de drogas frente a

vermes de S.
mansoni

Cultura de vermes S. mansoni em
meio RPMI.

Percentual de
mortalidade.

Score de motilidade.

Avaliagéo
Ultraestrutural

Analise em

microscopia

eletronica de
varredura

Avaliagéo das alteracOes
tegumentares.

Analise descritiva
das alteracoes de
acordo com o grupo
controle e teste.

5.3 Animais

A pesquisa foi iniciada apds aprovacdo (23076.020127/2010-47) pelo Comité de Etica

em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de

Pernambuco. Foram utilizados camundongos Swiss webster (Mus musculus) fornecidos e

mantidos no Biotério do Laboratorio de Imunologia Keizo Asami (LIKA/UFPE). Os animais

foram alojados em gaiolas, mantidas nas mesmas condi¢6es ambientais (temperatura ambiente

de 25°C e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro), camas de maravalha

(anteriormente autoclavada) e livre acesso a racdo para camundongos (Labina®/Purina, S&o

Paulo-SP) e agua estéril ad labitum.

Utilizamos a cepa de S. mansoni, Belo Horizonte — Minas Gerais (BH) mantida no

Laboratorio de Esquistossomose Experimental do LIKA através da passagem sucessiva da cepa

em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata mantidos no Departamento de Medicina
Tropical da UFPE.
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5.4 Infeccdo de caramujos, obtencao das cercérias e infeccdo dos camundongos

Para infeccdo dos hospedeiros intermediarios, fezes de camundongos infectados
(camundongos de manutencdo) foram coletadas e tratadas de acordo com a técnica de
sedimentacdo espontdnea. Apos sucessivas lavagens do material fecal em agua desclorada, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento distribuido em placas de Petri, que foram expostas a
iluminagdo artificial (lampadas elétricas) e a temperatura de 28°C por aproximado de 50
minutos, tempo necessario para liberacdo dos miracidios que sdo visualizados com auxilio de
lupa. Os caramujos foram expostos individualmente em contado com miracidios (n=8),
permanecendo exposto a luz artificial e ao calor 28°C por aproximadamente duas horas.
Posteriormente, os moluscos foram transferidos para aquarios com agua desclorada e livres de
exposicdo luminosa (STANDEN, 1952).

Para cada ciclo de infeccdo, 80 moluscos foram expostos a infeccdo, a fim de obter
equilibrio entre os sexos do parasito (PELLEGRINO, KATZ, 1968). Decorridos 35 a 40 dias de
infeccdo, os moluscos foram expostos a luz e a temperatura de 28°C por cerca de 40-60 min., em
recipientes de vidro, com H,O destilada, para permitir a liberacdo de cercérias. (STIREWALT,
1954). Apo6s a obtencdo de uma suspensdo cercariana, os camundongos foram infectados por via
percutanea (OLIVIER, STIREWALT, 1952) com uma fracdo desta suspensao, que contenha, em

média, 50 cercarias, para 0s experimentos in vivo e 120 cercarias para 0s experimentos in vitro.
5.5 Compostos

R-lapachona (3,4-di-hidro-2 ,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5 ,6-diona), foi sintetizado
a partir do lapachol, derivado natural obtido de T. avellanedae (Bignoneaceae), segundo
Cavalcante e colaboradores (2008). Praziquantel foi adquirido da Sigma Chemical Co. (St.

Louis, MO, EUA). Todos os outros reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil).

5.6 Susceptibilidade in vitro e analise ultraestrutural de vermes machos de S. mansoni

O procedimento experimental recomendado para avaliacdo da suscetibilidade in vitro do S.
mansoni esta de acordo com trabalhos desenvolvidos por Barth e colaboradores (1996a, 1996b).

5.6.1 Tratamento in vitro de S. mansoni frente a [3-Lap e Praziquantel
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Apds 60 dias de infec¢do os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical e
posteriormente perfundidos com salina estéril (0.9% NaCl) o sistema porta-hepéatico e vasos
mesentéricos para recuperacdo dos verme (DUVALL, DEWITT, 1967). Todos 0s vermes
coletados foram imediatamente transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura RPMI
1640 suplementado com HEPES 20 mM, 100 ug / mL de penicilina, 100 ug de estreptomicina e
10% de soro fetal bovino e lavados duas vezes com este meio. Entdo, os vermes foram
distribuidos (dois machos por po¢o) em placas de cultura estéreis com 24 pocos de 35mm de
diametro contendo 2mL do mesmo meio suplementado. Posteriormente, os vermes foram
incubados para adaptacdo em atmosfera umida contendo 5% de CO, a 37°C. Duas horas ap0s
incubacédo, R-lap foi adicionado a uma concentracdo final de 50 ou 100 uM (a partir de uma
solucdo-mée de 1 mM em sulfoxido de RPMI 1640/1.5% dimetilsulfoxido (DMSOQ)). Vermes
controles foram incubados em 1,5% de DMSO em meio RPMI 1640 suplementado, esse grupo de
vermes foi considerado como controle negativo. Outros vermes foram incubados em 1,5% de
DMSO em meio RPMI 1640 suplementado e adicionado 10 uM PZQ, esse grupo de vermes foi
considerado como controle positivo (figura 1).

Lavados em meic RPMI
suplementado

=7 - Incubados a 37°C
Adigdo ao meio de: e 5% de CO».
R-Lap - 50 e 100uM
PZQ - 10uM - controle + h
DMSO a1,5% - Controle = 2 horas de adaptacéo
ao meio

Figura 1. Esquema de cultura, de vermes adultos de S. mansoni, em meio RPMI.
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Todos os experimentos foram realizados seis vezes. Um microscopio invertido foi
utilizado para avaliar as condi¢Oes gerais de vermes incluindo a motilidade, alteragdes no

tegumento e sobrevivéncia monitorizada aos 3, 6, 18 e 24 horas de cultura.

5.6.2 Critérios de avaliacdo esquistossomicidas

O verme foi considerado morto quando ndo apresentava nenhum movimento durante 2
minutos de observacdo. A motilidade do verme foi classificada de acordo com um sistema de
pontuacdo em uma escala de 0-3 de acordo com a viabilidade dos movimentos do verme
proposto por Horiuchi e colaboradores (2005). O sistema de pontuacdo € o seguinte: 3,
movimento corporal completa; 1.5, 0 movimento do corpo parcial (extremidades) ou imovel,

mas Vvivo (leves ondas peristalticas) e 0, morto.

5.6.3 Microscopia de Varredura

Os vermes foram fixados (glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4% em tampéo
cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7,2) por 12 horas em temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavados no mesmo tampao e pos-fixadas em OsO4 a 1% em tampéo cacodilato de s6dio a 0,1M,
pH 7,2, por 1 hora a temperatura ambiente. Apds a pos-fixacdo, o material foi lavado no mesmo
tampdo, desidratado em séries crescentes de etanol e posteriormente secado em CO; liquido na
secadora criticalpoint (modelo Hitachi HCP-2, Hitachi, Japdo). Apds a montagem e metalizacéo
os vermes foram observados e fotografados no microscépio eletrénico de varredura JEOL - JSM
5600LV.

5.7 Susceptibilidade in vivo de diferentes estagios evolutivos do S. mansoni frente a R-Lap

O procedimento experimental recomendado e utilizado neste trabalho para avaliacdo da
suscetibilidade in vivo do S. mansoni estd de acordo com os trabalhos desenvolvidos por
Pellegrino e Faria (1965), Katz e colaboradores (1966) e Katz e Pellegrino (1973).
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5.7.1 Formac0es dos grupos experimentais e tratamento

Camundongos fémeas Swiss, 30 dias de idade (~30g) foram infectados e distribuidos
aleatoriamente em grupos com 10 animais, a fim de avaliar a eficacia da R-lap contra diferentes
estagios de desenvolvimento de S. mansoni. A terapia foi iniciada no 1°, 14°, 28° e 45° dias de
infeccdo para avaliar as seguintes fases: esquistossomulo de pele, esquistossomulo pulmonar,
vermes jovens (antes de oviposicdo) e vermes adultos (apds a oviposicdo), respectivamente. O
tratamento foi realizado durante 5 dias consecutivos, via intraperitoneal na concentracdo de
50mg/kg/dia. R-lap foi ressuspendida em 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), 1% de Tween 80 e
diluidas em solucéo salina. Cada grupo experimental tratado com R-lap foi acompanhado por um
grupo de controle que recebeu o veiculo da droga. Todos os animais foram eutanasiados por

deslocamento cervical 60 dias apos a infeccdo (figura 2).

G1 G2 G3 G4
1°ao0 5° 14° a0 18° 28° ao 32° 45° ao 49°

8y 4 U "
7 T

0° dia 60° dia
Eutanasia
e & /j/ 61,G2,G3 e G4
pa.
Controle infectado livre de R-Lap Deslocamento cervical

Figura 2. Esquema da formac&o dos grupos experimentais.

Todos os grupos experimentais foram formados com base em trabalhos cientificos que
analisaram atividade de drogas esquistossomicidas em diferentes fases do desenvolvimento do S.
mansoni em modelo murino (BARTH et al., 1996; EL-RIDI et al., 1997; BARBOSA et al., 1978,
JORDAN, WEBBE, 1982, MARTINEZ et al., 2003).
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5.7.2 Parametros parasitoldgicos

Recuperacéo dos vermes

Ap0s eutanasia, foi efetuada incisdo proxima aos 6rgdos genitais, com auxilio de pincas e
tesouras cirdrgicas, indo até a caixa toracica, posteriormente realizada perfusdo do sistema
venoso portal através da injecdo de solucdo salina (cloreto de sddio a 0,85% e citrato de sodio
1,5%), na veia cava inferior (PELLEGRINO; SIQUEIRA, 1956). A mesma solucdo foi injetada
na aorta descendente, procedendo-se a perfusdo das veias mesentéricas (DUVALL; DE WITT,
1967). Ao final foi realizada a quantificagdo dos vermes adultos machos e fémeas.

A percentagem de reducdo do nimero de vermes apds o tratamento foi calculado como
segue:
% de redugdo =C - V/ C x 100.
Onde:
C = o numero médio de parasitas obtidos a partir de animais infectados nédo tratados.

V = nimero médio de parasitas obtidos a partir de animais tratados.

Oograma

Trés fragmentos (1 cm cada) da por¢do média do intestino delgado foram removidos e
empregados para avaliar o desenvolvimento de maturagéo dos ovos de S. mansoni de acordo com
os estudos de Pellegrino et al. (1962). Os ovos encontrados foram contados e classificados em
seus diferentes estagios de desenvolvimento e ovos mortos, segundo critérios propostos por

Pellegrino e colaboradores (1962).

Quantificacdo de ovos em tecido hepatico

Para estimar o nimero de ovos por grama de tecido hepatico, um fragmento de 0,3
gramas deste tecido foi removido da parte central do I6bulo direito de cada animal e processada
individualmente segundo técnica de digestdo hepatica em hidroxido de potéssio (KOH) descrita
por Cheever (1968).
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5.7.3 Estudo histopatologico e histomorfometria do tecido hepético

Para cada camundongo perfundidos, uma amostra de tecido hepatico foi removida da
parte central do lobo lateral esquerdo e fixada em formol tamponado (10%). Posteriormente, as
amostras foram embebidas e emblocadas em parafina para obtencdo de sec¢des histologicas
(5pum) coradas com hematoxilina e eosina.

Dez campos aleatorios por amostra histologica foram empregados para a contagem do
numero médio de granulomas e avaliacdo histopatologica por microscopia de luz. Vinte
granulomas por animal contendo um Unico ovo central foram selecionados aleatoriamente e
empregados para determinar o didmetro médio de granulomas, medindo dois didmetros
perpendiculares o nivel médio transmiracidial do ovo (Phillips et al. 1977). As imagens foram
obtidas usando um microscopio Optico acoplado a uma camera digital e sistema de computador
(Imagens Motic Plus 2.0 MLTM). Todas as avaliagbes foram realizadas por observadores

““duplo-cegos .
5.74 Andlise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 3.02. Os dados foram

expressos como a média = DP. Todas as variaveis foram comparadas pelo teste t de Student. Em

todos os casos, os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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Resumo

Esquistossomose é uma das doengas tropicais mais negligenciadas, uma vez que ndo existe
vacina disponivel e seu controle e tratamento dependem do uso de uma Unica droga, o
praziquantel (PZQ). A R-lapachona ([3-lap), andlogo do lapachol, composto obtido das cascas
de arvores da familia Bigoniaceae e Verbenaceae foi inicialmente desenvolvida como droga
anti-tumoral e em varios estudos envolvendo seres humanos e animais experimentais tém
apresentado inimeras propriedades bioldgicas. O presente estudo fornece, pela primeira vez,
conclusdes sobre as propriedades esquistossomicida in vitro de B-lap. Adultos machos de S.
mansoni, cepa BH, foram utilizados para o estudo. Mortalidade, motilidade e alteragdes no
tegumento observadas por microscopia eletrénica de varredura foram utilizadas como
parametros esquistossomicida. Alteracdes na motilidade foram observadas apds seis horas de
incubacdo nas concentragdes de 100 pM e 50 pM de B-lap. A mortalidade nestas
concentracdes foi de 100% e 67%, respectivamente, apds 24 horas. A morte do parasita foi
precedida por progressivo dano na superficie da membrana, caracterizado por descamacao do
tegumento, reducdo dos espiculos, formacgdo de bolhas, ruptura e o aparecimento de erosdes
na superficie tegumentar. Além disto, na porcao anterior, intenso edema generalizado, areas
de rachaduras com superficie rugosa, sulcos e aparente fibrose, também foram visualizadas. O
numero de parasitas mortos foi concentracdo e tempo dependentes. Os resultados do presente
estudo proporcionam bases para futuros estudos que visem elucidar as propriedades

esquistossomicida de B-lap, tanto em laborat6rio quanto no campo.

Keywords B-lapachona, Schistosoma mansoni, anélise Ultraestrutural, tegumento.

