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RESUMO

A esquistossomose mansonica é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como
uma doenca negligenciada e afeta cerca de 240 milhdes de pessoas em todo mundo. A
quimioterapia para a enfermidade é composta por apenas dois farmacos, no entanto, apenas um
é indicado para o tratamento em massa, 0 praziquantel. Além de possuir gosto amargo e uma
série de efeitos colaterais, ha relatos de possivel resisténcia de algumas cepas ao principio ativo
e uma baixa ades@o da populacdo ao tratamento. Mediante os fatos acima, a busca por novos
farmacos que atuem na forma adulta e forma larval do Schistosoma mansoni € necessaria e
urgente. Com o objetivo de identificar novos compostos protétipos que possuam atividade
esquistossomicida, a atividade anti- S. mansoni de 9 compostos heterociclicos classificados
como ftalimido-tiazol foi testada e analisada. Almejando compreender a relagdo-estrutura
atividade para essa classe de compostos, a atividade esquistossomicida foi determinada por
ensaios de efetividade. Camundongos Swiss foram infectados com 120 cercérias e apds
cinquenta e cinco dias foram obtidos vermes adultos e incubados com as moléculas numa
concentracdo que variou entre 5ug/mL até 100ug/mL durante um periodo de 144 horas. Os
derivados com melhores resultados foram submetidos a analise ultraestrutural onde os parasitos
foram incubados por até 48 horas. As moléculas clorossubstituidas (As-06, As-12 e As-13)
também foram testadas contra a forma larval do parasito e demonstraram-se ativo mesmo na
concentracdo de 2,5ug/mL e tempo de 48 horas. O composto As-13 demonstrou melhor
atividade esquistossomicida e por isso, foi encaminhado ao tratamento vira oral na fase aguda
da esquistossomose. Nesse contexto, a analise da mortalidade dos vermes adultos, diminuicdo
da oviposicdo e a atividade antifibrosante desses compostos indicaram uma tendéncia na
diminuicdo de vermes adultos recuperados o que pode nos indicar a possibilidade de um novo

hit na terapéutica da esquistossomose mansonica.

Palavras-chave: Esquistossomicida. Ftalimido-tiazdis. Profilatica. Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is considered by the World Health Organization as a neglected
disease and affects around 240 million people worldwide. The chemotherapy for disease is
composed of only two drugs, however, only one is indicated for mass treatment, praziquantel.
Besides having bitter taste and a number of side effects, there are reports of possible resistance
to the active principle agains some strains and a low adherence of population to treatment.
Through the above facts, the search for new drugs that act on the adult form and larval form of
Schistosoma mansoni is necessary and urgent. In order to identify new prototype compounds
that have schistosomicidal activity, the anti-S. mansoni activity of 9 heterocyclic compounds
classified was tested and analyzed. Desiring to understand the relation-structure activity for
compounds phtamilimo-thiazole, the schistosomicidal activity was determined by effectiveness
tests. Swiss mice were infected with 120 cercariae and after fifty-five days adult worms were
incubated with the molecules in a concentration ranging from 5ug/ml to 100ug/ml over a period
of 144 hours. The best results were submitted to ultrastructural analysis where the parasites
were incubated for up to 48 hours. Chlorosubstituted molecules (As-06, As-12 and As-13) were
also tested against the larval form of the parasite and were shown to be active even at a
concentration of 2.5 ug/ml of 48 hours. Compound As-13 demonstrated better schistosomicidal
activity and was therefore referred to oral treatment in the acute phase of schistosomiasis. In
this context, the analysis of adult worms mortality, decreased oviposition and antifibrous
activity of these compounds indicated a tendency to decrease recovered adult worms which

may indicate the possibility of a new hit in the treatment of schistosomiasis mansoni.

Keywords: Phtalimido-thiazole. Prophylactic. Schistosomiasis. Schistosoma mansoni.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansbnica € uma doenca parasitaria, causada por vermes
trematddeos, do género Schistosoma. No Brasil, estima-se que cerca de 1,5 milhdes de pessoas
vivem em areas sob o risco de contrair a doenga causada pelo Schistosoma mansoni. Os estados
das regides Nordeste e Sudeste sdo 0s mais afetados sendo que a ocorréncia esta diretamente
ligada a presenca dos moluscos transmissores. Sendo assim, devido aos elevados indices de
prevaléncia e ao alto grau de comorbidades decorrentes dessa parasitose, a infeccdo € descrita
como problema de satde publica no pais (BRASIL, 2018).

O S. mansoni tem um ciclo de vida complexo que requer um caramujo como hospedeiro
intermediario. O estagio infeccioso do parasito € uma pequena larva de vida curta (cercaria),
que é liberada por caramujos infectados em agua doce e invade ativamente a pele do hospedeiro
vertebrado. Logo apds a penetracao, a cercaria se transforma em uma larva parasitaria imatura
(esquistossomulo), que entra na circulacdo e migra em direcdo ao sistema porta-hepatico e
mesenterio. As larvas modificam seu tegumento com a finalidade de escapar do sistema imune
enquanto ocorre a migracdo. Apés o amadurecimento em vermes machos e fémeas adultos,
ocorre acalasamento e produzem um grande nimero de ovos. Muitos destes ovos deixam 0
corpo através das fezes, mas parte fica retido nos tecidos e induzem uma resposta imunologica
granulomatosa, levando a fibrose tecidual progressiva e a danos aos 6rgaos. Sendo assim, a
patologia esta diretamente associada a presenca de ovos (SAMOIL, 2018)

Atualmente existem dois farmacos na terapéutica contra a esquistossomose mansonica,
o0 praziquantel (PZQ) e a oxaminiquine (OXA). O PZQ é um derivado pirazinoisoquinolina,
que é utilizado como farmaco de escolha no tratamento da esquistossomose devido: a sua
eficdcia contra todas as espécies do Schistosoma que infectam os seres humanos, aos menores
efeitos colaterais apresentados pelos individuos em relacdo aos farmacos esquistossomicidas
anteriores, e ao seu baixo custo de producdo (FENWICK et al., 2006; JEZIORSK et al., 2006;
UTZINGER et al., 2001; TALLIMA et al., 2007). O mecanismo de acdo para esse farmaco
ainda é incerto, mas ha fortes indicios de que o composto age nos canais de célcio do parasito
promovendo uma paralisia muscular e espasmos. (CIOLI et al., 1998; GREENBERG et al.,
2005; ISMAIL et al.1996; IRAUNGKOORSKUL et al. 2005; TALLIMA et al., 2007).

O praziquantel vem sendo utilizado por mais de 45 anos no combate a infecgdo da
esquistossomose pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS). O esquema terapéutico funciona

da seguinte maneira: comunidades de alto risco devem ser tratadas a cada um ano, areas de
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risco moderado devem ser tratados a cada dois anos e comunidades de baixo risco devem ser
tratadas duas vezes na sua idade escolar. (WHO, 2018 )

O fato de ser altamente efetivo contra todas as formas de Schistosoma na fase adulta
que infectam o homem e ter baixo custo de produgéo sustentam o praziquantel nesse esquema
terapéutico, no entanto o medicamento possui muitos efeitos colaterais, sendo os principais:
dor de barriga, enjoéos, diarréia, vomitos, tonteira, sonoléncia e dor de cabega e outros.
(FIOCRUZ, 2016). Com isso, 0 nimero de individuos que participam do esquema terapéutico
é cada vez menor. Além disso o PZQ ndo apresenta formulacdo pediatrica, o que torna inviavel
0 tratamento de crianga abaixo de quatro anos de idade.

Algumas areas de possiveis resisténcias também sdo citadas na literatura apés verificar-
se uma diminuicéo da eficacia do PZQ em estudos experimentais com cepas da Africa. Essas
cepas teriam sido resistentes ao tratamento apos o contato com sucessivas infecgdes. (FALLON
et al., 1995; GUISSE et al, 1997; ISMAIL et al, 1996; STELMA et al., 1995). Diante dessa
falha quimioterapica, torna-se necessaria e urgente a busca por novos farmacos que possam
contribuir com o presente tratamento, na forma adulta do verme, e que atuem de forma
profilatica, antes do estabelecimento da doenca.

A quimica medicinal vem crescendo e dando suporte a pesquisa de novos candidatos a
farmacos para as mais diversas areas da medicina. Sua multidisciplinaridade possibilita a
inovacdo na busca por uma melhor especificidade e seletividade da molécula ao seu alvo.
Nesses aspectos, 0s derivados heterociclicos tomaram-se compostos lideres para a inddstria
farmacéutica por possuirem estruturas promissoras para novos farmacos.

Em um screening inicial promovido por nosso grupo de pesquisa (SANTIAGO, 2014),
encontrou-se uma atividade favoravel contra S. mansoni. O grupo farmacoférico ftalimido-
tiazol se destacou e apds algumas modificacfes estruturais se tornaram instrumento dessa
pesquisa. Os tiazois ja sdo bastante conhecidos e utilizados na terapéutica por sua atividade
antibacteriana, antifungica, anti-inflamatéria e inibidores da MAO. (BONDOCK et al, 2007;
CHIMENTI et al, 2011; HOLLA et al, 2003; TURAN-ZITOUNI et al, 2008; ). A ftalimida é
um importante grupo farmacoférico em destaque na literatura por sua diversidade terapéutica.

Diante das informacbes supracitadas, novas moléculas portadoras do grupo
farmacoforico ftalimido-tiazol, foram escolhidas para o estudo do potencial terapéutico de
novas moléculas com atividade anti-S. mansoni. Dessa forma, espera-se contribuir com a
descoberta de compostos prototipos ativos contra a esquistossomose mansonica.

A fim de efetuar uma varredura mais completa sobre a atividade esquistossomicida de

nossos compostos, utilizou-se técnicas de analise ultraestrutural para avaliar os dados no


http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/43545/9241547103_eng.pdf;jsessionid=97F49C6C83EE6F494137D4F238D0CFEF?sequence=1
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tegumento do parasito. Também buscou-se uma possibilidade de tratamento profilatico para a
esquistossomose mansonica (EM) onde foram realizados testes com esquistossomulos, forma
larval do S. mansoni. O estéagio larval do S. mansoni ocorre desde 0 momento de entrada do
parasito até completar 21 dias em hospedeiro vertebrado. O intervalo entre a penetracdo da
cercaria até a transformacdo em verme adulto, o parasito ndo produzird ovos e,
consequentemente ndo desencadeard a formacdo de granulomas nos tecidos do hospedeiro.
Sendo assim, quando o ciclo é interrompido nessa fase ndo ha o desenvolvimento da
esquistossomose, e por isso a denominacao de profilatica para um possivel tratamento.

Para a molécula As-13, melhor resultado encontrado dentre os 9 compostos testado, foi
realizado um estudo in vivo a fim de verificar o potencial esquistossomicida do composto no
modelo murino. Aspectos como diminuicao da carga parasitaria, quantificagao de tecido fibroso
no figado e estradiamento dos ovos no intestido, foram avaliados.

Os compostos obtidos pelo Laboratorio de Planejamento em Quimica Medicinal
(LpQM) foram avaliados com relacéo ao sea potencial terapéutico através da realizacdo de um
“screening” in vitro onde foram testados nove compostos, sendo este grupo composto por
moléculas possuidoras de diferentes grupos de substituintes a fim de avaliar a relagéo estrutura-
atividade. Entre os compostos testados, os ftalimido-tiazdis substituidos com grupos
halogenados demonstraram uma melhor atividade, sendo estes avaliados com relacdo a

atividade na forma adulta e larval do verme.

1.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial terapéutico e profilatico de novos ftalimido-tiazois como candidatos

a farmacos anti-S.mansoni frente as formas larval e adulta.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Avaliar in vitro a atividade esquistossomicida na forma adulta de novos ftalimido-tiazois;
*Avaliar in vitro a atividade esquistossomicida na forma larval de novos ftalimido-tiazois;
*Analisar as alteracdes morfoldgicas dos parasitos apds tratamento com os derivados ftalimido-
tiazois;

* Verificar in vivo a atividade antiparasitaria no verme adulto e antifibrosante dos ftalimido-

tiazois em infeccdo de S. mansoni em modelo murino;
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2 REVISAO DA LITERATURA

A esquistossomose € uma doenca crbnica e debilitante. As estimativas da OMS
mostraram que a doenca afeta mais de 240 milhdes de pessoas ao redor do mundo e mais de
700 milhGes de pessoas vivem em areas endémicas. A parasitose é prevalente em areas tropicais
e sub-tropicais e especialmente em comunidades pobres sem acesso a agua potavel e
saneamento basico. (WHO, 2018) A bilharziose ou barriga d’agua, como também ¢é conhecida
a esquistossomose, é um grave problema de satde publica no mundo, mas tem carater endémico
na Africa, América do Sul, China e Sudeste Asiatico. (ABDULLA et al, 2007)

Seis espécies de Schistosoma podem parasitar o0 homem, sdo elas: S. haematobium, S.
guineensis, S. intercalatum, S. japonicum, S. mekongi e S. mansoni. As morbidades mais
severas desencadeadas pelos parasitos séo fibrose hepatica e intestinal causada pelo S. mansoni
e S. japonicum e a fibrose da bexiga e ureter causado pelo S. haematobium. (ABDULLA et al,
2007).