Introducdo

A esquistossomose, doenga causada por vermes trematddeos do género Schistosoma, é
considerada uma das mais prevalente e debilitante doenca negligenciada em areas tropicais e
subtropicais, sendo endémica em aproximadamente 78 paises e territdrios, que afeta mais de
207 milhdes de pessoas em todo o mundo. Cerca de 800 milhdes de pessoas habitam areas de
constante risco de infeccdo e 500 mil morrem a cada ano devido & doenca. Tipicamente, a
patologia resulta de uma reacdo inflamatéria granulomatosa desencadeada em resposta ao

acumulo de ovos do parasita no figado e outros tecidos do hospedeiro (Gryseels et al. 2006).
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Apesar de muitas pesquisas j& realizadas, ainda ndo existem vacinas eficazes contra
doencas parasitarias. O tratamento é ainda o método mais eficiente (Date et al. 2007). O
praziquantel (PZQ) €, neste momento, a Unica droga utilizada para o tratamento e controle da
esquistossomose (Doenhoff et al. 2009). Embora seja seguro e eficaz, é preocupante que um
unico medicamento esteja disponivel para tratar uma doenca que afeta milhGes de pessoas,
especialmente desde que cepas de Schistosoma estdo desenvolvendo baixa sensibilidade e/ou
resisténcia ao PZQ (Abdul Ghani-et al. 2009). Portanto, o uso generalizado de PZQ em zonas
endémicas, com a possibilidade do surgimento de cepas de Schistosoma resistentes,
combinados a falta de outra droga anti-Schistosoma eficaz, requer o desenvolvimento de
novos compostos esquistossomicida (Bertdo et al. 2012).

As quinonas constituem uma ampla e variada familia de metabolitos encontrados na
natureza. Em termos de estrutura molecular, séo divididas de acordo com o tipo de sistema
aromatico que sustenta o anel quinonoidico: benzoquinonas — um anel benzénico;
naftoquinonas - um anel naftalénico; antraquinonas - um anel antracénico linear ou angular. R-
lapachona (-lap, Figura 1) (3,4-di-hidro-2 ,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5 ,6-diona,
C15H1403, MM 242,3), é uma naftoquinona lipofilica, andlogo semi-sintético do lapachol
obtido a partir das cascas de arvores das familias Bigoniaceae e Verbenaceae comumente
encontrados em muitas regides do Brasil. Particulamente no Brasil, seu extrato é amplamente
utilizado na medicina popular ha séculos para controlar varias doencas (Pinto et al. 1977,
Schaffner-Sabba et al. 1984).

O presente estudo investigou, in vitro, as propriedades esquistossomicidas de 3-lap sobre
vermes adultos machos de S. mansoni. Neste estudo demostramos e descrevemos,
empregando microscopio eletrénico de varredura, os danos induzidos por B-lap sobre a
membrana do verme. Além disso, 0 dano a membrana foi capaz de cauar morte aos vermes.

o)

Fig 1. Estrutura quimica da 3-lapachona
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Compostos orto-naftoquinonas e derivados foram inicialmente investigados no final dos
séculos XIX e inicio XX pelo quimico Samuel Hooker. B-Lap tem sido encontrada como
constituinte minoritario durante o isolamento de outras naftoquinonas do cerne de arvores ipé
(Diaz e Medina, 1996). Em larga escala, B-Lap pode ser produzida seguindo o método
desenvolvido, pela primeira vez, por Hooker e colaboradores através de ciclizacdo do
lapachol em &cido sulfurico por ataque nucleofilico do oxigénio na cadeia lateral isoprenil e
purificacdo mediante recristalizacbes adicionais (Hooker 1892 e 1896). O produto final sdo
cristais aciculares, laranja-avermelhado e visivel a olho nu (Hooker 1936; Sun, Geiser e
Frydman 1998).

B-lap foi relatada por apresentar propriedades anti-Trypanosoma cruzi (Menna-Barreto
et al. 2007; Salas et al 2008; Ferreira et al. 2011) antimalarica (Andrade-Neto 2004; Pérez-
Sacau et al. 2005) , anti-inflamatério (Siténio et al. 2012), antibacteriana (Coelho et al 2010;
Lourenco et al 2011), antifingica (Medeiros et al. 2010.) e antiviral (Schuerch e Wehrli
1978;. Li et al. 1993). N&o existem dlvidas que suas propriedades antineoplasicas tém gerado
as maiores expectativas em sua molécula. Estudos in vitro e in vivo mostraram que p-lap inibi
tumores resistentes a terapias convencionais, particularmente os neoplasmas de proliferacdo
com ciclo celular lento, tais como prdstata, pancreas, colon, ovario e mama (Park et al. 2005;
Suzuki et al. 2006; Moon et al. 2010).

No que diz respeito as propriedades anti-Schistosoma mansoni das naftoguinonas, Pinto
e colaboradores (1997) avaliaram os efeitos topicos de alguns dos seus derivados, incluindo -
lap, no bloqueio da penetracdo de cercarias em camundongos. Outros estudos envolvendo o
controle da esquistossomose usando derivados naphthoquionas incluem a inibicéo da glicolise
aerobica em adultos de S. mansoni (Edingl, Tersan e Waite 1947), atividade moluscicida
contra o caramujo adulto e massas de ovos de caramujos Biomphalaria glabrata (hospedeiro
intermediario de S. mansoni) e atividade contra cercarias (cercarias de S. mansoni) (Lima et
al. 2002, Camara et al. 2008; Ribeiro et al. 2009).
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Materiais e métodos

Compostos

R-lapachona (3,4-di-hidro-2 ,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5 ,6-diona), foi sintetizada
a partir do lapachol derivado natural obtido de T. avellanedae (Bignoneaceae) utilizando acido
sulfarico de acordo com um método desenvolvido por Cavalcante e colaboradores (2008).
Praziquantel foi adquirido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Todos 0s outros

reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil).

Considerac0es éticas, animais e infeccéo

Apbs a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentos com Animais da UFPE
(23076.020127/2010-47), dez camundongos Swiss com trinta dias de vida, pesando 28+2g,
foram percutaneamente infectados (Olivier e Stirewalt, 1952) com aproximadamente 120
cercarias de S. mansoni (cepa BH). Esta cepa é mantida de acordo com procedimentos padrdes
de criacdo (Boissier e Mone 2001) no Laboratorio de Esquistossomose Experimental do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami-LIKA/UFPE e Departamento de Medicina
Tropical da UFPE. Os camundongos foram obtidos e mantidos no biotério do LIKA em
ambiente controlado (temperatura entre 20 + 2°C, ciclo de 12 horas de luz ao dia), livre acesso

a comida (Labin ®/Purina, S&o Paulo-SP) e 4gua ad libitum.

Tratamento in vitro do S. mansoni frente a R-Lap e praziquantel

Sessenta dias apés a infec¢do, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical e os vermes assepticamente recuperado por perfusdo do sistema portal e veias
mesentéricas com solugéo salina estéril (NaCl a 0,9% w/v) (Smithers e Terry, 1965). Vermes
machos foram imediatamente transferidos para meio RPMI 1640 suplementado com 20 mM
HEPES, 100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal e
lavados duas vezes com este meio. Os vermes foram distribuidos (dois vermes por pogo) em
placas de cultura com 24 pocos com 2 ml (por po¢o) do meio suplementado e as culturas
incubadas a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Duas horas apos incubacéo, para

permitir a adaptacdo dos vermes ao meio de cultura, R-lap foi adicionada nas concentracfes de

75



50 e 100 uM (a partir de uma solugdo-estoque de 1 mM em RPMI 1640 suplementado e 1,5%
de dimetilsulfoxido (DMSQ)). Vermes incubados em 1,5% de DMSO em meio RPMI 1640
suplementado serviram com grupo controle negativo. Vermes incubados em 10uM de PZQ
serviram como controle positivo. Todos os experimentos foram realizados seis vezes. Um
microscopio invertido foi utilizado para avaliar as condicGes gerais dos vermes incluindo a
motilidade, alteracdes no tegumento e sobrevivéncia monitorizada nos tempos de 3, 6, 18 e 24

horas de cultura.

Critérios de avaliacdo esquistossomicidas

O tratamento foi considerado letal quando os vermes ndo exibiam nenhum tipo de
movimento apds observacdo de 2 minutos. A motilidade dos vermes foi pontuada apds o
tratamento com -Lap e PZQ de acordo com os critérios de viabilidade marcados numa escala
de 0-3 proposto por Horiuchi e colaboradores (2005). Resumidamente o sistema de pontuacgéo
é 0 seguinte: 3, movimento corporal completo; 1,5, movimento parcial do corpo ou imével, mas

0 verme ainda vivo e 0, morto.

Microscopia de Varredura

As amostras foram fixadas (glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4% em tampao
cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7,2) por 12 horas em temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavadas no mesmo tampdo e pos-fixadas em OsO4a 1% em tampdo cacodilato de sodio a 0,1M,
pH 7,2, por 1 hora a temperatura ambiente. Apos a p6s-fixagdo, o material foi lavado no mesmo
tampao, desidratado em séries crescentes de etanol e posteriormente secado em CO; liquido na
secadora criticalpoint (modelo Hitachi HCP-2, Hitachi, Japdo). Ap0s a montagem e
metalizacdo as amostras foram observadas e fotografadas no microscopio eletrénico de
varredura JEOL - JSM 5600LV.
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Resultados
R-lap altera a motilidade de vermes adultos de S. mansoni

Durante todos os intervalos de observaces (3, 6, 18 e 24 horas), os vermes adultos de S.
mansoni livres de exposicdo as drogas (grupo controle negativo) exibiram movimentos
peristalticos e ondas caracteristicas ao longo de todo o corpo, ventosas em movimento constante, e
ocasionalmente, aderidas ao fundo da placa de cultura (score = 3). PZQ, a droga anti-Schistosoma
de escolha (grupo controle positivo), causou perda imediata de motilidade dos vermes deixando-os
nitidamente reduzidos. Este efeito persistiu e se tornou mais forte com o passar do tempo, dando
ao verme a forma de meia-lua. Apds 24 h de exposicdo 83% dos vermes estavam mortos (score =
0) e 17% apresentaram ligeiros movimentos da extremidade posterior e ventosa oral (score = 1,5).
A motilidade dos vermes machos de S. mansoni diminuiu quando exposto a B-lap, e isto foi
concentracdo e tempo de incubacdo depende. Apos 18 horas, 83% dos vermes expostos a 50 puM
de B-lap exibiram reducdo na motilidade, comprometimento do movimento peristaltico e da
capacidade das suas ventosas em aderir ao fundo das placas de cultura (score = 1,5), e depois de
24 horas, 67% dos vermes estavam mortos (score = 0). Quando expostos a 100 uM de B-lap a
motilidade dos vermes foi alterada apds 6 horas de incubacdo. Nesta mesma concentracdo, a
mortalidade dos vermes foi observada apds 18 horas e todos os vermes foram classificados como
mortos apos 24 horas (Tabela 1).

Tabela 1 Scores de motilidade de vermes tratados com praziquantel (PZQ) e B-lapachona (B-lap)

em diferentes horas pds-incubacao.

Grupos Percent of worms (%) in motility scores after incubation
3h 6h 18 h 24 h
3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0
Controle 100 100 100 100
PZQ 100 100 25 75 17 83
p-lap
50uM 100 725 17 83 33 67
100uM 100 42 58 75 25 100

3, movimento de corpo inteiro, 1,5, movimento de apenas uma parte do corpo ou imével, mas ndo mortos; 0, morto.
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Analise ultraestrutural dos danos a superficie de S. mansoni induzidos pela f-lap

Os vermes adultos de S. mansoni incubados durante 18h em meio RPMI 1640
suplementado e 1,5% DMSO apresentaram estrutura de superficie e topografia intactas (Fig. 2 a-
c). A superficie do Schistosoma macho apresentada canal ginec6foro (Fig. 2a), uma dobra
longitudinal na porgéo posterior que abriga a fémea e auxilia o acasalamento e reproducgdo. A
porcdo anterior é caracterizada por um tegumento cilindrico e liso, uma ventosa oral e uma
ventosa ventral com numerosas papilas cilindricas (Fig. 2b). Com maior ampliacdo da regido
médio-dorsal, visualizamos nos vermes um grande nimero de tubérculos com espinhos tipicos,
além disso, papilas ciliadas, papilas em forma de clpula e tegumentares com dobras arranjadas

paralelamente também foram observados (Fig. 2c).

Fig. 2 a-c Microscopia eletronica de varredura (MEV) do tegumento dos vermes adultos machos S. mansoni do

grupo controle negativo. Parasitos incubados em meio de manutencdo por 18 h; (a, X 140) mostrando canal
ginecoforo (GC), (b, x 500) porg¢do anterior mostrando ventosa oral ou acetabulo (OS) e ventosa ventral (VS), (c, x
2000), regido dorsal onde tubérculos (T), papilas ciliadas (CP), papilas em forma de cupula (DP) e dobras

tegumentares paralelas (TF) sdo visiveis.

As alteracOes causadas pelas doses de 50 e 100 uM de R-lap sobre vermes adultos
machos em 3, 6 e 18 horas sdo exibidas nas figuras 3 (a-i) e 4 (a-i), respectivamente. 3-lap
causou claro efeito sobre a musculatura dos vermes, com evolugdo de curvatura dorsoventral na
concentracéo de 50 uM (Fig. 3 - a, d, e g). Este efeito foi mais acentuado na concentracéo de 100

UM, onde os vermes exibiram forte curvatura dorsoventral, de forma tempo dependente,
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assumindo a forma de saca-rolhas ap6s 18 h de incubacdo (Fig. 4 — a, d, e g). Ap6s 3 h de
incubacdo em 50 uM de R-lap foram observadas bolhas e lesdes focais no tegumento na regido
anterior dos vermes (Fig. 3b) e pequenas bolhas surgiram na superficie do tegumento do verme
formando lesbes focais como uma massa (Fig. 3c). Apos 6 h de incubacdo lesbes focais em
varias partes do corpo se tornaram mais evidente. Observamos lesGes em torno da ventosa oral
(Fig. 3e) e na porcdo lateral dorsal do tegumento, espiculos reduzidos e erosdo de tubérculos
(Fig. 3f).

Em 18 h ap6s a incubacéo, houve edema generalizado na por¢édo anterior e extensas areas
de rachaduras e bolhas (Fig. 3 h). AlteracGes graves no tegumento caracterizadas por edema,
deslocamento e erosdo dos tubérculos, perda de espiculas e alargamento das pregas arranjadas
paralelamente também foram observadas (Fig. 3 i).

As alteracbes mais significativas na porcdo anterior do tegumento dos vermes sdo
alcancadas quando incubados em 100 puM de R-lap. Nesta dose ocorreu evolucdo intensa do
edema e curvatura originando uma superficie enrugada, sulcos evidentes e aspecto fibroso ao
longo do tempo de incubacdo (Fig. 4 - b, e, h). Por 3 h ap6s a incubacdo, o tegumento tinha
tubérculos rachado e perda de espiculas (Fig. 4 c). Depois de 6 h, existiam varias bolhas, erosdes

no tegumento com exposicao do tecido subtegumentar.
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Fig. 3 imagens de MEV de vermes adultos machos de S. mansoni exposto a 50 pM de R-lap. Em 3h (a, x130) mostra
curvatura dorsoventral (b, x500) vista ampliada de a mostrando regido anterior com bolhas e lesdo focal (FL) no
tegumento; (c, x2000) superficie dorsal mostrando algumas pequenas bolhas como uma massa (B); em 6 h (d, x133)
vermes dorsoventralmente encurvado como em a; (e, x800) vista ampliada da porcdo anterior de d mostrando a eroséo
do tegumento (TE) em torno da ventosa oral; (f, x2000) lesfes do tegumento dorsal lateral, mostrando a erosdo de
tubérculos; em 18 h (g, x130) mostra verme com maior curvatura dorsoventral do que em a e d; (h, x1000), parte
anterior do tegumento edemaciado, profundas dobras coalescidas (PC) &reas com rachaduras (C) e formacéo de bolhas

(B), (i, x2000) tegumento com erosdo de tubérculos e perda de espiculos.
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Fig. 4 imagens de MEV de vermes adultos machos de S. mansoni exposto a 100 uM de B-lap. (a, x187) (d, x170) (g,
x190) os vermes curvam-se para formar, em g, uma forma em espiral. Em 3 h (a, x 187), o verme enrolado
dorsoventralmente, (b, x500) vista ampliada de uma por¢édo anterior do tegumento mostrando edema e lesdo focal
(FL), (c, x2000) tubérculos danificados, com perda de espiculas e exposi¢do do tecido subtegumental; em 6 h (d,
x170) verme exibindo contracdo mais intensa do que em a; (e, x600) vista ampliada de d mostrando contra¢éo da
porcdo anterior (*), tegumento edemaciado, presenga de sulcos (S) e danos na parte lateral dorsal do tegumento; (f, x
2000) visdo ampliada de e mostrando camada subtegumental e presenga de bolhas; (h, x500) visdo ampliada da
porcao anterior de g severamente contraida com tegumento inchado mostrando sulcos; (i, x2000) vista ampliada de h

mostrando tegumento dorsal lateral com presenca de varias bolhas (B) e uma area com evidente protuberancia (P).
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Ap6s 3 h de incubag¢do com 10 uM PZQ (droga anti-Schistosoma), uma evidente contracao
longitudinal dos musculos ocorreu; 0s vermes estavam curvos e encurtados (Fig. 5-a). O efeito do
PZQ apds 6 h de incubacgéo foi marcado pela perda de tubérculos e espiculos, bolhas e surgimento

de erosdes sobre a superficie do tegumento (Fig. 5 b, c).

Fig. 5 imagens de MEV de vermes adultos machos de S. mansoni expostos a 10 pM de PZQ. Em 3 h (a, x190)
mostrando verme severamente contraido e encurtado; em 6 h (b, x 2000) tubérculos com perda de espiculas e
aparecimento de erosGes no tegumento; (c, x2000) bolhas sobre a superficie do tegumento com tubérculos

justapostos.
Discussao

Uma a cada trinta pessoas é portadora de esquistossomose ao redor do mundo (Chitsulo,
Loverde e Engels, 2004). A extrema pobreza, ignorancia dos riscos, inadequada ou falta total de
unidades de saude publicas somadas as condic¢des insalubres em que milhdes de pessoas vivem
diariamente, contribuem para o risco de infeccdo (Fenwick et al. 2003). Este quadro fez King e
colaboradores (2005) referirem a esquistossomose como uma pandemia, e responsabiliza-la por
2-15% do subdesenvolvimento dos individuos infectados (King et al. 2005).

O praziquantel (PZQ) encontra-se no mercado ha mais de 40 anos e &, atualmente, a Unica
droga de escolha para o tratamento da esquistossomose (Doenhoff et al. 2009). Apesar de ser
seguro e eficaz contra todas as espécies de Schistosoma, seu uso intenso em areas endémicas
sinaliza o surgimento de cepas resistentes. Isso tem gerado preocupacao na comunidade médica e

levou o Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais a incentivar a
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descoberta e desenvolvimento de novos compostos esquistossomicidas. Como resultado, varios
estudos tém investigado novos compostos tanto in vivo como in vitro (Abdul-Ghani et al. 2009).

R-lapachona (3,4-di-hidro-2 ,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5 ,6-diona; 3-lap) € uma
quinona de ocorréncia natural isolada de Tabebuia avellanedae (cujo nome popular € Ipé roxo),
uma planta da familia Bignoneaceae comumente encontrados em muitas regides do Brasil. A
caracteristica mais importante desta molécula é sua propriedade antitumoral in vitro e in vivo
contra diferentes linhagens de celulas (Park et al. 2005;. Suzuki et al 2006. Moon et al. 2010). Na
clinica, algumas drogas antitumorais (dactinomicina, doxorrubicina, bleomicina e mitomicina C)
apresentam grupamento quinona e isto reforca a importancia deste grupo quimico para o
desenvolvimento de novas drogas antineoplasicas e para outras enfermidades (Gewirtz, 1999;.
Galm et al. 2005; Zhang 2006; Dong et al. 2009).

Nos ensaios in vitro, rotineiramente utilizados na triagem de novos compostos com
potencial esquitossomicida, o tegumento do verme é alvo importante de observacdo devido ao
contato direto com os compostos. O tegumento do S. mansoni é uma barreira que o isola do meio
externo e garante manutencdo das funcgdes vitais. Ele é responsavel pela absorcao de nutrientes,
metabolismo de lipidios e colesterol, proliferacéo e reparo tecidual, além da absorcéao seletiva de
drogas. Essas caracteristicas reforcam a importancia de estudos sobre o tegumento do S.
mansoni, pois esta estrutura é importante alvo de acdo de drogas esquistossomicidas
(Krautz_Peterson et al 2007; Faghiri e Skelly 2009; Pereira et al. 2011). Hipotetizamos que f-
lap pode exibir propriedades esquistossomicida por interferindo a estabilidade da membrana e a
integridade estrutural do tegumento de S. mansoni. Para testar esta hipétese, primeiro
estabelecemos a concentragdo de B-lap capaz de causar morte ao verme adulto, no intevalo de
24h de incubacdo in vitro. Para essa triagem empregamos o teste de citotoxicidade de MTT
(Mosmann 1983). Com base no tempo de exposicdo e o teste de MTT, as concentragcoes de
50puM e 100uM foram empregadas para estudar a capacidade da p-lap em alterar a motilidade e
induzir lesbes no tegumento de vermes adultos.

O presente estudo utilizou a linhagem BH, nativa de Minas Gerais, Brasil. Esta cepa
predomina nas regides endémicas no Brasil, que apresenta cerca de 25 milhGes de pessoas em
risco constante de infeccdo e outras seis milhdes infectadas em todo o Brasil, pais do continente
americano com 0 maior nimero de infecgdes (Lambertucci 2010). Avaliamos as alteracOes

ultraestruturais em vermes adultos os machos, pois as fémeas sexualmente maduras, ndo entram
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em contato direto com o micro-ambiente do hospedeiro, e alteracbes no tegumento sdo mais
acentuados nos vermes machos (Nahed, Riad e Yomna 2009; Mostafa Soliman e 2002;
Manneck, Haggenmuller e Keiser 2010).

Este é o primeiro relato do efeito anti-helmintico de B-lap sobre vermes adultos machos
de S. mansoni. No presente estudo, o dano na superficie da membrana e o niumero de parasitas
mortos foram dose e tempo dependente. A Tabela 1 e Figuras 3 e 4 ilustram os graves danos a
superficie do Schistosoma adultos induzidos pelo tratamento com B-lap. O teste de mobilidade,
foi semelhante ao indicado pelo teste citotoxico de MTT, que indicou aumento no nimero de
parasitas mortos de forma concentracéo e tempo dependentes ao tratamento com B-lap.

As alteracdes na motilidade teve inicio apds 6 horas de incubagdo nas concentragdes de
50uM e 100 uM de B-lap (tabela 1). No entanto, a mortalidade total dos vermes ocorreu 24 horas
apos tratamento na concentracdo de 100uM de B-lap. Neste mesmo intervalo de tempo 67% dos
vermes evoluiram para a morte na concentracdo de 50uM. B-lap causou paralisia e forte
curvatura dorsoventral, além de dano progressivo na superficie de membrana, caracterizado por
reducdo de espinhos, descamacdo e erosdo, formacédo de bolhas e ruptura, com aparecimento de
lesGes originando aparéncia fibrosa, mas os vermes ndo foram encurtados como aqueles expostos
ao PZQ. As alteracdes tegumentares descritas no presente estudo sdo semelhantes as encontradas
em vermes adulto de S. mekongi tratados com artesunato (Jiraungkoorskul et al. 2005), S.
haematobium tratado com atorvastatina combinada a acetato de medroxiprogesterona (Soliman
Ibrahim & 2005) e de S. mansoni expostos ao artemether (Xiao et al. 1995) ou PZQ (Xiao et al
1995; Xiao et al. 2000; Lorsuwannarat et al. 2013).

Apesar de extensamente estudado, o exato mecanismo de acdo desta droga ainda nédo é
completamente elucidado. No entanto, sabe-se que primeiramente, PZQ causa rapido influxo de
calcio, que leva a contracdo muscular espasmaodica no verme. Em segundo lugar, o tegumento do
verme sofre grande destruigéo, resultando na morte do parasita (Doenhoff et al. 2008 e 2009).
No caso da exposicdo a B-lap, o progressivo dano na superficie de membrana parece nao estar
diretamente relacionado com o influxo do célcio, uma vez que B-lap inibe o influxo de Ca?* e
causa efluxo deste fon, sugerindo que o aumento de Ca** no plasma seja responsavel pela
apoptose causada por B-lap (Tagliarino et al. 2001; Bentle et al. 2006.).

Recentemente, 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona, conhecido como plumbagina provou

ser ativo contra vermes adultos de S. mansoni, alterando a motilidade e tegumento que levaram a
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morte dos parasitos. Os efeitos da plumbagina sobre S. mansoni também foram dose e tempo
dependentes e a superficie dos parasitas machos pareceu ser mais fortemente danificados pelas
drogas do que do sexo feminino (Lorsuwannarat et al. 2013). As alteracBes no tegumento
induzidas pela plumbagina incluem edema, rachaduras e superficie rugosa com sulcos e
aparencia fibrosa. Estas alteragdes sdo semelhantes as observadas no nosso estudo utilizando f-
lap (Fig. 3 b, e, h Fig. 4 b, e, h).

Naftoquinonas, incluindo B-lap tém mostrado ser ativos contra outras fases no
desenvolvimento de S. mansoni. Pinto e colaboradores (1997) avaliaram derivados
naftoquinonas que inibissem topicamente a penetracdo de cercarias de S. mansoni. Nesta
experiéncia, os 23 derivados avaliados, 15 bloquearam a penetragdo das cercérias quando
aplicados na cauda de camundongos 24 horas antes da infeccdo via caudal. Ainda neste
experimento, o grupo de animais expostos a B-lap resultou em 100% de bloqueio, o que significa
que ndo houve vermes recuperados. Os autores concluem que os derivados de naftoquinonas
bioativos podem ser empregados como farmacos profilaticos em regides endémicas (Pinto et al.
1997). Varios estudos tém apontado a importancia de formulac6es topicas que sdo capazes de
bloquear a penetracdo da cercéaria (Pinto et al. 1997; Wulff, Haeberlein e Hass 2007; Hass e
Haeberlein 2009; Kasny et al. 2007), desde que a infeccdo pelo S. mansoni depende da
penetracdo e adaptacdo adequada nos primeiros 4-5 dias nos estratos da pele do hospedeiro
definitivo (Brachs e Haas 2008; Haeberlein e Hass 2008). Além disso, derivados naftoquinonicos
também sdo ativos contra hospedeiro intermediario do S. mansoni. Estes compostos matam
caramujos adultos e desova de B. glabrata (Dos Santos et al. 2000; Lima et al, 2002a; Lima et al,
2002b; Camara et al. 2008; Ribeiro et al. 2009).

B-lap, como outras naftoquinonas, depois de sofrer reducdo enzimatica in situ (ciclo
redox) podem produzir espécies reativas de oxigénio (EROS) (O,*, HO®, '0,) (Solange et al.
2011.). Assim, B acelera a hipoxia em células tumorais e em microrganismos através da
producdo de éanion superdxido, aumento da peroxidagdo lipidica, desorganizacdo proteica
(Melissa et al. 2007; Pinto e Castro 2009; Bey 2007; Salas et al. 2008) e inativando as enzimas
topoisomerase | (Boothman, Trask e Pardee1989) e Il (Krishnan e Bastow 2000). No entanto, o
mecanismo de acdo da B-lap sobre o S. mansoni ainda ndo é compreendido.

In vitro B-lap induz a formacdo de peroxido de hidrogénio, disfuncdo mitocondrial e
fragmentacdo de DNA, além de causar alteragdes ultraestruturais em epimastigotas e
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tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (Menna-Barreto 2007; Salas et al. 2008). -lap apresenta
propriedades antimaléricas in vitro e in vivo contra cepas que s80 sensiveis e resistentes a
cloroguina (Andrade-Neto 2004; Pérez-Sacau et al. 2005). As propriedades antifingicas de B-lap
na infeccdo disseminada por Cryptococcus neoformans var. neoformans em camundongos
imunossuprimidos com dexametasona foram investigadas por Medeiros e colaboradores (2010).
Neste estudo, a carga fungica foi reduzida até 104 vezes no pulméo, cérebro, baco e figado.
Além disso, B-lap tem demonstrado atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas
(Kenneth et al. 2012) e inibir a replicacdo do virus HIV-1, da transcriptase reversa do virus da
mieloblastose aviaria, leucemia murina de Rauscher e da a-polimerase de DNA (Schuerch e
Wehrli 1978; Li et al. 1993).