O Brasil é 0 pais com maior nimero de casos de esquistossomose mansonica na
América e em Pernambuco o literal urbano esta acometido em 80% (LEITE,2017). No ano de
2016, 0 nimero de casos positivos foram de mais de 3.700 casos. (DATASUS, 2018)

2.1 HISTORICO E CARACTERISTICAS

O S. mansoni é um dos agentes infecciosos mais abundantes da humanidade. Sua
distribuicdo € permitida pela ampla distribuicdo geografica de espécies sensiveis do género
Biomphalaria, que servem como hospedeiros obrigatdrios para seus estagios larvais.
(MORGAN et al, 2003)

O género Biomphlaria, hospedeiro intermediario do S. mansoni, é amplamente
distribuida em toda Africa, no vale e delta do Nilo, em partes do sudoeste Asia, na América do
Sul e em alguns focos nas ilhas do Caribe. (BROWN, 1994) (DE SOUZA e LIMA, 1997).

N&o ha nenhum registro féssil que comprove o surgimento do género Schistosoma, mas
possivelmente surgiu na Africa (DAVIS, 1981). A ligacdo histérica do parasito se retrata ao
Egito, onde foi encontrado relatos na literatura de Homero, Hipocrates e Her6doto. O caso mais
antigo de esquistossomose humana foi descoberto na mimia de um adolescente egipcio
infectado pelo S. haematobium (DEELDER et al., 1990). Existem dois tipos de parasitos com
ovos de caracteristicas diferentes, um tipo de ovo com espinho lateral e outros ovos com

espinho terminal. Por causa das colonizacbes e trafico negreiro, a esquistossomose e 0
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hospedeiro intermediario obrigatorio se distribuiram amplamente pelo globo terrestre e
continuam em expansdo. (MORGAN, 2003)

2.2 CICLO DO S. MANSONI

Para o desenvolvimento do S. mansoni, agente etioldégico da doencga esquistossomose
mansonica, o ciclo do parasito descrito na figura 1, necessita correr duas fases, uma assexuada
e dependente do hospedeiro intermediario (Biomphalaria glabrata) e outra sexuada dependente
do hospedeiro vertebrado, homem ou qualquer outro mamifero suscetivel. A transmissédo da
doenca estd relacionada ao contato com cole¢Bes hidricas contaminadas com fezes do
hospedeiro vertebrado. A partir do contato com das fezes com a dgua e em condicdes de luz,
turbidez, temperatura, pH e luminosidade adequada os ovos do S. mansoni eclodem e liberam
uma larva ciliada denominada miracidio. (BRASIL, 2018) O miracidio penetra no hospedeiro
intermediario e sofre modificacdo celular para esporocisto, forma de reproducéo assexuada do
parasito. Ap6s um periodo de multiplicacdo da forma esporocistica, o caramujo passa a liberar
cercarias, forma infectante do hospedeiro definitivo. As cercarias na presenca de adequadas
condicdes de luminosidade, pH e temperatura nadam livremente pelas 4guas contaminadas e
penetram ativamente na pele do hospedeiro definitivo (CARVALHO, 2008)

ApoOs a penetracdo na pele humana a cercaria sofre modificacdes bioquimicas e
morfologicas e passam a se chamar de esquistossdmulo. Estes penetram nos vasos sanguineos
e linfaticos e sdo conduzidos para pulmao e figado, onde neste se transformam em vermes
adultos. Apo6s a migracdo do parasito para as veias mesentéricas, ocorre o0 acasalamento e
iniciam a oviposicao no lumen intestinal. O ciclo sexuado dura cerca de 45 dias, e vai desde a
penetracdo da pele até a oviposicdo (ABDULLA et al, 2007; SAYED et al, 2008).

Apos a postura dos ovos, estes chegam a luz intestinal e sdo eliminados para 0 meio
pelas fezes. Os ovos gque ndo alcancam o lumen intestinal sdo levados pela circulagéo e ficam
retidos na parede intestinal e no figado, e sdo circundados por uma resposta inflamatéria
granulomatosa (ALMEIDA, 2009).
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Figura 1 - Ciclo da esquistossomose
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Fonte : Souza (2011)

O ciclo da esquistossomose comega com a presenca de ovos viaveis que em contato com agua eclodem e liberam
miracidios, que é a forma infectante do hospedeiro intermediario. Os caramujos contaminados transformam os
miracidios em esporocistos que se dividem assexuadamente. As cercarias sdo liberadas sob temperatura e
luminosidade ideal e nadam ativamente até encontrar o hospedeiro definitivo. No mamifero infectado o parasito
passa por fases como esquistossdmulos e migra até o figado onde se transformam em vermes adultos.

1-Ovos de S. mansoni presente nas fezes do hospedeiro vertebrado. 2-Miricidios sdo formas ciliadas livre que
nadam ativamente nas cole¢8es hidricas até encontrar com o caramujo. 3-Caramujos do género Biomphlaria que
sdo hospedeiros intermediérios. 4-Esporocisto, forma de reproducdo assexuada do parasito no caramujo. 5-
Cercarias liberadas do caramujo sob osmolaridade, temperatura e pressdo. 6-Penetragdo ativa das cercarias na pele
do mamifero. 7-Os esquistossomulos s8o as cercarias que perderam sua cauda apos a penetracdo da pele. 8-Os
esquistossémulos ganham a circulagdo sanguinea apds as primeiras 48 horas apés a transformacdo. 9- Os
esquistossémulos chegam até o figado para sofrerem modificacdo morfologica. 10-Parasitos adultos se
diferenciam em machos e fémeas que séo fecundadas e liberam ovos.

2.3 ESQUISTOSSOMULOS

A transformacdo do S. mansoni do estagio cercariano para o esquistossomular € um
evento no qual ocorrem inumeras alteragcbes bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas.
(SALAFSKY et al, 1988). Durante a infeccdo parasitaria por S. mansoni, diversos eventos sao
decisivos para o sucesso da infecgdo e evolucdo do parasito no hospedeiro definitivo. Apds a

liberacdo para meio aquoso das cercérias do S. mansoni, forma infectante da mucosa ou pele de
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mamiferos, o agente penetrante inicia uma longa jornada da epiderme até atingir a circulagdo
venosa. O esquistossdmulo (Figura 2), apds a penetracdo da pele do hospedeiro vertebrado,
atravessa varios estagios extravasculares até chegar aos caminhos intravasculares passando por
modificacOes fisicas e bioquimicas, apresentando, portanto, duas fases bem distintas: pré-

hepética e hepatica.

Figura 2 - Microscopia Eletronica de Varredura do Esquistossomulo
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Fonte: A autora (2018)
Imagem de esquistossdmulos com morfologia bem preservada obtida pela técnica de microscopia eletrdnica de
varredura.