Novas drogas com potenciais propriedades anti-S. mansoni estdo sendo identificadas
todos os dias e muitas vezes servem como modelos para possiveis alteragdes moleculares que
resultam em compostos mais eficazes e menos téxicos. O presente estudo é o primeiro a
apresentar o0 S. mansoni como um novo alvo para B-lap. Demonstramos a susceptibilidade de
vermes adultos de S. mansoni da linhagem BH, porém uma investigacdo detalhada sera
necessaria para compreender os mecanismos moleculares relacionados a atividade anti-
Schistosoma de B-lap para estabelecer este medicamento como parte do arsenal disponivel de

compostos esquistossomicida.
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Abstract

Schistosomiasis is one of the most neglected tropical diseases, since no vaccine is available and
treatment and control depend on the use of a single drug, praziquantel. First developed as anti-
tumor drug, -lapachone (13-lap) is an analog of a lapachol compound obtained from the bark of
trees of the families Bigoniaceae and Verbenaceae. Several studies involving humans and
experimental animals have reported numerous biological properties of R-lap. The present study
provides, for the first time, conclusions on the in vitro schistosomicidal properties of B-lap. Adult
male S. mansoni worms of the BH strain were used for the study. Motility, mortality and alterations
in the tegument observed using scanning electron microscopy were employed as schistosomicidal
parameters. Alterations in motility were observed six hours after incubation in concentrations of
100uM and 50uM of B-lap. Mortality at these concentrations was 100% and 67%, respectively after
24 hours. The death of the parasite was preceded by progressive surface membrane damage,
characterized by tegument peeling, spine reduction and erosion, blister formation and rupture, and
the emergence of holes. In addition to this, in the anterior portion, intense general edema, areas of
cracking with a wrinkled surface, furrows and a fibrous appearance were also observed. The
number of dead parasites following B-lap treatment depended on concentration and time. The
results of the present study thus provide a sound basis for further in-depth studies of the

schistosomicidal properties of B-lap, both in the laboratory and in the field.

Keywords B-lapachone, Schistosoma mansoni, Ultrastructural analysis, tegument
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Introduction

Human schistosomiasis, a disease caused by trematode worms of the genus Schistosoma,
is considered one of the most prevalent and debilitating neglected diseases in tropical and
subtropical areas, being endemic to approximately 78 countries and territories and affecting more
than 207 million people worldwide. About 800 million people live in areas where they are at risk
of infection and 280,000 die every year due to this disease (Steinmann et al. 2006; Gryseels et al.
2006; King and Dangerfield-Cha 2008). Typically, disease pathology results from the
inflammatory granulomatous reaction triggered in response to parasite egg deposition in the liver
and other host tissues (Gryseels et al. 2006).

Despite all the research conducted so far, there are no effective vaccines against parasitic
diseases. Treatment is still, therefore, the most efficient method (Date et al. 2007). Praziquantel
(PZQ) is, at present, the only drug used for the treatment and control schistosomiasis (Doenhoff
et al. 2009). Although it is safe and effective, it is worrying that it is the only drug available to
treat a disease that affects millions of people, especially since strains of Schistosoma are
developing with low sensitivity and/or resistance to PZQ (Abdul-Ghani et al. 2009). Therefore,
widespread use of PZQ in endemic zones with the possibility of the emergence of drug-resistant
Schistosoma, combined with the lack of another effective antischistosomal drug requires that
new schistosomicidal compounds be developed (Bertdo et al. 2012).

The quinones constitute a broad-ranging and varied family of metabolites that are found
in nature. In terms of their molecular structure, quinones can be divided according to the type of
aromatic system that sustains the quiononoidic ring: benzoquinones — a benzene ring;
naphthoquinones — a naphthalene ring; anthraquinones — a linear or angular anthracene ring. B-
lapachone (B-lap, Figure 1) (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol [1,2-b] pyran-5,6-dione), a
lipophilic naphthoquinone, analog semi-synthetic of lapachol compound obtained from the bark
of trees of the families Bigoniaceae and Verbenaceae commonly found in many regions of
Brazil. Especially in Brazil, its extract has been widely used in folk medicine for centuries to

control various diseases (Pinto et al. 1977; Schaffner-Sabba et al. 1984).

Here fig 1
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Ortho-naphthoquinone and related compounds were initially investigated in the late 19"
and early 20" centuries by the chemist Samuel Hooker. p-Lap has been found as minor
constituent during isolation of other naphthoquinones from the heart of ipé trees (Diaz & Medina
1996). On a larger scale it can be produced following the method first developed by Hooker and
colleagues through cyclization of lapachol in sulfuric acid by a nucleophilic attack of the oxygen
on the isoprenyl side chain and purification by further recrystallizations (Hooker 1892 and
1896). The final product takes the form of acicular, reddish-orange crystals, visible to the naked
eye (Hooker 1936; Sun, Geiser and Frydman 1998).

B-lap has been reported to have anti-Trypanosoma cruzi (Menna-Barreto et al. 2007;
Salas et al. 2008; Ferreira et al. 2011;), antimalarial (Andrade-Neto 2004; Pérez-Sacau et al.
2005), anti-inflammatory (Sitdnio et al. 2012), antibacterial (Coelho et al. 2010; Lourenco et al.
2011), antifungal (Medeiros et al. 2010) and antiviral properties (Schuerch and Wehrli 1978; Li
et al. 1993). There can be no doubt that its antineoplasic properties have generated the greatest
expectations for the molecule. In vitro and in vivo studies have shown that B-lap inhibits
conventional therapy-resistant tumors, particularly the proliferation of neoplasms of slow cell
cycle such as prostate, pancreatic, colon, and some ovarian and breast cancers (Park et al. 2005;
Suzuki et al. 2006; Moon et al. 2010).

With regard to the anti-Schistosoma mansoni properties of the naphthoquinones, Pinto
and colleagues (1997) assessed the topical action of some of their derivatives, including p-lap, on
blocking the penetration of cercariae in mice. Other studies involving the control of
schistosomiasis using naphthoquione derivatives include the inhibition of aerobic glycolysis in
adult S. mansoni worms (Edingl, Tersan and Waite 1947), molluscicidal activity against the adult
snail and snail egg masses of Biomphalaria glabrata (the intermediate hosts of S. mansoni) and
activity against cercariae (S. mansoni cercariae) (Lima et al, 2002; Camara et al. 2008; Ribeiro et
al. 2009).

The present study investigated the antischistosomal properties of B-lap, providing the first
in vitro study that demonstrates and describes, using scanning electron microscopy, its ability to
cause severe membrane damage in adult S. mansoni worms. Furthermore, we demonstrate that

the B-lap-induced membrane damage effectively killed adult worms.
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Materials and methods

Compounds

R-Lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol[1,2-b]  pyran-5,6-dione) was
synthesized from naturally occurring lapachol derived from T. avellanedae (Bignoneaceae) using
sulfuric acid according to a method developed by Cavalcante and colleagues (2008).
Praziquantel was purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other

analytical grade or cell culture reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Brazil).

Ethical considerations, animals and infection

After approval by the Animal Experiments Ethics Committee of the UFPE
(23076.020127/2010-47), ten 30-day old male Swiss mice, weighing 28+2g, were percutaneously
infected (Olivier and Stirewalt, 1952) with about 120 cercariae of S. mansoni (BH strain). This
strain was maintained using standard procedures (Boissier and Mone 2001) at the
Schistosomiasis Experimental Laboratory of the Keizo Asami Immunopathology Laboratory—
LIKA/UFPE and the UFPE’s Department of Tropical Medicine. Mice were obtained and kept in
the LIKA pound in a controlled environment (temperature between 20+2°C, 12 hour daylight

cycle) with free access to food (Labina ® / Purina, Sdo Paulo-SP) and water ad libitum.

In vitro B-Lap and praziquantel treatment of S. mansoni

Sixty days after infection the mice were euthanized by cervical sprain and the worms
were aseptically recovered by perfusion of the portal system and mesenteric veins with sterile
saline (0.9% NaCl w / v) (Smithers and Terry 1965). Male worms were immediately transferred
to an RPMI 1640 medium supplemented with 20 mM HEPES, 100 pg/mL penicillin, 100pug/mL
streptomycin and 10% fetal bovine serum and rinsed twice with this medium. The worms were
distributed (one pair of adult worms per well) in 24-well culture plates with 2 mL of this medium
(per well) and the cultures incubated at 37°C in a humid atmosphere containing 5% CO,. Two
hours after incubation, to allow for adaptation of the worms, R-Lap was added to a final
concentration of 50 or 100 uM (from a stock solution of 1 mM in RPMI 1640/1.5% dimethyl
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sulfoxide (DMSO)). The control worms were incubated in 1.5% DMSO in an RPMI 1640
medium as a negative control group and in a 10uM PZQ as a positive control group. All
experiments were performed six times. An inverted microscope was used to evaluate the general
conditions of worms including motility, changes in the integument and survival monitored at 3,
6, 18 and 24 hours of culture.

Antischistosomal evaluation criteria

Treatment was considered lethal whenever no worm movement was observed for more
than 2 min. Worm motility was scored following 3-Lap and PZQ treatment according to the
criteria scored in a viability scale of 0-3 proposed by Horiuchi and colleagues (2005). The
scoring system was as follows: 3, complete body movement; 1.5, partial body movement or

immobile but alive; and 0, dead.

Scanning electron microscopy

For ultrastructural analysis of 3-Lap activity against adult S. mansoni worms, scanning
electron microscopy (SEM) was used. Worms incubated in 50 or 100 uM R-lap for 3, 6, or 18h
were sampled and fixed with 2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in a 0.1 M
sodiumcacodylate buffer (pH 7.2) for 12 h at room temperature (RT). Thereafter, samples were
washed in the same buffer and post-fixed with 1% (w/v) OsO4 in a 0.1 M sodium cacodylate
buffer (pH 7.2) for 1 h at RT. Specimens were then dehydrated with increasing concentrations of
ethanol and then dried with liquid CO; in a critical point dryer machine (Hitachi HCP-2, Hitachi,
Japan). Treated specimens were mounted on aluminum microscopy stubs and metalized with
gold particles using a FINE-COAT 1100 ion-sputtering apparatus (JEOL, Tokyo, Japan).
Specimens were then observed and photographed using an electron microscope (JEOL-25SI],
Tokyo, Japan).
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Results

R-lap alters motility of adult worms of S. mansoni

During all observation intervals (3, 6, 18 and 24h) the drug-free adult S. mansoni worms
(negative control group) displayed peristaltic movements and characteristic waves throughout
the whole body, suckers in constant movement and occasionally adhering to the bottom of the
culture plate (score = 3). PZQ, the anti-schistosome drug of choice (positive control group),
caused immediate loss of motility in worms leaving them clearly shortened. This effect persisted
and became stronger with the passing of time, giving the worm a half-moon shape. After 24 h of
exposure 83% of the worms were dead (score = 0) and17% showed slight movements of the
posterior and extremity and oral sucker (score = 1.5). The motility of male S. mansoni worms
diminished when exposed to B-lap and this depends on the concentration and the incubation time.
After 18 hours, 83% of worms exposed to 50 uM B-lap displayed a reduction in motility with
impairment of peristaltic movement and the capacity of their suckers to adhere to the bottom of
the culture plates (score = 1.5), and after 24 hours, 67% of the worms were dead (score = 0).
When exposed to 100uM of B-lap the motility of worms was altered after 6 hours of incubation.
At this same concentration, the mortality of worms was observed after 18 hours and all the

worms were observed to have been killed after 24 hours (Table 1).

Here table 1

Ultrastructural analysis of B-lap-induced surface damage in S. mansoni

Adult S. mansoni worms incubated for 18 h in a supplemented RPMI 1640 medium and
1.5% DMSO showed intact surface structure and topography (Fig. 2 a-c). The surface of male
schistosomes displayed the gynecophoral canal (Fig. 2a), a longitudinal fold on the middle and
posterior body that houses the female for the purpose of mating and reproduction. The anterior
portion is characterized by an oral and a ventral sucker, smooth and cylindrical tegument with
numerous ciliated papillae (Fig. 2b). At a higher magnification of the mid-dorsal region of the

worms a large number of tubercles with typical spines were observed; moreover, ciliated
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papillae, dome-shaped papillae and tegumental parallel-arranged folds were also observed (Fig.
2C).

The 50 and 100uM dose responses to 3-lap in adult schistosomes at 3, 6 and 18 h are
given in Fig. 3 (a-i) and Fig. 4 (a-i) respectively. B-lap had a clear effect on the musculature of
the worms, with dorsoventral curving at a concentration of 50uM (Fig. 3 - a, d, and g). This
effect was more accentuated at a concentration of 100uM, at which the worms were observed to
shrink, in time-dependent fashion, taking the form of a corkscrew at 18 h (Figs. 4 - a, d and g).

After 3 h of incubation with 50 uM of B-lap bubbles were observed and a focal lesion in
the tegument into the anterior region of the worms (Fig. 3b) and small bubbles appeared in the
surface tegument of the worm forming focal lesions as a mass (Fig. 3c). By 6 h after incubation
focal lesions in various parts of the body became more evident. Lesions were observed around
the oral sucker (Fig. 3e) and the lateral dorsal portion of the tegument with reduced and eroded
tubercle spines (Fig. 3f). By 18 h after incubation there was generalized swelling on the anterior
portion and extensive areas of cracking and bubbles (Fig. 3 h). Severe alterations in the tegument
characterized by swelling, dislocation and erosion of tubercles, the loss of spicules and widening
of the parallel-arranged folds were also observed (Fig. 3 i).

The most significant tegumental changes in the anterior portion of the worms, when
incubated with 100uM of 3-lap, were intensive evolution of edema and curvature giving rise to a
wrinkled surface with obvious furrows developing a fibrous appearance over time (Fig. 4 b, e
and h). By 3 h after incubation, the tegument had broken tubercles and loss of spicules (Fig. 4 c).
After 6 h, there were various blisters, some burst and an eroded section of the tegument with
exposure of subtegumental tissue. At 18 h, blistering was observed along with obvious

protuberance of the anterior dorsal tegument with the emergence of coalesced folds (Fig 4 h and

i).
Here Figs 2, 3and 4
After 3 h of incubation with 10 uM PZQ (an antischistosomal drug), an obvious

contraction of longitudinal muscles occurred; the worms were curved and shortened in

appearance (Fig. 5 a). The effect of PZQ after 6 h of incubation was marked by the presence of
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tubercles alongside loss of spicules, blistering over the surface of the tegument and the beginning
of the appearance of holes in the tegument (Fig 5 b and ¢)

Here fig 5

Discussion

Worldwide, one in thirty individuals has schistosomiasis (Chitsulo, Loverde and Engels
2004). Extreme poverty, ignorance of the risks, inadequate or total lack of public health facilities
plus the unsanitary conditions in which millions of people lead their daily lives are all factors
contributing to the risk of infection (Fenwick et al. 2003). This led King and colleagues (2005) to
describe schistosomiasis as a pandemic and to blame it for 2-15% of the underdevelopment of
affected individuals (King et al. 2005).

Praziquantel (PZQ) has been on the market for over 40 years and is, at present, the only
drug of choice for treatment of schistosomiasis (Doenhoff et al. 2009). Despite being safe and
effective against all species of Schistosoma, its intensive use in endemic areas has led to the
emergence of resistant strains. This has raised concern in the medical community and prompted
The Special Program for Research and Training in Tropical Disease to encourage the discovery
and development of new antischistosomal compounds. As a result, various studies have
investigated promising new compounds both in vivo and in vitro (Abdul-Ghani et al. 2009).

R-Lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol[1,2-b]pyran-5,6-dione; B -lap) is a
naturally-occurring quinone derived from, found in Tabebuia avellanedae (whose popular
Portuguese name is: Ipé roxo), a plant of the Bignoneaceae family commonly found in many
regions of Brazil. The most important feature of this drug is its in vitro and in vivo antitumor
properties against different cell lines (Park et al. 2005; Suzuki et al. 2006; Moon et al. 2010). In
the clinic, some antitumor drugs (dactinomycin, doxorubicin, bleomycin and mitomycin C) show
the quinone group and this corroborates the importance of this chemical group for the
development of new anti-cancer drugs (Gewirtz 1999; Galm et al. 2005; Zhang 2006; Dong et al.
2009).

In in vitro assays, which are routinely used for the triage of new compounds with
schistosomicidal potential, the tegument of the worm is an important target for observation since

it comes into direct contact with the compounds. The tegument of S. mansoni is a barrier that
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isolates it from the external environment and ensures maintenance of vital functions. It is
responsible for absorbing nutrients, metabolizing lipids and cholesterol, the proliferation and
repair of tissue, and the selective absorption of drugs. These characteristics reinforce the
importance of studies of the tegument of S. mansoni, since this structure is an important target
for the action of schistosomicidal drugs (Krautz_Peterson et al. 2007; Faghiri and Skelly 2009;
Pereira et al. 2011). We therefore hypothesized that p-lap may exhibit schistosomicidal
properties by interfering with the stability of the membrane and the structural integrity of the
tegument. To test this hypothesis, we first established the concentration of B-lap capable of
causing the death of adult worms after 24h exposure in vitro. For this triage we used the MTT
cytotoxicity test (Mosmann 1983). Based on exposure time and the MTT test, the concentrations
of 50uM and 100uM were used to study the capacity of B-lap to alter motility and cause lesions
in the tegument of adult worms.

The present study used the BH strain, native to Minas Gerais, Brazil. This strain
predominates in endemic regions in Brazil, which are home to around 25 million people at
constant risk of infection and around six million infected individuals across Brazil, which is the
country on the American continent with the largest number of infections (Lambertucci 2010).
We evaluated the ultra-structural alterations in adult male worms, since the sexually mature
females do not come into direct contact with the micro-environment of the host and alterations in
the tegument are more pronounced in males (Nahed, Riad and Yomna 2009; Mostafa and
Soliman 2002; Manneck, Haggenmuller and Keiser 2010).

This is the first report of an anthelmintic effect of p-lap on adult S. mansoni. In the
present study, surface membrane damage and the number of dead parasites were both dose- and
time-dependent. Table 1 and Figures 3 and 4 illustrate the severe damage to the surface of adult
male schistosomes induced by R-lap treatment. The motility test, as similarly indicated by means
of MTT cytotoxic test, revealed an increase in the number of dead parasites that was
concentration- and time-dependent following p-lap treatment.

Alterations in motility began after 6 hours of incubation at concentrations of 50uM and
100 uM of B-lap (Table 1). However, total mortality of worms occurred 24 hours after treatment
at a concentration of 100puM of B-lap. During this same time interval, 67% of the worms died at a
concentration of 50uM. B-lap caused paralysis and strong dorsoventral curvature in addition to

progressive surface membrane damage characterized by peeling, spine reduction and erosion,
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blister formation and rupture, the emergence of holes and lesions of a fibrous appearance, but the
worms were not shortened like those exposed to PZQ. The tegumental changes observed in the
present study are similar to those demonstrated in adult S. mekongi treated with artesunate
(Jiraungkoorskul et al. 2005), in S. haematobium treated with combined atorvastatin and
medroxyprogesterone acetate (Soliman & Ibrahim 2005) and in S. mansoni treated with
artemether (Xiao et al. 1995) and PZQ (Xiao et al. 1995; Xiao et al. 2000; Lorsuwannarat et al.
2013).

Despite extensive studies, the exact action mechanism of PZQ is still not fully
understood. However, it is known that PZQ first causes rapid inflow of calcium, which leads to
spasmodic contraction of worm musculature. Secondly, the tegument of the worm undergoes
major destruction, eventually resulting in the death of the parasites (Doenhoff et al., 2008 and
2009). In the case of B-lap exposure, the progressive surface membrane damage does not appear
to be directly related to the inflow of calcium, since R-lap inhibits the inflow of Ca** and causes
efflux of these ions, suggesting that the increase in plasma Ca?* is responsible for the apoptosis
brought on by R-lap (Tagliarino et al. 2001; Bentle et al. 2006).

Recently, 5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone, known as plumbagin has proved to
be active against adult S. mansoni worms, altering motility, mortality and the tegument. The
effects of plumbagin on S. mansoni was dose- and time-dependent and the surface of the male
parasites appeared to be more greatly damaged by the drugs than that of females (Lorsuwannarat
et al. 2013). The alterations in the tegument brought about by plumbagin include edema,
cracking, a wrinkled surface and furrows that become fibrous over time. These alterations are
similar to those observed in our study using B-lap (Fig. 3 h and fig 4 e and h).

Naphthoquinones, including B-lap, have been shown to be active against other phases in
the development of S. mansoni. Pinto and colleagues (1997) evaluated naphthoquinone
derivatives that might topically inhibit the penetration of S. mansoni cercariae. In this
experiment, of the 23 derivatives evaluated, 15 blocked penetration by cercariae when applied to
the tails of mice 24 hours prior to infection through the tail. Also in this experiment, the group of
animals exposed to P-lap resulted in 100% blockage, meaning that no single worm was
recovered. The authors conclude that bioactive derivatives of naphthoquinones may be used as
prophylactic drugs in endemic regions (Pinto et al. 1997). Various studies have pointed out the
importance of topical formulations that are able to block the penetration of cercariae (Pinto et al.
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1997; Wulff, Haeberlein and Hass 2007; Hass and Haeberlein 2009; Kasny et al. 2007), since S.
mansoni infection depends on penetration and adequate adaptation within the first 4-5 days in
strata of the definitive host’s skin (Brachs and Haas 2008, Haeberlein and Hass 2008).

Furthermore, naphthoquinone derivatives are also active against S. mansoni’s
intermediate host. These compounds kills adult snails and the spawn of B. glabrata (Dos Santos
et al. 2000; Lima et al, 2002a; Lima et al, 2002b; Camara et al. 2008; Ribeiro et al. 2009)

R-lap, like other naphthoquinones, after undergoing enzymatic reduction in situ (redox
cycle) may produce species that react to oxygen (EROS) (0,*, HO®, 10, and H,0,) (Solange et
al. 2011). p-lap thus speeds up intracellular hypoxia in tumor cells and in the cells of micro-
organisms by the production of super-anions, increasing lipid peroxidation, protein
disorganization (Melissa et al. 2007; Pinto and Castro 2009; Bey 2007; Salas et al. 2008) and
rendering enzymatic topoisomerases | (Boothman, Trask and Pardee1989) and Il (Krishnan and
Bastow 2000) inactive. However, the mechanism by which schistosomicidal activity occurs is
still not understood.

In vitro B-lap causes the formation of hydrogen peroxide, mitochondrial disruption and
DNA fragmentation as well as ultrastructural alterations to the epimastigotes and
trypomastigotes of Trypanosoma cruzi (Menna-Barreto 2007; Salas et al. 2008). B-lap exhibits
antimalarial properties in vitro e in vivo against strains that are both sensitive and resistant to
chloroquine (Andrade-Neto 2004; Pérez-Sacau et al. 2005). The antifungal properties of B-lap
against disseminated infection with Cryptococcus neoformans var. neoformans in
dexamethasone-immunosuppressed mice was investigated by Medeiros and colleagues (2010).
In this study, the fungal load was reduced up to 104 times in the lungs, brain, spleen and liver.
Furthermore, B-lap has been shown to have satisfactory activity against both gram positive and
gram negative bacteria (Kenneth et al. 2012) and to inhibit the replication of the HIV-1 virus, of
the reverse transcriptase of the avian myeloblastosis virus, of Rauscher’s murine leukemia and of
the a-polimerase of DNA (Schuerch & Wehrli 1978; Li et al. 1993).

New drugs with potential anti- S. mansoni properties are being identified every day and
often serve as models for possible molecular alterations that result in more effective and less
toxic compounds. The present study is the first to present S. mansoni as a new target for p-lap.
We have demonstrated the susceptibility of adult S. mansoni worms of the BH strain, but

detailed investigation will be required to understand the molecular mechanisms underlying the
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antischistosomal activity of B-lap and to establish this drug as part of the available arsenal of

schistosomicidal compounds.
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CAPTIONS

Table 1 Motility scores for control, and worms treated with praziquantel (PZQ) and pB-lapachone

(B-lap) at different hours post-incubation.

Groups Percent of worms (%) in motility scores after incubation
3h 6h 18 h 24 h
3 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0
Control 100 100 100 100
PZQ 100 100 25 75 17 83
p-lap
50uM 100 75 25 17 83 33 67
100pM 100 42 58 75 25 100

3, movement of whole body; 1.5, movement of only one part of body or immobile but not dead; 0, dead.

Fig. 1 Chemical structures of 3-lapachone
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Fig. 2 a-c Scanning electron microscopy (SEM) of the tegument of the adult male S. mansoni worms

from the negative control group. Parasites incubated in maintenance medium for 18 h; (a, x140) showing
gynecophoral channel (GC); (b, x500) anterior portions showing oral sucker or acetabulum (OS) and
ventral sucker (VS); (c, x2,000) Dorsal region where tubercles (T), ciliated papillae (CP), dome-shaped
papillae (DP) and tegumental parallel-arranged folds (TF) are visible.
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Fig. 3 a-i SEM images of adult male S. mansoni worms exposed to 50 uM of R-lap. At 3 h (a, x130)
showing dorsoventral curvature; (b, x500) enlarged view of a showing the anterior region with blobs and
focal lesion on the tegument; (c, x2,000) dorsal surface showing a few small blobs as a mass (B); at 6 h
(d, x133) worms dorsoventrally curved as in a; (e, x800) enlarged view of anterior portion of d showing
erosion of tegument (TE) around the oral sucker; (f, x2,000) lesions of the dorsal lateral tegument
showing erosion of tubercles; at 18 h (g, x130) showing worm with more dorsoventral curvature than in a
and d; (h, x1,000) the anterior part of the tegument swollen, deep coalesced folds (PC) and areas of

cracking (C) and blistering (B); (i, x2,000) tegument tubercles eroded and loss of spicules.
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Fig. 4 a-i SEM images of adult male S. mansoni worms exposed to 100 uM of 3-lap. (a, x187) (d, x170) (g,
x190) the worms roll up to form, in g, a corkscrew shape. At 3 h (a, x187) the worm rolled up
dorsoventrally; (b, x500) enlarged view of anterior portion of a showing swollen tegument and focal lesion
(FL); (c, x2,000) damaged tubercles with loss of spicules and exposure of subtegumental tissue; at 6 h (d,
x170) worm showing more intensive contraction than in a; (e, x600) enlarged view of d showing contracted
anterior portion (*), swollen tegument, presence of furrows (S) and damage to the lateral dorsal part of the
tegument; (f, x 2000) enlarged view of e showing subtegumental layer and presence of blistering; at 18 h (g,
x190) worm severely curved dorsoventrally; (h, x500) enlarged view of anterior portion of g severely
contracted with swollen tegument showing deep furrows; (i, x2,000) enlarged view of h showing lateral

dorsal tegument with presence of various blisters (B) and area with clear protuberance (P).
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Fig. 5 a-c SEM images of adult male S. mansoni worms exposed to 10 uM of PZQ. At 3 h (a, x190)
showing worm severely contracted and shortened; at 6 h (b, x 2,000) tubercles with loss of spicules and

emergence of holes in tegument; (c, x2,000) blisters over surface of tegument juxtaposed with tubercles.
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Resumo

A atividade da B-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona, B-lap)
contra diferentes estagios de Schistosoma mansoni foi investigada em camundongos infectados
com 50 cercérias (cepa BH). Os camundongos foram tratados por via intraperitoneal na dose de
50 mg/kg durante 5 dias consecutivos, comegando no dia 1°, 14°, 28° e 45° ap0s a infeccéo,
para avaliar o efeito de R-lap sobre esquistossomulo de pele, esquistossdmulo pulmonar,
vermes jovens (antes da oviposicdo) e vermes adultos (apds oviposicao), respectivamente.
Todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical 60 dias apds a infeccéo. R-lap
reduziu significativamente (p < 0,001) a carga parasitaria total em 29,78%, 37,2%, 24,2% e
40,22%, quando administrado nas fases de esquistossdmulo de pele, esquistossdmulo
pulmonar, vermes jovens e vermes adultos, respectivamente. Reducao significativa também foi
alcancada na carga de vermes fémeas para 0s mesmos esquemas terapéuticos. Em todos os
grupos, houve reducgdo significativa no nimero de ovos e granulomas no tecido hepatico.
Quando a intervencao foi realizada durante a fase de vermes adultos, 3-lap reduziu o tamanho
dos granulomas hepatico além de reduzir o percentual de ovos imaturos e aumentar a
porcentagem de ovos maduros e mortos. Nossos dados indicam que B-lap tem propriedades
esquistossomicidas moderadas. Adicionamemente, sua molécula pode ser usada como prototipo
para a sintese de novos derivados de naftoquinonas com potencial esquistossomicida. Além
disso, futuros estudos com diferentes formulag¢bes contendo R-lap poderam ajudar a elucidar a

melhor dose e via de administracdo e seu mecanismo de ac¢do contra Schistosomas.