Entre uma e trés horas apds a penetracéo das cercarias na pele do hospedeiro mamifero,
um aumento na temperatura e osmolaridade iniciam modificacdes especificas necessarias para
adaptacdo do parasito ao novo ambiente (COUSIN et al, 1986; STIREWALT, 1974). A
transformacéo da cercaria em esquistossomulo envolve: perda da cauda, eliminagdo da secrecao
proteolitica, eliminacdo do glicocalice que reveste a membrana da cercéria, transformacéo da
membrana do parasito de trilaminada para pentalaminada, alteracdo do metabolismo de
aerobico para anaerobico.

A alteracdo de metabolismo aerdbico para metabolismo anaerdbico também pode ser
efetuada com o processo de transformacdo mecanica de esquistossomulos e incubando o
resultante desse procedimento em meio in vitro adequado (GAZZINELLI et al, 1983;
MACHADO et al, 1975). Com diversas alteracbes acontecendo ao mesmo tempo, 0
esquistossdmulo se torna mais vulneravel nessa etapa, o que torna mais facil a eliminacéo do
parasito do mamifero infectado. Algumas etapas do metabolismo do parasito sdo prejudicadas

com a transformacg&o da cercaria em esquistossémulos
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2.4 PATOGENIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

A patogénese da esquistossomose mansdnica € dependente da interacdo
humano/helminto. Durante as etapas do ciclo evolutivo do S. mansoni nos diferentes tecidos, o
helminto passa por significantes alteragdes morfoldgicas e bioquimicas que servem para driblar
0 sistema imunolégico do hospedeiro. Cada etapa desse processo suscita a ativacdo de
complexos mecanismos imunoldgicos. A partir das primeiras 12 horas apds a penetracdo das
cercarias, observa-se importante reacdo inflamatoria dérmica e subdérmica, originando a
dermatite cercariana, a qual é capaz de destruir importante quantitativo de cercarias e
esquistossOmulos ainda na pele, esta é a primeira “linha de defesa” contra a infeccdo
(DOENHOFF, 1987)

Os esquistossdomulos, na passagem pelos pulmdes, podem causar focos de arteriolite,
arterite e necrose, além de infiltracdo de neutrofilos, linfocitos e eosinofilos. A transformacao
dos esquistossdmulos em vermes adultos ocorre entre 30 e 60 dias ap0s a infeccéo, coincidindo
com o inicio das manifestac@es clinicas da esquistossomose aguda (FENWICK, 2006).

O evento patogénico mais importante na esquistossomose € a formacdo do granuloma
hepatico e a fibrose hepética periportal. Esta é mediada por varias subpopulacgdes linfocitarias,
induzindo resposta inflamatoria e fibrética em torno dos ovos alojados nos diferentes tecidos.
Por ocasido da oviposicao, cerca de 60% dos ovos alcangam a luz intestinal e o restante fica
retido nos capilares da mucosa do intestino, ocasionando a morte do miracidio. Alguns ovos
permanecem nesse local, ao passo que outros vao sendo carreados pela circulacdo mesentérica
até o figado, onde esbarram nos sinusoides hepaticos (SOUZA, 2011).

Entre as dificuldades supracitadas causadas pela esquistossomose, ainda pode existir
lesbes cardiopulmonares, glomerulonefrite, neuroldgicas e lesbes no aparelho reprodutor
masculino e feminino, podendo causar infertilidade (LAMBERTUCCI et al., 2010).

2.5 TRATAMENTO

O tratamento para esquistossomose tem como finalidade sua cura, reducdo da carga
parasitaria do hospedeiro, impedimento da evolucdo para as manifestagdes graves da doenca,
minimizacdo de producéo e eliminagdo dos ovos do helminto como uma forma de prevengao
primaria da transmissdo. O tratamento pode ser direcionado individualmente ou em nivel
populacional, conhecido como tratamento coletivo. (VITORINO, 2012)

A estratégia de tratamento em massa envolve tratamento em larga escala de populagdes
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inteiras e tipicamente focaliza grupos supostamente com a maior morbidade da doenca, tais
como criangas em idade escolar (5-15 anos) para esquistossomose. Na atualidade o tratamento
da doenca dispde de dois farmacos : o praziquantel (PZQ) e a oxamniquine (OXA) (Figura 3).
Ambos os farmacos sdo administraveis em dose Unica. A dosagem do praziquantel é 50 mg/kg
e 60 mg/kg em criangas até 15 anos, enquanto para OXA a dose utilizada é de 15 mg/kg para
adultos e 20 mg/kg em criancas. Essa ultima ja possui formas farmacéuticas em capsulas ou
suspensdes. No entanto, ndo é utilizado como farmacos de referéncia para o tratamento.
(BRASIL, 2007)

Figura 3 - Estrutura quimica da Oxamniquine e Praziquantel, respectivamente
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Fonte: A autora (2018)

Neste contexto, programas de controle da esquistossomose mansonica devem ser
desenvolvidos considerando-se: quimioterapia efetiva, em massa ou individual, controle do
hospedeiro intermediario, reducdo da contaminacdo da &gua ou do contato com esta,
modificacdo das condicbes de vida das populacdes expostas e educacao para a saude.

A despeito desses bem sucedidos resultados, os medicamentos utilizados para eliminar
os helmintos ndo impedem a reinfeccdo, dai a necessidade de se desenvolver um farmaco eficaz
na forma larval do parasito. Deve-se considerar que o S. mansoni € um organismo multicelular
gue ndo se multiplica nem se divide no organismo humano e, portanto o namero de parasito
permanece estavel pelo tempo de vida em organismo humano, caso ndo haja reinfeccao.
(VITORINO, 2012)

Como quimioterapia preventiva é considerada uma estratégia de controle e a possivel
erradicacdo da doenca, a pesquisa e busca de novos farmacos que atuem nas fases iniciais do
parasito dentro do hospedeiro definitivo deve ser considerada e apoiada (LO et al, 2017). Nesse
intuito o teste de drogas desenvolvido nesse trabalho, visa a descoberta de um novo hit de um
possivel farmaco que atue na forma larval e adulta do parasito. Dessa forma, a interrupgéo do

ciclo biolégico em duas etapas visa impedir o desenvolvimento do parasito dentro do
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hospedeiro vertebrado.

2.5.1 Oxamniquine

O farmaco denominado oxamniquine é um derivado quinolinico e foi desenvolvido em
trabalhos de RICHARDS; FOSTER, 1969 e BAXTER; RICHARDS, 1971, quando
trabalhavam na Pfizer localizada em Sandwich na Inglaterra. A nova série de 2-aminometil-
tetra-hidroquinolinicos que apresentou marcante acdo esquistossomicida foi derivada de uma
série de 50 compostos. Essa molécula também denominada de UK4271 apresentou agdo
profilatica por atuar em todos os estagios dos vermes quando avaliados em modelo murino
animal. (KAYE; WOOLHOUSE,1972; FOSTER, 1973; FOSTER et al 1973.)