Introducéo

A esquistossomose é uma doencga crénica e debilitante causada por vermes do género
Schistosoma. A infeccdo é potencialmente fatal com manifestacBes patologicas severas no
sistema hepato-esplénico e no trato gastrointestinal (Neghina et al., 2009). Ela esta incluida na
lista de doencas negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e apresenta um
significativo impacto econdmico e social. Estima-se que 779 milhdes de pessoas estdo em risco

constante de infeccdo, 207 milhGes estdo infectadas, das quais 120 milhdes séo sintomaticos, 20
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milhGes desenvolveram a forma crdnica e mais de 500.000 morrem a cada ano (Steinmannetal
2006; Organizacdo Mundial de Saude de 2008).

A quimioterapia é o Unico recurso imediato para reduzir a incidéncia e prevaléncia da
esquistossomose em dareas endémicas, uma vez que, até 0 momento, ndo existe vacina
satisfatoria contra este parasita. Atualmente, o praziquantel (PZQ) é o Unico medicamento
recomendado para o tratamento e controle da esquistossomose, mas ndo mostra atividade
contra esquistossdmulos e vermes jovens e ndo evita a reinfeccdo (Cioli et al., 2004; Utzinger
et al., 2003). Além disso, tem sido relatado o desenvolvimento de populacdes de Schistosoma
resistentes e/ou tolerantes a PZQ (Cioli et al., 2008, Wang et al., 2010). Isto nos encoraja a
contribuir com novos estudos para preservar 0 PZQ no tratamento da esquistossomose.

R-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona, R-lap, fig 1),
um orto-naftoquinona lipofilico, derivado originalmente obtido a partir das cascas da arvore do
lapachol (Tabebuia avellanedae) na América do Sul, tem despertado grande atencdo por suas
amplas atividades farmacoldgicas, incluindo anti-inflamatoria (Sitonio et al. 2012),
antibacteriana (Coelho et al., 2010; Lourenco et al., 2011), antiviral (Schuerch e Wehrli, 1978;
Li et al., 1993), antifungica (Medeiros et al., 2010), antimalarica (Andrade-Neto et al., 2004;
Pérez-Sacau et al., 2005), tripanocida (Menna-Barreto et al., 2007; Salas et al., 2008; Ferreira et
al., 2011) e, especialmente, potenciais anticancerigenos. -Lap como um novo agente
anticancerigeno apresenta atividade antitumoral seletiva contra varios canceres humanos (Bey
et al., 2007; Moon et al., 2010). Ela encontra-se atualmente em ensaios clinicos na fase Il em
maltiplos ou monoterapia em associacdo com outros farmacos citotdxicos, tais como a
gemcitabina no tratamento de adenocarcinoma pancreatico (Rich et al., 2000; Miao et al.,
2009).

Fig 1 estrutura quimica da B-lapachona
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Neste estudo, descrevemos em modelo murino o efeito da B-lap sobre os diferentes
estagios de desenvolvimento de S. mansoni (esquistossdmulos de pele, esquistossomulos de
pulmdo, vermes jovens e vermes adultos), com base em critérios parasitolégicos e

histopatoldgicos.

Materiais e métodos

Compostos

B-lapachona (3,4-di-hidro-2 ,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5 ,6-diona), foi
sintetizada a partir do lapachol derivado natural obtido de T. avellanedae (Bignoneaceae)
utilizando acido sulfurico de acordo com um método desenvolvido por Cavalcante e
colaboradores (2008).

Animais, infeccdo dos camundongos, protocolo de tratamento e consideracdes éticas

Camundongos fémeas Swiss, 30 dias de idade (~30g) foram infectados por via
percutanea (Olivier e Stirewalt, 1952) com 50 cercarias de S. mansoni (cepa BH) e, em seguida,
distribuidos aleatoriamente em grupos de experimentos (10 animais cada) concebidos para
avaliar a eficicia da R-lap contra diferentes estagios de desenvolvimento de S. mansoni. A
terapia foi iniciada no 1°, 14°, 28° e 45° dias de infec¢do para avaliar as seguintes fases de
desenvolvimento: esquistossdomulos de pele, esquistossdomulos de pulmé&o, vermes jovens (antes
da oviposicao) e vermes adultos (ap6s a oviposicao ), respectivamente. A terapia foi realizada
durante 5 dias consecutivos, por via intraperitoneal na concentracdo de 50mg/kg/dia. 3-lap foi
ressuspendida em 10% de dimetilsulféxido (DMSO), 1% de Tween 80 e diluidas em solucéo
salina. Cada grupo experimental tratado com a R-lap foi acompanhado por um outro grupo
controle que recebeu apenas o veiculo do farmaco. Todos os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical 60 dias ap0s a infecgdo. Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pernambuco para Experimentacdo em
Animais (CEEA/UFPE, 23076.020127/2010-47).
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Parametros parasitologicos

Recuperacao de vermes

Os vermes foram recuperados a partir do sistema portal hepatico e dos vasos
mesentéricos utilizando a técnica descrita por Smithers e Terry (1965).

A percentagem de redugdo do nimero de vermes apds o tratamento foi calculado como
segue:% de reducdo = C — V/Cx100. Onde C = 0 nimero médio de parasitas obtidos a partir de
animais infectados nao tratados e V = nimero médio de parasitas obtidos a partir de animais

tratados.

Oograma
Fragmentos de diferentes regies no intestino delgado foram removidos e usados para
avaliar o desenvolvimento e maturacdo dos ovos de S. mansoni, estudado de acordo com a

Pellegrino e colaboradores (1962).

Contagem dos ovos em tecido hepatico

Para estimar o nimero de ovos por grama de tecido hepatico, uma amostra de figado,
com cerca de 0,3g, foi retirada da parte central remanescente do lobo direito de cada animal e
processado separadamente pela técnica de digestdo por hidroxido de potassio (KOH) (Cheever
1968 ).

Estudo histopatoldgico e histomorfometria

Para cada camundongo perfundido, uma amostra de figado foi removido a partir da
parte central do lobo lateral esquerdo e fixados em formol tamponado a 10%. As amostras
foram embebidas em blocos de parafina para obter finas sec¢des histologicas (5um) que foram
coradas com hematoxilina e eosina. Dez campos aleatérios por amostra histoldgica foram
utilizados para a contagem do nimero médio de granulomas e avaliados histologicamente por
microscopia de luz. Vinte granulomas de cada animal contendo um Unico ovo central foram
seleccionados aleatoriamente e utilizados para determinar o didmetro médio dos granulomas

pela mensuragdo de dois didmetros perpendiculares ao nivel transmiracidial médio do ovo
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(Phillips et al., 1977). As imagens foram obtidas usando um microscépio Optico acoplado a
uma camera digital e sistema de computador (Motic Imagens Plus 2.0 ML™). Todas as

avaliacdes foram realizadas por observadores ~"duplo-cegos .

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 3.02. Os dados
foram expressos como a médiatDP. Todas as variaveis foram comparadas pelo teste t de

Student. Em todos os casos, os resultados foram considerados significativos quando p<0,05.

Resultados

Efeito da beta-lapachona em diferentes estagios de desenvolvimento de S. mansoni

A administracdo de R-lap em camundongos albergando diferentes estagios de
desenvolvimento de S. mansoni — esquistossomulos de pele (1 dia ap6s a infeccdo),
esquistossdbmulos pulmonar (14 dias apds a infeccdo), vermes jovens (28 dias apds a infeccao)
e 0s vermes adultos (45 dias apds a infeccdo), reduziu significativamente (p < 0,001) a carga de
vermes totais recuperados em 29,78%, 37,2%, 24,2% e 40,22% em comparacdo com O
controle, respectivamente. Percentagem de reducdo semelhante também foi alcancade na
recuperacdo de vermes fémeas para 0s mesmos esquemas de intervencao terapéutica (tabela 1).
Ao analisar o nimero de ovos por grama de tecido hepatico, 3-lap induziu significativamente (
p <0,001) em 32,71%, 42,07%, 34,64% e 48,01%, quando administrada nos 1°, 14°, 28° e 45°
dias apds a infec¢do, respectivamente (Tabela 1).

Em todos os grupos, as amostras de tecido intestinal exibiram ovos de S. mansoni em
todas as fases do desenvolvimento (dados ndo apresentados). No entanto, o regime de
tratamento utilizado com RB-lap em fase de vermes adultos reduziu significativamente (p <
0,001) o percentual de ovos imaturos de 56,36% para 36,46% e aumentou de forma
significativa (p < 0,001) o percentual de ovos maduros de 37,25% para 50,44% e de ovos

mortos 6,38% a 13,1% em relagéo ao controle (Figura 2).
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Efeito da beta-lapachona no granuloma esquistossomatico

A analise histologica do tecido hepatico de todos os grupos (tratados e ndo tratados
com [-lap) apresentou granulomas tipicos com reacdo inflamatdria exsudativa com células do
sistema imunologico em torno dos ovos de S. mansoni em degeneracdo (figura 2 a e b). Em
todos os subgrupos, a capsula do figado estava intacta. Houve uma reducdo significativa (p <
0,0001) no nimero médio de granulomas hepatico ao longo dos grupos tratados com R-lap
(tabela 1). No entanto, apenas o grupo tratado 45 dias apos a infeccdo, mostrou reducdo
estatisticamente significativa (p < 0,001) de 25,8% no diametro médio de granulomas hepético

em comparagdo com o controle (Figura 3c, d).
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Fig 2 Efeito do tratamento in vivo de beta-lapachona sobre o paddo de oviposic¢ao de vermes
adultos de Schistosoma mansoni.
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Fig 3 sec¢des histologicas e didmentro médio de granuloma hepatico periovular de camundongos
infectados com S. mansoni. A imagem a (40x) representa granuloma dos animais ndo expostos ao
tratamento com B-lap (controles), exibindo intenso infiltrado de eosindfilos, neutrofilos, além de
poucos macréfagos e linfocitos circundando o ovo central em degeneracdo. Imagem b (100x)
granuloma em maior aumento de a. Imagem c¢ (100x), granuloma de animais tratado com R-lap, aos
45° dia de infeccdo, circundado por feixes de fibra de colageno, fibroblastos e poucas células
inflamatdrias. Imagem d média do diametro de gramulomas de animais tratados com R-lap, aos 45°
dia de infeccdo (p<0.001).
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Discussao

Atualmente o praziquantel (PZQ) é a unica droga responsavel em reduzir a morbidade e
mortalidade causada pelo Schistosoma (Lammie, Fenwick e Utzinger, 2006; King, 2009). Por
esta razdo, a OMS incluiu a esquistossomose no Programa de Pesquisa e Treinamento em
Doencas Tropicais Negligenciadas, cujo objetivo € incentivar a pesquisa e desenvolvimento de
novos medicamentos (Attallah et al., 2008; Abdul-Ghani et al., 2009; Mulvenna et al., 2010).
Atualmente, mais de 100 milhdes de pessoas estdo sendo tratados com PZQ. A grande demanda
no seu uso tem sido verificada ndo apenas pela elevada prevaléncia, mas por inimeros casos de
reinfeccdo, que sdo retratados em base anual ou semestral (Hotez 2006). Este cenario indica o
desenvolvimento de parasitas resistentes e, consequentemente, a um colapso no tratamento
desta doenca. Assim, € prudente procurar novas terapéuticas, e as recentes discussoes
concentraram-se em despertar a necessidade de buscar alternativas para PZQ.

As quinonas constituem uma ampla e variada familia de metabolitos que sdo
encontrados na natureza. Em termos de estrutura molecular, as quinonas podem ser divididas
de acordo com o tipo de sistema aromatico que sustém o anel quinénico: benzoquinonas - um
anel de benzeno; naftoquinonas - um anel de naftaleno; antraquinonas - um anel antraceno
linear ou angular. A 3-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona, B-
lap), € uma naftoguinona lipofilica, analoga semi-sintética do lapachol encontrado em Tabebuia
avellanedae (conhecida popularmente por Ipé roxo), planta da familia Bignoneaceae
comumente encontrada em muitas regides do Brasil. Sem duvida, B-lap é caracterizada por
apresentar atividade in vivo e in vitro contra uma série de linhagem de células tumorais e inibir
tumores resistentes a terapia convencional, particularmente os neoplasmas de proliferacdo com
ciclo celular lento (Park et al., 2005, Suzuki et al., 2006; Moon et al., 2010).

Compostos com atividade esquistossomicida podem ser eficazes em formas diferentes:
profilaticamente (causando a morte dos esquistossomulos), supressivamente (inibindo a
oviposicdo) e curativamente (causando a morte do verme adulto) (Moraes et al., 2011). Este é 0
primeiro relato do efeito anti-helmintico de p-lap sobre esquistossdmulos de pele,
esquistossomulos pulmonar, vermes jovens e vermes adultos de S. mansoni em modelo murino.
Para esta avaliacdo utilizamos a linhagem BH, nativa de Minas Gerais, que predomina em

regides endémicas do Brasil, (Zuim et al., 2012) pais com cerca de seis milhGes de pessoas
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infectadas e outros 25 milhdes em risco permanente de contrair a esquistossomose
(Lambertucci, 2010).

Quando uma droga suprimir a postura de ovos, 0 oograma deve apresentar um maior
percentual de ovos maduros, como resultado de posturas anteriores. ISso ocorreu em Nnosso
estudo quando camundongos albergando vermes adultos foram tratados com lap-3. Neste
grupo, houve troca percentual significativa (p <0,001) entre ovos imaturos e maduro, e
aumento ovos mortos. Nos outros grupos experimentais nédo 3-lap modifica 0 oograma, desde o
periodo de intervencdo ocorreu em fases de esquistossdomulos e fémeas imaturas (dados nao
mostrados).

A reducdo (p <0 ,001) na carga de ovos e granulomas no tecido hepatico induzida pela
R-lap pode ser atribuidade sua atividade esquistossomicida sobre vermes fémeas em diferentes
fases (tabela 1). Este efeito resulta no menor nimero de reacfes granulomatosas hepética e
fibrose no decurso da infec¢do. B-lap também reduziu significativamente o tamanho dos
granulomas hepéticos, quando a intervengdo ocorreu concomitantemente a maturacao completa
do sexo feminino, a oviposic¢do ja iniciada e acimulo de ovos em tecido hepatico. Neste estagio
da infeccdo o granuloma é uma reacio de hipersensibilidade tardia mediada por células TCD,"
(Pearce e Macdonald, 2002). Estas células desencadeiam resposta Thl, com a ativacdo de
macréfagos e sintese subsequente de IL-2, IL-6, TNF-o e IFN-y, o oxido nitrico (NO) e
citrulina, determinando a extensdo da inflamacdo (Modolell et al., 1995; Wynn e Cheever,
1995). No nosso estudo, a reducdo no tamanho do granuloma pode ser atribuido a atividade
anti-inflamatoria de B-Lap, que inibe a migracdo de neutréfilos e reduz a sintese de TNF-a, IL-
6, NO e NO-sintetase (Liu et al., 1999, Tzeng et al., 2003, Sitonio et al., 2012). Assim,
sugerimos que R-Lap modula favoravelmente a resposta imune granulomatosa e que a
intervencdo terapéutica por um periodo mais longo, pode resultar em uma resolucdo
granulomatosa precoce. Associado ao PZQ, este efeito terapéutico pode ser potencializado uma
vez que o tratamento experimental e clinico da esquistossomose com PZQ € capaz de reduzir o
tamanho dos granulomas, aparentemente devido a reducéo do infiltrado celular (Zilton 2005;
Aires et al., 2012).

B-Lap esta recebendo uma enorme atengdo por possuir potentes atividades terapéuticas
em varias doengcas, incluindo cancer, diabetes, obesidade e doencgas cardiovasculares (Dong et
al.,, 2009; Hwang et al., 2009; Kim et al., 2009). Além disso, R-lap possui atividade
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antimalarica in vitro e in vivo contra cepas sensiveis e resistentes a cloroquina (Andrade-Neto
2004;. Pérez-Sacau et al., 2005), anti-Trypanosoma cruzi (Menna-Barreto et al., 2007; Salas et
al., 2008; Ferreira et al., 2011), antifungica (Medeiros et al, 2010), contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas (Coelho et al., 2010; Lourenco et al., 2011; Kenneth et al., 2012) e
inibi a replicacdo do virus HIV-1 (Li et al., 1993).

Sugere-se que estas atividades bioldgicas de B-lap se deve por suprimir a atividade da
topoisomerase DNA e comprometimento do reparo do DNA através de espécies reativas de
oxigénio (ROS) gerados via NAD (P) H: oxidorredutase quinino 1 (Krishnan e Bastow, 2000;
Reinicke et al., 2005; Bey et al.; 2007; Siew et al., 2012). No entanto, a informacéo sobre o seu
mecanismo de atividade esquistossomicida ainda ndo é compreendido. A propoésito, é bem
conhecido que a geracdo de ROS pode induzir citotoxicidade e lesGes tisulares. O aumento das
ROS e H,0,, esgota a reserva de glutationa por oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a
glutationa oxidada (GSSG). Isto pode alterar as atividades de enzimas ou de proteinas vitais do
S. mansoni, resultando em peroxidacdo de lipidios e desorganizacdo protéica, alterando a
capacidade dos parasitas se protegerem contra os radicais livres, resultando em sua morte (Azza
et al., 2005; Kuntz et al., 2007; Seif el-Din et al., 2011). Assim, mecanismos antioxidantes de
defesa dos vermes pode representa um alvo potencialmente bom para a quimioterapia (Azza et
al., 2005).

O efeito mais evidente de ROS sobre o esquistossoma, € a superficie do parasita (Mei et
al., 1996). O tegumento do esquistossoma contém numerosas mitocdndrias, 0 que poderia ser o
alvo principal de B-lap. A R-lap afeta a fungdo mitocondrial por oxidagéo no ciclo redox (Witte,
Stoppani e Dubin, 2004), induzindo fragmentacao internucleossomal do DNA, a libertagdo do
citocromo c, e ativacdo de caspase-3 (Li et al., 1999; Li et al., 1999; Menna -Barreto et al.,
2007; Salas et al., 2008). Recentemente, Lorsuwannarat e colaboradores (2013) sugerem estes
mecanismos como via de acdo da 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona, conhecido como
plumbagin, contra vermes adultos de S. mansoni. Segundo Zhai e colaboradores (2002) vermes
adultos maduros de S. mansoni tém maior efeito anti-radicais livres de oxigénio e toxicidade
bioquimica do que vermes juvenis, levando a taxa de mortalidade de vermes juvenis ser maior
do que a de vermes adultos maduros. No entanto, B-lap agiu de forma semelhante em todos os

estagios de desenvolvimento avaliados aqui.
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Ao contrério do PZQ, que promove o aumento da permeabilidade das membranas das
células do esquistossoma através do célcio, promovendo a contragdo muscular sustentada,
paralisia espastica e dano do tegumento (Doenhoff et al., 2008 e 2009), R-Lap em células
tumorais e ileo promove o efluxo deste fon, sugerindo que o aumento do Ca** no plasma seja
responsavel pelo seu efeito apoptoético (Tagliarino et al., 2001; Bentle et al., 2006). Este efeito
antagonico, torna-se alvo importante alvo para futuras pesquisas com B-lap em canais de célcio
de S. mansoni.

As naftoquinonas, incluindo B-lap, tém se mostrado ativas contra outras fases no
desenvolvimento de S. mansoni. Pinto e colaboradores (1997) avaliaram derivados
naftoquinonas que pudessem inibir topicamente a penetracdo de cercérias de S. mansoni. Dos
derivados estudados, 15 naftoquinonas bloquearam a penetracdo de cercarias quando aplicados
nas caudas dos camundongos 24 horas antes da infec¢do via caudal. No grupo exposto a B-lap
o0 bloqueio foi de 100%. No presente estudo a administragdo da B-lap 24 horas apds exposicdo
cercariana reduziu a carga de vermes. Estudos concluem que formulagBes tdpicas que
bloqueiam a penetracdo cercariana podem ser usadas como drogas profilaticas em regibes
endémicas (Pinto et al., 1997; Wulff, Haeberlein e Hass, 2007; Kasny et al., 2007; Haas et al.,
2008). Além disso, os derivados naftoquinonas também sdo ativos contra hospedeiro
intermediario do S. mansoni. Estes compostos matam caramujos adultos e a desova de B.
glabrata (Dos Santos et al., 2000; Lima et al., 2002a; Lima et al., 2002b; Camara et al., 2008;
Ribeiro et al., 2009).

Devido a limitada solubilidade aquosa da B-lap (Lindenberg et al., 2004) formulacbes
vem sendo desenvolvidas a fim de garantir maior biodisponibilidade e atividade bioldgica,
utilizacdo de menores doses e de via de administracdo mais conveniente além de menores
efeitos adversos. Neste contexto, B-lap complexada em ciclodextrina demonstra sinais
promissores em estudo clinicos antitumorais de fase I, 1l e 11l (Li 2006; Khong et al, 2007,
Yang et al. 2008). Diante da moderada atividade da B-lap contra S. mansoni, o emprego de
novas formulacGes abrem perspectivas de estudos que visem aumentar sua atividade e elucidar
seu mecanismo de agdo, alem de utiliza-la como proto6tipo para a sintese de novos derivados

naftoquinonicos com potencial esquistossomicida.
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Abstract

The activity of B-Lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H- naphthol [1,2-b] pyran-5,6-dione, [3-
Lap) against stages different of Schistosoma mansoni was investigated in mice. Mice infected
with 50 cercariae (BH strain) were treated intraperitoneally at a dose of 50 mg/kg for 5
consecutive days, starting on the 1%, 14™ 28" and 45™ day after infection, to evaluate the effect
of B-Lap on skin schistosomula, lung schistosomula, young worms (that is, before oviposition)
and adult worms (that is, after oviposition), respectively. All animals were euthanized by
cervical dislocation 60 days after infection. 3-Lap significantly reduced (p < 0.001) the number
of worms in 29.78%, 37.2%, 24.2% and 40.22% when administered during the skin
schistosomula, lung schistosomula, young worms and adult worms phases, respectively.
Significant reduction was also achieved in terms of female burden. In all groups, there was
significant reduction in the number of eggs and granulomas in liver tissue. When the intervention
was performed during the adult worms phase, 3-Lap reduced the size of hepatic granulomas and
also lowered the percentage of immature eggs and increased the percentage of mature and dead
eggs. Our data indicate that 3-Lap has moderate antischistosomal properties. Its molecule may
also be used as a prototype for synthesis of new naphthoquinone derivatives with potential
schistosomicidal properties. Further studies with different formulations containing R-Lap are
needed to clearly establish the best dose and route of administration and its mechanism of action

against schistosomes.

Keywords p-lapachone, schistosomicidal, in vivo, granuloma
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Introduction

Schistosomiasis is a chronic and debilitating disease caused by worms of the genus
Schistosoma. The infection is potentially life-threatening with severe pathological manifestations
in the hepato-splenic system and gastrointestinal tract (Neghina et al., 2009). It is included on the
World Health Organization (WHO)’s list of neglected diseases and has a significant economic
and social impact. It is estimated that 779 million people are at constant risk of infection and 207
million are infected, of whom 120 million are symptomatic, 20 million develop the chronic form
and more than 500,000 die each year (Steinmannetal 2006; World Health Organization 2008).

Chemotherapy is the only immediate recourse for reducing the incidence and prevalence
of schistosomiasis in endemic areas, since, to date, there is no satisfactory vaccine against the
parasite. At present, praziquantel (PZQ) is the only drug recommended for the treatment and
control of schistosomiasis, although it is not active against schistosomula and young worms and
does not prevent reinfection (Cioli et al., 2004; Utzinger et al., 2003). Furthermore, the
development of populations of Schistosoma resistant and/or tolerant with regard to PZQ has been
reported (Cioli et al., 2008; Wang et al., 2010). This has encouraged us to contribute new studies
to preserve the PZQ in the treatment of schistosomiasis.

R-Lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H- naphthol [1,2-b] pyran-5,6-dione, R-Lap,
figure 1), a lipophilic ortho-naphthoquinone derivative originally obtained from the bark of the
lapachol tree (Tabebuia avellanedae) in South America, has aroused great attention for its wide-
ranging pharmacological properties, including anti-inflammatory (Sitbnio et al., 2012),
antibacterial (Coelho et al., 2010; Lourenco et al., 2011), antiviral (Schuerch and Wehrli, 1978;
Li et al., 1993), antifungal (Medeiros et al., 2010), antimalarial (Andrade-Neto et al., 2004;
Pérez-Sacau et al., 2005), trypanocidal (Menna-Barreto et al., 2007; Salas et al., 2008; Ferreira et
al., 2011) and especially powerful anticancer activity. p-Lap as a novel anticancer agent exhibits
selective antitumor activity against various human cancers (Bey et al., 2007; Moon et al., 2010).
It is currently in multiple phase Il clinical trials as a monotherapy and in combination with other
cytotoxic drugs, such as gemcitabine for the treatment of pancreatic adenocarcinoma (Rich et al.,
2000; Miao et al., 2009).

Here fig 1
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In this study we describe the effect of 3-lap on the different developmental stages of S.
mansoni (skin schistosomula, lung schistosomula, young worms and adult worms) based on

parasitological and histopathological criteria in a model using mice.
Materials and methods

Compounds

R-Lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol[1,2-b]  pyran-5,6-dione)  was
synthesized from lapachol naturally found in Tabebuia avellanedae (Bignoneaceae) using
sulfuric acid according to a method developed by Cavalcante and colleagues (2008).

Animals, Infection of mice, treatment protocol and ethical considerations

Mice were obtained and kept in the Immunopathology Laboratory Keizo Asami pound in
a controlled environment (temperature between 20+2°C, 12 hour daylight cycle) with free access
to food (Labina ® / Purina, Sdo Paulo-SP) and water ad libitum. After approval by the Animal
Experiments Ethics Committee of the UFPE (23076.020127/2010-47), Female 30-day old Swiss
mice (~ 30g) were percutaneously infected (Olivier and Stirewalt, 1952) with 50 cercariae of S.
mansoni (BH strain) and then randomly allocated to the experiment groups (ten mice each)
designed to assess the efficacy of 3-lap against the different developmental stages of S. mansoni.
Treatment was started on the 1%, 14™, 28" and 45" day after infection to evaluate the following
stages of development: skin schistosomula, lung schistosomula, young worms (that is, before
oviposition) and adult worms (that is, after oviposition), respectively. Treatment was continued
for 5 consecutive days, intraperitoneally at a concentration of 50mg/kg/day. R-lap was
resuspended in 10% dimethyl sulfoxide (DMSQO), 1% Tween 80 and diluted in saline solution.
Each experimental group treated with the R-lap was accompanied by a control group that
received the drug vehicle only. All animals were euthanized by cervical dislocation 60 days after

infection.

138



Parasitological parameters

Recovery of worms

The worms were recovered from the hepatic portal system and mesenteric vessels using
the technique described by Smithers and Terry (1965). The percentage reduction in the number
of worms after treatment was calculated as follows: % reduction = C — V/Cx100. Where C = the
mean number of parasites recovered from infected untreated animals and V = the mean number

of parasites recovered from treated animals.

Oograma
Fragments from different sites in the small intestine were removed and used to evaluate
the development and maturation of the S. mansoni eggs, as described by Pellegrino and

colleagues (1962).

Ova count in hepatic tissue
To estimate the number of eggs per gram of hepatic tissue, a sample of the liver with
about 0.3 g was removed from the central remaining part of the right lobe of each animal and

processed separately using the potassium hydroxide (KOH) digestion technique (Cheever 1968).