A oxamniquine em dose Unica oral é suficiente para demonstrar atividade curativa. Em
estudos pré-clinicos a curetagem da mucosa retal antes e apds o tratamento evidenciaram o
desaparecimento progressivo dos ovos imaturos e maduros e mesmo apos a perfusdo do sistema
porta e do figado vermes ndo foram coletados (PELLEGRINO et al, 1973). Em todos os
hospedeiros expostos a infeccdo e tratamento, os vermes machos foram mais suscetiveis ao
tratamento do que as fémeas. Fato esse que ndo foi observado in vitro (FOSTER, 1973).

Apesar da eficacia contra vermes do S.mansoni a atividade eficaz ndo se repetiu em
vermes de S.haematobium e S.japonicum. O mecanismo de acdo da OXA parece estar
relacionado com a capacidade de inibicéo irreversivel da sintese de acidos nucleicos nos vermes
(CIOLI et al, 1995).

Os efeitos colaterais observados de forma mais comum em pacientes administrados com
oxamniquine foram reacGes transitorias de tontura e sonoléncia, delirio e alucinacdes foram
relatadas. Essas adversidades surgem em até 2 horas ap6s a administracdo do farmaco e pode
persistir por até 24 horas. Em uma pequena quantidade de pacientes, observou-se algumas
alteracbes do sistema nervoso central, como irritabilidade, excitabilidade, alucinacdo e
convulsdo. Em outros exames também destaca-se a proteindria, leucopenia e elevacdo dos
niveis de transaminases plasmaticas. (BINA;SPINOLA,1976; COUTINHO,1975;
DOMINGUES; KATZ et al, 1976; KATZ et al, 1977; KATZ,1980; SILVA et al, 1974;)
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2.5.2 Praziquantel

Os estudos do laboratério Bayer e Merk culminaram na descoberta de derivados
pirazinoisoquinolinicos como um importante nucleo antiparasitario. O Embay 8440, também
denominado de praziquantel, revelou-se o mais promissor da série de 400 compostos
sintetizados pelas empresas na década de 1970 (WEBBE; JAMES, 1977).

O primeiro farmaco que demonstrou acentuada atividade por via oral contra as cinco
principais espécies de Schistosoma. S&o elas: S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum,
S.mattheei e S. haematobium.

Em estudos realizados com diferentes cepas de S. mansoni e tempos de infec¢éo, ficou
evidenciado que o efeito do PZQ no paciente é dependente de alguns topicos como: carga
paraditaria, fatores genético, estado de acasalamento ou ndo dos vermes e entre outros. O estado
imunitario do hospedeiro também pode ser relevante na quimioterapia, pois a resposta do
hospedeiro a infeccdo definira a continuidade da infeccdo. (PICA-MATTOCCIA ; CIOLI,2004;
SABAH et al, 1985; DOENHOFF et al 1987; BRINDLEY; SHER,1987).

As principais alteracdes dos vermes adultos sensiveis ao praziquantel ocorrem horas
apos a ingestdo do farmaco e sdo elas: contracdo muscular, lesdo do tegumento e alteracdes
metabolicas. (CIOLI et al, 1995).

Os efeitos colaterais advindo da administracdo do praziguantel seguem e 0 mesmo
caminho daqueles alcancados com a administracdo da oxamniquine. Sendo assim, a rejeicédo
por parte de pacientes acometidos com a doenca pode se tornar alta, especialmente em casos
onde ha sucessivas infeccdes e intervengdes como o tratamento populacional em massa. O
ensaio realizado por REZENDE (1985) demonstra que os efeitos adversos e a atividade de cura
sdo equivalentes para o praziquantel e oxamniquine, no entanto, o Ultimo possui um mercado
restrito para S. mansoni, enquanto o praziquantel se destaca pelo seu baixo custo e grande
mercado consumidor. Esse Ultimo é considerado como um farmaco de primeira escolha
orientado pela Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2018).

2.6 PERSPECTIVAS DE NOVOS FARMACOS

De modo geral, 0 ponto de partida para o desenvolvimento de farmaco é a identificacéo
de uma molécula inicialmente ativa (hit) que podem ser geradas de forma empirica ou métodos

racionais. Apos a obtengdo das moléculas promissoras a geracdo de molécula protétipo deve
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prosseguir. Este processo envolve etapas multidisciplinares até chegar ao caminho longo e
dispendioso do desenvolvimento de novos farmacos e etapas de desenvolvimento clinico.
Diante de tal direcionamento deve-se entdo tracar sitios especificos para o tratamento da
esquistossomose como forma de considerar esses alvos como oportunidades de alvo terapéutico
(GREENBERG, 2005).

O sistema neuromuscular do verme seria um alvo particularmente atrativo para
substancias anti-S.mansoni tendo conhecimento da fisiologia da neurotransmisséo e contracao
neste parasito, pois este possui uma semelhanca qualitativa da atividade motora dos mamiferos.
Sendo assim, uma andlise mais detalhada dos receptores envolvidos na via GABAérgica do S.
mansoni (via responsavel pela regulacdo do tbnus muscular) os tornaram possiveis alvos de
agentes esquistossomicidas. (MENDONCA-SILVA et al, 2004).

O receptor benzodiazepinico, pertencente a via gabaérgica, tornou-se um importante
alvo molecular depois que foi demonstrado um efeito esquistossomicida semelhante ao efeito
produzido pelo PZQ por parte do farmaco 3-metil clonazepam que se ligava a sitios especificos
no verme e possuia atividade contrativa. (PAX, BENNETT; FETTERER,1978). O fato de se
ter evidenciado sitios de ligacdes especificas para o flunitrazepam para vermes de S. mansoni,
com perfil diferente do receptor benzodiazepinico de mamifero, torna-se um objeto de estudo
interessante para moléculas promissoras na atividade esquistossomicida.

Os receptores de glutamato e nicotina também foram objeto de interesse de um estudo
em relacdo ao tipo de paralisia causada pela interacdo de inibidores com esses receptores. O
receptor nicotinico, quando inibido, produziu uma paralisia flacida e uma diminuicdo intensa
da motilidade do verme. Situacdo tal que foi invertida apos a retirada do inibidor da superficie
do verme. Com isso, a acdo de moléculas que atuem em receptores nicotinicos podem se tornam
interessantes para o conhecimento da atividade anti-S.mansoni de inibidores nicotinicos.

Na busca por novos farmacos, deve-se considerar que possuimos muitos caminhos que
podem chegar no mesmo fim, o reestabelecimento da salde. Sdo elas: farmacos que atuem de
maneira profilatica, ou seja, atuacdo nas formas larvais do verme, farmacos supressores, que
acabem com a postura de ovos pelas fémeas, e drogas curativas que mate todo o verme adulto,
interrompendo o ciclo. Uma quarta abordagem também pode ser alcancada através do farmaco
que atue na reversdo da fibrose e consequentemente das lesbes ja causadas pela
esquistossomose.