Histopathological and morphometric study

For each perfused mouse, a sample of the liver was removed from the central part of the
left lateral lobe and fixed in 10% buffered formaldehyde and embedded in paraffin blocks to
obtain thin histological sections (5um) that were stained with hematoxylin and eosin. Ten
random fields per histological sample were used to count the average number of granulomas and
these were evaluated histologically using natural light microscopy. Twenty granulomas of each
animal containing a single central egg were randomly selected and used to determine the mean
diameter of granulomas by measuring two perpendicular diameters transmiracidial the average

level of the egg (Phillips et al. 1977). Images were obtained using an optical microscope
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connected to a digital camera and a computer system (Motic Images Plus 2.0 ML™). All
evaluations were performed by double blind observers.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 3.02. Data were expressed as
the mean£SD. All variables were compared using Student’s t test. In all cases, results were

considered significant at p < 0.05.
Results

The effect of beta-lapachone on different developmental stages of S. mansoni

The administration of B-lap in mice harboring different stages of development of S.
mansoni - skin schistosomule (1 day after infection), lung schistosomula (14 days after
infection), young worms (28 days after infection) and adult worms (45 days after infection),
significantly reduced (p < 0.001) the overall worm burden by 29.78%, 37.2%, 24.2% and
40.22% respectively, compared to the control. A similar percentage reduction was also achieved
in the recovery of female worms for the same schemes of therapeutic intervention (Table 1).
When analyzing the number of eggs per gram of hepatic tissue, 3-lap induced significant
reductions (p < 0.001) of 32.71%, 42.07%, 34.64% and 48.01% were achieved when the drug

was administered on the 1%, 14™, 28" and 45" day after infection, respectively (Table 1).
Here table 1

In all groups, intestinal tissue samples exhibited S. mansoni eggs at all stages of
development (data not shown). However, the treatment regimen using 3-lap during the adult
worms stage significantly reduced (p < 0.001) the percentage of immature eggs from 56.36% to
36.46% and significantly increased (p < 0.001) the percentage of mature eggs from 37.25% to
50.44 % and of dead eggs from 6.38% to 13.1% compared to the control (Figure 2).

Here figure 2
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The effect of beta-lapachone on Schistosome granulomas

There was a significant reduction (p < 0.0001) in the mean number of hepatic granulomas
in all the groups treated with B-lap (Table 1). Histological analysis of hepatic tissue in all groups
(treated with R-lap or not) exhibited liver capsule intact and typical granulomas with an
exudative inflammatory reaction with immune system cells surrounding the eggs of S. mansoni
in degeneration (Figures 3a, b and c¢). Only the group treated 45 days after infection showed a
statistically significant (p < 0.001) reduction of 25.8% in the mean diameter of hepatic
granuloma compared to the control (Figures 3c and 3d).

Here figure 3

Discussion

At present, praziquantel (PZQ) is the only drug responsible for reducing morbidity and
mortality caused by Schistosoma (Lammie, Fenwick and Utzinger, 2006; King 2009). For this
reason, the WHO has included schistosomiasis in the Special Program for Research and Training
in Neglected Tropical Diseases, whose goal is to encourage research and the development of new
drugs (Attallah et al., 2008; Abdul-Ghani et al., 2009; Mulvenna et al., 2010).

More than 100 million people are currently being treated with PZQ. The huge demand for
its use is confirmed not only by the high prevalence, but by countless cases of reinfection which
are portrayed in annual or semiannual basis (Hotez 2006). This leads to the development of
resistant parasites and consequently to a collapse in treatment of the disease. It is thus prudent for
research to focus on finding alternatives to PZQ.

The quinones constitute a broad-ranging and varied family of naturally-occurring
metabolites. In terms of their molecular structure, quinones can be divided according to the type
of aromatic system that sustains the quiononoidic ring: benzoquinones — a benzene ring;
naphthoquinones — a naphthalene ring; anthraquinones — a linear or angular anthracene ring. R3-
lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol [1,2-b] pyran-5,6-dione, R-lap), is a lipophilic
naphthoquinone, a semi-synthetic analog of lapachol found in Tabebuia avellanedae (popularly
known as Ipé roxo), a plant of the Bignoneaceae family commonly found in many regions of

Brazil. There is no doubt that lap-3 exhibits in vitro and in vivo activity against various tumor
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cell lines and inhibits conventional therapy-resistant tumors, particularly the proliferation of slow
cell cycle neoplasms (Park et al., 2005; Suzuki et al., 2006; Moon et al., 2010).

Compounds with schistosomicidal activity can be effective in different ways:
prophylactically (causing the death of schistosomula), suppressively (inhibiting oviposition) and
curatively (causing the death of the adult worm) (Moraes et al., 2011). This is the first report of
the anthelminthic effect of B-lap on the skin schistosomula, lung schistosomula, young worms
and adult worms phases of S. mansoni in a murine model. For this evaluation we used the BH
strain, which is native to Minas Gerais and predominates in endemic regions in Brazil (Zuim et
al., 2012), a country with about six million people infected and another 25 million at permanent
risk of contracting schistosomiasis (Lambertucci, 2010).

When a drug is used to suppress egg-laying, the oogram should demonstrate a higher
percentage of mature eggs, as a result of previous ovipositions. This occurred in our study when
mice harboring adult worms were treated with 3-lap. In this group there was an exchange of
percentages between immature and mature eggs, and a significant increase (p < 0.001) in dead
eggs. In the other experimental groups, B-lap did not alter the oogram, since the intervention
period occurred during the schistosomula and immature females stages (data not shown).

The reduction in the burden of eggs and granulomas in hepatic tissue induced by R-lap
could be attributed to its schistosomicidal activity on female worms at different stages (Table 1).
This effect results in a smaller number of granulomatous reactions and liver fibrosis in the course
of infection. R-lap also significantly reduced the size of hepatic granulomas, when the
intervention occurred concomitantly with full maturation of females, oviposition had already
started and eggs had begun to accumulate in liver tissue. At this stage of infection, the granuloma
is a delayed hypersensitivity reaction mediated by TCD," cells (Pearce and Macdonald, 2002).
These cells trigger the Th1l response, with macrophage activation and subsequent synthesis of
IL-2, IL-6, TNF-a and IFN-y, nitric oxide (NO) and citrulline, determining the extent of
inflammation (Modolell et al., 1995; Wynn and Cheever, 1995). In the present study, the
reduction in the size of the granuloma can be attributed to the anti-inflammatory activity of [3-
lap, which inhibits the migration of neutrophils and reduces the synthesis of TNF-a, IL-6, NO
and NO-sintetase (Liu et al., 1999, Tzeng et al., 2003, Sitonio et al., 2012). This, thus, seems to
suggest that the -lap module favors a granulomatous immune response and that therapeutic

intervention for a longer period could result in early resolution of the granulatoma. In addition,
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the potential of the PZQ producing this therapeutic effect could be strengthened, since the
experimental and clinical treatment of schistosomiasis PZQ is able to reduce the size of
granulomas in a way that is apparently related to reduction of cell infiltrates (Zilton 2005; Aires
etal., 2012).

R-lap is receiving huge interest for its powerful therapeutic properties against various
diseases, including cancer, diabetes, obesity, and cardiovascular disease (Dong et al., 2009;
Hwang et al., 2009; Kim et al., 2009). Moreover, B-lap has been shown in vitro and in vivo to
have antimalarial properties against strains that are both sensitive and resistant to chloroquine
(Andrade-Neto, 2004; Pérez-Sacau et al. 2005), and to be active against Trypanosoma cruzi
(Menna-Barreto et al., 2007; Salas et al., 2008; Ferreira et al., 2011), fungi (Medeiros et al.,
2010), both gram positive and gram negative bacteria (Coelho et al., 2010; Lourenco et al., 2011,
Kenneth et al., 2012) and to inhibit the replication of the HIV-1 virus (Li et al., 1993).

It is suggested that these biological activities of R-lap derive from the inhibition of DNA
topoisomerase activity or the impairment of DNA repair through reactive oxygen species (ROS)
generation via NAD(P)H:quinine oxidoreductase 1 (Krishnan and Bastow, 2000; Reinicke et al.,
2005; Bey et al. 2007, Siew et al. 2012). However, information on the schistosomicidal activity
mechanism is still not understood. Incidentally, it is well known that ROS generation can induce
cytotoxicity and tissue injuries. The increase in ROS and H,0, subsequently depletes the
glutathione reserve by oxidizing reduced glutathione (GSH) to oxidized glutathione (GSSG),
which could alter the activity of vital enzymes or proteins in S. mansoni, resulting in lipid
peroxidation and protein disorganization and thereby affecting the parasites’ ability to protect
themselves from free radicals, resulting in their death (Azza et al. 2005, Kuntz et al. 2007, Seif
el-Din et al. 2011). Therefore, the worms’ antioxidant defense mechanisms may constitute a
good target for chemotherapy (Azza et al. 2005).

However, the most obvious effect of host ROS on the schistosome is on the parasite
surface (Mei et al. 1996). The schistosome tegument contains numerous mitochondria, which
could be the main target of 3-lap. 3-lap affects the mitochondrial functioning by redox cycling-
mediated oxidation (Witte, Stoppani and Dubin 2004), inducing internucleosomal fragmentation
of DNA, release of cytochrome c, and activation of caspase-3 (Li et al., 1999, Li et al., 1999;
Menna-Barreto et al., 2007; Salas et al., 2008). Recently, Lorsuwannarat and colleagues (2013)

have suggested the 5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone, known as plumbagin, action route
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for these mechanisms against adult S. mansoni worms. According to Zhai and colleagues (2002)
mature adult worms have a higher anti-oxygen free-radical effect and other biochemical kinds of
toxicity than the juvenile worms, leading to a higher mortality rate in juvenile worms than in the
mature adult worms of S. mansoni. However, B-lap acted similarly in all the stages of
development evaluated here.

In contrast to PZQ, which causes an increase in the permeability of the membranes of
schistosome cells leading to calcium-producing sustained muscular contraction, spastic paralysis
and tegument damage (Doenhoff et al., 2008 & 2009), R-lap, in tumor cells and in the ileum,
promotes efflux this ion, suggesting that the increase in plasma Ca’* is responsible for its
apoptotic effect (Tagliarino et al., 2001; Bentle et al., 2006). This antagonistic effect is,
therefore, an important target for future R-lap research regarding the calcium channels of S.
mansoni.

Naphthoquinones, including B-lap, have been shown to be active against other phases in
the development of S. mansoni. Pinto and colleagues (1997) evaluated naphthoquinone
derivatives that might topically inhibit the penetration of S. mansoni cercariae. Of the derivatives
studied, 15 naphthoquinone blocked penetration by cercariae when applied to the tails of mice 24
hours prior to infection through the tail. In the group exposed to B-lap, blocking was 100%. In
the present study administration of B-lap 24 hours after exposure to cercariae reduced the worm
burden. Studies conclude that topical formulations that block cercarial penetration may be used
as prophylactic drugs in endemic regions (Pinto et al 1997;. Wulff, Haeberlein e Hass 2007;
Kasny et al 2007, Haas et al. 2008). Furthermore, naphthoquinone derivatives are also active
against the intermediate host of S. mansoni. These compounds kill adult snails and the spawn of
B. glabrata (Lima et al, 2002a; Lima et al, 2002b; Ribeiro et al. 2009).

In view of the limited aqueous solubility of B-lap (Lindenberg et al., 2004), formulations
have been developed to ensure greater bioavailability and biological activity, the use of lower
doses and a convenient administration route, as well as to control minor side effects. B-lap
complexed in cyclodextrin shows promising signs in anti-tumor clinical studies in phase I, 1l and
I11 (Li et al., 2006; Khong et al, 2007, Yang et al. 2008). In view of the moderate activity of -
lap against S. mansoni, the use of new formulations provides the prospect of studies aiming to
increase activity and shed light on the action mechanism, and to use this drug as a prototype for
the synthesis of new naphthoquinone derivatives with potential schistosomicidal properties.
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CAPTIONS

Fig. 1 Chemical structures of R-lapachone
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Fig. 2 In vivo effect of Beta lapachone in oviposition pattern of adult worms of
Schistosoma mansoni
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Fig. 3 Histological sections of periovular hepatic granuloma in mice infected with S. mansoni. (a, 40x)
and (b, 100x) Granulomas in animals not exposed to treatment with B-lap (controls) showing intense
infiltration of eosinophils and polymorphonuclear neutrophils, in addition to a few macrophages and
lymphocytes surrounding the egg central degeneration. (¢, 100x) The granuloma of animals treated
with B-lap when harboring adult worms (45th day post infection) surrounded by fibrous collagen
bundles entangling fibroblasts and a few inflammatory cells. (d) Average diameter of granuloma of

animals treated with R-lap when harboring adult worms (45 days post infection).
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CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que:

e [3-lap nas concentracdes de 50 UM e 100 UM apresenta atividade esquistosomicida in vitro
sobre vermes adultos machos de S. mansoni causando alteracdo na motilidade e danos ao

tegumento que levaram a morte do parasito.

e [-lap apresenta atividade esquistossomicida sobre esquistossomulos de pele,
esquistossomulos pulmonar, vermes jovens e vermes adultos de S. mansoni, reduzindo a carga
de vermes totais e de vermes fémeas, o numero de ovos e granulomas no tecido hepatico em

modelo murino.

e R-lap reduziu o tamanho de granuloma hepéatico e modificou o padrdo de oviposi¢cdo em

camundongos albergando vermes adultos de S. mansoni.
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ANEXO

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Cigncias Bioldgicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (S5 Bl) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb,ufpe.br

|
Recife, 26 de maio de 2010.

Oficio n® 275/2010

Da Comiss&o de. Etica no uso de Ammalsl (CEUA) da UFPE ,

Para: Prof?. Monica Camelo Pessoa de Azevedo Albuquerque
Departamento de Medicina Tropical — UFPE

Universidade Federal de Pernambuco .
Procésso n°® 23076. 020127/2010-47 . !

Os membros daAComisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA- UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Avaliagao da Atividade Esquitossomicida da B-Lapachona”

Conclufmos que os procedlmentos ‘descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se  de - acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Expenmentagao Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
‘Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quals sdo adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA—UF BE.

' Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de ‘outubro de 2008 que frata da questdo do uso de ammals para fins cientfficos e
dldétlcos ; ? ;

Dlante do exposto emltimos parecer favordvel aos protocolos expenmentals a serem
reahzados )

Observacio: Atenciosamente,

Origem dos animais: Btotérro do Laboratério de Imunclogia Keizo
Asami (LIKA) da UFPE; Animais: Camundongos, Linhagem:
Swiss webster, Sexo: Fémeas; |dade: 4 (quatro) semanas. \

Nimero de animais pravisto no pro;eto 112 (Cento e doze) para J\—kw_u}\,
' | teste in vivo e 30 (trinta) para teste in vitro. Profa. Maria Tere
) Presidente dq/C!

X,

UFPE ~'

CCB: Integrar para desenvolver
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