N&o é conveniente que haja apenas um farmaco para o tratamento de um doenga
endémica em tantas partes do mundo. A busca por novos esforgos para descobrimento de novas

moléculas com potencial anti-S. mansoni é urgente. Todos os esforcos de pesquisadores,
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professores, formadores de opinido e politicos devem ser efetivo no sentido de despertar em
autoridades responsaveis a necessidade imediata de investimentos no fornecimento de melhores
condi¢des sanitarias e pesquisa de novos farmacos que enfraqueca a endemia esquistossomatica

presente no Brasil.

2.7 FTALIMIDA

O grupo farmacoférico ftalimida é composto por um anel biciclico, aromético e
heterociclico. A literatura atribui a esse ncleo uma diversidade de atividades biolégicas, como:
anti-inflamatoria (ALANAZI et al, 2015; LETICIA et al, 2012), antimicrobiana (AKGUN et
al, 2012; LAMIE et al, 2015), analgésica (ALANAZI et al, 2015), anticancer (VERISSIMO et
al, 2015; MICHEL et al, 2015) e antiparasitaria (SIGNH et al, 2015). Além de estar presente
na lista do National Health Institute (NHI, USA) como uma das 40 estruturas farmacoforicas
mais promissoras para 0 desenvolvimento de farmacos antitumorais € imunomodulatorios
(GOMES, 2012). Diante a diversidade de atividades promovidas pelo grupo ftalimida, o0 mesmo
se elege como um importante prototipo para a sintese organica e bastante vantajoso para

possiveis novos farmacos.

2.8 TIAZOIS

Essa classe de compostos € constituida de um heterociclo aromatico de 5 membros
(Figura 4) substituido nas posi¢coes 1 e 3 com enxofre e nitrogénio, respectivamente. Encontrado
como subunidade de inumeras moléculas biologicamente ativas, sejam elas naturais ou
sintéticas, o anel aromatico despertou o interesse de quimicos medicinais devido ao seu amplo
espectro de acOes ja descritas na literatura. As atividades antimicrobiana (BONDOCK et al,
2007), anti-inflamatéria (HOLLA et al, 2003), inibidores da MAO (F. CHIMENTI et al, 2007),
anticancer (AL-OMARY et al, 2012.) antituberculose (TURAN-ZITOUNI et al, 2008.) anti-
T.cruzi ( GOMES et al, 2016) sdo conhecidas na literatura.
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Figura 4 - Estrutura Quimica do Tiazol
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Mediante o vasto campo de atuacdo do tiazol e a escassez de dados na literatura sobre a
acdo de tiazois anti-S. mansoni, Santiago et al em 2014 elaborou um screnning analisando
ftalimido-tiazois frente a vermes adultos do S. mansoni. No referido trabalho identificou-se
derivados tiazolicos com potente atividade esquistossomicidas, onde o principal protétipo € o
LpQM-45 (figura 5). A molécula causou alteragbes ultraestruturais significativas, com a
destruicdo do tegumento em vermes adultos. Portanto, devido a semelhanca estrutural dos
nossos compostos com o LpQM-45, decidiu-se avaliar as propriedades farmacoldgicas de

novos ftalimido-tiazois.

Figura 5 - Estrutura quimica do LpQM-45
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3 METODOLOGIA
Esse topico esta dividido em subtdpicos para melhor compreensdo do leitor sobre o

processo de pesquisa.

3.1 MOLECULAS

Com base nos compostos promissores testados por Santiago et al (2014), foram
selecionados nove novos compostos ftalimido-tiazdis com substituintes diversos para constituir
uma relagéo estrutura atividade frente as formas adultas e larvais do S. mansoni. Os compostos
foram produzidos pelo Laboratério de Planejamento em Quimica Medicinal da Universidade
Federal de Pernambuco sob a direcdo da Doutora Ana Cristina Lima Leite e testados no
Laboratorio de Imunopatologia e Biologia Molecular no Instituto Aggeu Magalhées (IAM) —
Pernambuco sob a direcdo da Doutora Sheilla Andrade de Oliveira.

3.2 INFECCAO PELO S. MANSONI

Com a finalidade da obtencdo de vermes adultos de S. mansoni, foi realizada uma
infeccdo por via percutanea de animais de 25-20 dias de idade. Apds o recebimento dos
camundongos albinos suicos (Mus musculus), os mesmos foram submetidos a infeccéo
experimental, utilizando para cada camundongo cerca de 120 cercarias da Cepa LE — Belo
Horizonte oriundas de Biomphalaria glabrata, criados no laboratério de malacologia (I1AM)
para teste in vitro. Para os testes in vivo foram utilizados camundongos isogénicos Balb/C que
foram infectados por 80 cercarias da mesma cepa.

Para realizar a infeccdo, os animais foram colocados em uma caixa de plastico e coberto
com uma grade contendo uma quantidade minima de dgua morna, para que eles eliminassem
as fezes e urina. Em seguida, os animais foram colocados em frascos de vidro individuais de
boca larga, com tampas aeradas (furadas), contendo agua suficiente para cobrir as patas traseiras
e a cauda. Foram adicionados, entdo, as cercarias previamente quantificados dentro dos frascos
onde estavam os camundongos, ficando os animais em contato com o inoculo em torno de 1h,
sob fonte de luz direta, facilitando a penetracdo do patdgeno.

Apos 45 dias de infeccdo dos camundongos, foram realizados exames parasitologicos
das fezes para avaliar a positividade da infec¢cdo como descrito por HOFFMAN e colaboradores
em 1934.
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3.3 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE IN VITRO DE VERMES ADULTOS E
LARVAIS DE S. MANSONI FRENTE AOS COMPOSTOS.

Todos os animais do estudo foram submetido a anestesia antes do procedimento e apos
a verificacdo de perda dos reflexos digitais e caudais, seguiu-se da seguinte maneira: Os animais
foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com Tiopental (50 mg/Kg) e entéo foi realizada
uma incisdo proxima aos 6rgaos genitais indo até a caixa toracica com o auxilio de uma tesoura
oftalmica (fina/fina) + pinca de dissecacdo. Cortou-se a veia portal e perfundiu-se o ventriculo
esquerdo com solucdo de perfusdo (NaCl 0,85% e Citrato de Sodio 0,015%), para retirada dos
vermes das veias mesentéricas. Os parasitos foram removidos dos camundongos infectados
com alta carga parasitaria (120 cercarias), e em seguida lavados em meio RPMI-1640 completo.
Apos a lavagem os vermes foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2mL
desse meio. Cada pogo recebeu quatro vermes, sendo o primeiro pogo portador de 4 machos, o
segundo poco portador de 4 fémeas e o terceiro poco portador de 2 machos e 2 fémeas, e em
seguida foram incubados a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO2. Apds um periodo
de 2 horas de adaptacdo, os derivados sintetizados foram adicionados nas concentracées de 100
pg/mL, 80ug/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL. Os parasitos foram mantidos
em cultura por 6 dias sendo monitorados a cada 24 horas para avaliacdo da atividade motora,

oviposicao e da taxa de mortalidade no microscopio invertido.

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE VERMES ADULTOS DO
S. MANSONI TRATADOS COM OS COMPOSTOS.

Os compostos que obtiveram atividade esquistossomicida significativa foram incubados
com vermes adultos para um novo ensaio in vitro, onde foram avaliados quanto as alterac6es
ultraestruturais causadas nos parasitos na concentra¢do de EC50. Para isso 0s vermes tratados
com os compostos foram coletados com 24h, e 48h apos a incubacdo e submetidos a analise

por microscopia eletrénica de varredura.

Foram fixados overnight a temperatura ambiente com 2,5% de glutaraldeido,
formaldeido a 4%, e tampdo de cacodilato 0,1 M com pH 6,8. Eles foram, em seguida, pds-
fixados em 2% de tetroxido de smio (OsO4) num tampéo de cacodilato 0,1 M com pH 6,8
durante 60 min na auséncia da luz, a temperatura ambiente. Os proximos passos foram o de

lavagem e desidratacdo em uma série de etanol graduada por quinze minutos cada. A secagem



30

do material foi realizada no ponto critico, utilizando CO> liquido. Os vermes foram revestidos

com ouro coloidal examinados no microscépio de varredura JEOL-5600LV.

3.5 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE IN VITRO DE VERMES DE S. MANSONI NA
FORMA LARVAL FRENTE AOS COMPOSTOS.

As formas larvais transformadas de S. mansoni foram obtidos mecanicamente através
da técnica descrita por Ramalho-Pinto et al, (1974). Os esquistossomulos foram cultivados em
meio RPMI 1640, contendo antibidtico e suplementado com 10% de soro fetal de bovino a
37°C numa atmosfera de CO2 a 5% (BASCH, 1981). Essa forma do parasito foi cultivada até o
3° dia, onde se obtém esquistossomulos correspondentes aos observados na pele até o da fase
pulmonar de individuos infetados (MORAES, 2011). Para ensaios in vitro de compostos
prototipos, foram utilizados esquistossémulos obtidos no dia anterior ao ensaio e conservados
em meio de cultura em condic¢des semelhantes aos vermes adultos. Os esquistossdmulos foram
incubados em placa de 96 pocos (aproximadamente 100 parasitos por poco) contendo meio
RPMI 1640 completo. Os compostos foram adicionados em sete concentracfes, variando de
2,5 pg/mL a 100 pg/mL. Como controle negativo foi utilizado o DMSO a 1,6% (solvente
utilizado para solubilizar as moléculas), e como controle positivo foi utilizado o praziquantel
na concentragdo de 3. pg/mL As placas de cultura foram monitoradas a cada 24 horas durante
3 dias, utilizando um microscopio invertido. A morte do parasito foi definida na auséncia de
movimento por pelo menos 1 minuto de exame (MORAES, 2011). O estudo foi feito em
triplicata e a atividade medida por célculo da percentagem do nimero de esquistossémulos

mortos.

3.6 PREPARACAO DA SUSPENSAO PARA O ENSAIO IN VIVO

Para aumentar a solubilidade dos compostos em meio aquoso, a molécula mais
promissora testada in vitro (As-13) foi preparada em dispersao solida. Para isso foi utilizado o
cremophor EIl, composto comercial adquirido na Sigma Aldrich e constituido de diversos
polimeros que servem de tensoativos na formacao da suspensdo. Diversas concentragdes foram
testadas e verificou-se a suspenso ideal de 5% de cremophor e 95% de &gua para administracéo

via gavagem.
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3.7 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE IN VIVO DE VERMES ADULTOS DE
S. MANSONI FRENTE AOS COMPOSTOS MAIS PROMISSORES.

O tratamento com As-13 foi realizado nos camundongos apés 45 dias de infeccdo, onde
a doenca ja estava estabilizada e ja havia deposicao de ovos.

Grupos experimentais: composto por 40 camundongos submetidos a infecgdo
experimental pelo S. mansoni (80 cercérias). Apos a infeccdo, os animais serdo divididos em
quatro grupos:

a) Grupo tratado apenas com o veiculo utilizado para solubilizar o composto prot6tipo (10
animais)

b) Grupo tratado com o praziquantel na dose de 400mg/kg (10 animais)

C) Grupo tratado com o derivado As-13 na dose de 200mg/kg por 5 dias (10 animais)

d) Grupo tratado com o derivado As-13 na dose de 400mg/kg em dose Unica (10 animais)

Todos os camundongos foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Instituto
Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ), em condi¢Ges padronizadas de temperatura (23°C),
exaustdo de ar e luminosidade, recebendo agua e alimentacdo ad libitum com dieta padrdo
comercial para camundongos (NuvilabCR1, Nuvital, Curitiba, PR). Apds 45 dias de infeccéo,
a molécula preparada em suspensdo com Cremophor EL foi administrada por via oro-gastrica.
Apos o procedimento, os animais foram recolocados em suas respectivas caixas e monitorados
durante todo o periodo de duracao do experimento. Apds 15 dias do tratamento dos compostos,
os animais foram submetidos a eutanasia para a determinacdo do nimero de vermes residuais

e coleta de fragmentos de tecidos para avaliacao parasitologica e morfologica.

3.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE PARASITOLOGICA DO AS-13

A avaliacdo parasitoldgica foi realizada com as metodologias relatadas nos topicos
seguintes.
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3.8.1 Obtencéo e contagem dos vermes adultos

Os parasitos foram obtidos através de perfusdo do sistema porta-mesentérico e coleta
direta no mesentério; como descrito no item “Avalia¢do da suscetibilidade in vitro de vermes

adultos e imaturos de S. mansoni frente aos compostos.

3.8.2 Contagem dos ovos do Figado e no intestino

Fragmentos de figado e do intestino foram retirados e digeridos em hidréxido de
potassio (KOH) a 4% (CHEEVER et al, 1970). Posteriormente foram contabilizados e

submetidos a andlise estatistica.

3.8.3 Oograma

Trés fragmentos da porcdo distal do intestino medindo aproximadamente 1cm, foram
comprimidos entre lamina e laminula e analisados em microscopio para realizacdo da
classificacdo dos ovos. Para cada fragmento 100 ovos foram contados e classificados de acordo
com o0s seus estadios de desenvolvimento. Os ovos foram classificados em ovos imaturos
viaveis (de 1° a 4° estadio), ovos maduros viaveis, e ovos inviaveis (calcificados, com miracidio
retraido, semi-transparentes) segundo PELLEGRINO et al., 1965

3.8.4 Avaliacdo Morfométrica

As amostras de figado de cada camundongo foram fixadas em solucdo de formalina a
10%, incluidas em blocos de parafina, seccionadas e coradas com picro-sirius vermelho. Foram
selecionados dez campos microscopicos de cortes histolégicos do figado (5 pm), que
apresentaram grande producdo de tecido conjuntivo, e o tecido coldgeno foi destacado e
adquirido como uma porcentagem usando o Sistema de Andlise e Analise LEICA Qwin 2.6
(Leica Cambridge, Inglaterra). O resultado da medicéo de cada animal foi a porcentagem média

desses dez campos microscopicos, e o resultado final foi a porcentagem média por grupo. O
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sistema foi calibrado para uma lente de ampliacdo de 10x usando um microscépio Leica DM
LB2

3.8.5 Ensaio de hidroxiprolina

As amostras de figado foram imersas em HCI 6N a aproximadamente 120 ° C por
18 h, seguido de filtracdo. A concentracao de hidroxiprolina foi determinada por um
ensaio colorimétrico a 558 nm, como previamente descrito por Bergman e Loxley e

expresso em nmol / g de figado.

3.9 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos a um teste de normalidade (Shapiro-Wilk). As
diferencas foram avaliadas usando o teste One-way ANOV A com post-hoc Turkeyr e Two-way
ANOVA para analise parameétrica. As analises estatisticas foram realizadas com o Software
Prism (versdo 5.0; GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos). Um valor de P <0,05
foi considerado estatisticamente significativo. Os dados foram expressos como valores médios
(média £ EPM).

3.10 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais do Instituto
Aggeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA/IAM). Protocolado sob n® 79/2015.
(Anexo A)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse ponto foi dividido em subtdpicos para melhor compreensao dos resultados.

4.1 SELECAO DE NOVOS FTALIMIDO-TIAZOIS PARA AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTI-S.MANSONI

As moléculas ftalimido-tiazois que foram submetidos a avaliacdo do potencial efeito
profilatico e curativo da doenca da esquistossomose foram resultantes de modificacdes
molecular através de técnicas de hibridacdo molecular e bioisosterismo. Essas estratégias
permitiram um vasto estudo da relagdo estrutura-atividade, sendo capaz de nos oferecer um
composto protétipo de alto potencial esquistossomicida , como As-13.

No ano de 2014, Santiago e colaboradores publicaram uma triagem de inéditos novas
moléculas que foram testados para a atividade antiparasitaria do S. mansoni. No referido
trabalho um grupo de moléculas possuidoras de diferentes grupos farmacoforicos, incluindo o
grupo tiazol demonstrou uma promissora atividade contra a esquistossomose e por isso houve
interesse na descoberta de novos hits moleculares com potencial antiparasitario. Buscando um
aprofundamento da relacdo estrutura atividade, alguns compostos heterociclicos foram
planejados e sintetizados com ajuda da estratégia de hibridacdo molecular para atender essa
demanda.

Sendo assim, uma série de 1 derivado da tiosssemicarbazona e 9 moléculas tiazolicas
cuja as estruturas estdo na figura 6 foram enviadas para o Laboratério de Imunopatologia e
Biologia Molecular (LIBM) no Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ- PE para a analise das

atividades anti-Schitosoma mansoni na forma larval e adulta.

Figura 6 - Compostos ftalimido-tiazéis em estudo
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4.2 DETERMINACAO DE CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICA DAS MOLECULAS

Os estudos in silico estdo sendo empregados para realizacdo de um processo preliminar
na determinagdo de caracteristicas fisico-quimicas a fim de economizar tempo e delinear
melhor o estudo de novas moléculas, essas propriedades sdo importantes para a avaliagdo
tedrica da biodisponibilidade oral de um composto e atende ao uso de métodos alternativos na
experimentacdo animal.

Lipinski foi um dos primeiros a definir um conjunto de quatro parametros capazes de
identificar compostos com boa absorcéo e permeabilidade sendo nomeada essas propriedades
como “regra dos cinco de Lipinski”. (LIPINSKI et al, 1996)

Através de analises de um banco de dados de farmacos comerciais oralmente ativos,
observou-se que uma boa absorcéo e permeacdo sdo mais comuns quando o Log P calculado
for menor ou igual a 5; o peso molecular, menor ou igual a 500 Da; 0 niUmero de grupos
doadores de ligacdo de hidrogénio, menor ou igual a 5; e 0 nimero de grupos aceptores de
ligacdo de hidrogénio, menor ou igual a 10. Essa regra recebeu a denominagao de “Regra dos
cinco”, pois todos os valores se limitam a nimeros iguais ou multiplos de 5. Assim, a regra €
satisfeita quando pelo trés dos quatro parametros séo satisfeitos.

Existem varios programas, sites e sistemas para a avaliacdo das propriedades fisico-
quimicas dos nossos compostos propostos. Um dos sistemas de informatica bastante conhecido
é o Chemicalize, ferramenta que oferece todos os dados supracitados referentes a regra de
Lipinski, assim como nomes e identificadores, célculos estruturais e outras propriedades
basicas. As ferramentas chemicalize sdo de escritas em Java e, portanto, passiveis de ser
utilizado em qualquer plataforma de computador. Para todos 0s nove compostos da série, foram
realizados os estudos in silico e mediante os resultados obtidos, todas as moléculas se
classificaram dentro da regra de Lipinski e seguiram aptas para a avaliacdo in vitro frente as

formas larvais e adultas do S. mansoni.
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Tabela 1- Resultado dos calculos realizados no chemicalize

Compostos MM DLH (<5) ALH LogP (<5) Lipinski
(<500Da) (<10)

As-Int 221.245 2 2 0.66

As-01 293.729 1 4 2.81

As-05 339.344 1 4 4.31

As-06 355.798 1 4 4.78

As-07 400.249 1 4 4.94 SIM
As-11 366.351 1 5 411

As-12 390.243 1 4 5.38

As-13 390.243 1 4 5.38

As-14 414.276 1 4 5.59

PzQ 312.406 0 4 2.30

Fonte: Dados da pesquisa (2018)
A regra dos 5 de Lipinski cita quatro pontos. Sao eles MM (massa molecular), DLH (doadores de ligacGes de
hidrogénio), ALH (aceptores de ligacdo de hidrogénio) e logP.

4.3 EFEITO ESQUISTOSSOMICIDA DOS DERIVADOS FTALIMIDO-TIAZOIS NA
CONCENTRACAO DE 100 uG/ML SOBRE VERMES ADULTOS DE S. MANSONI.

Os nove compostos foram submetidos aos testes in vitro para avaliar a atividade
esquistossomicida de cada um deles na forma adulta. Apos coletados, os vermes adultos de S.
mansoni foram colocados em contato com 0s compostos e em seguida analisados o parametro
da mortalidade numa concentracao fixa de 100 ug/mL, a fim de verificar se eles possuem
alguma atividade na maior concentracdo testada. As moléculas que produziram efeitos
esquistossomicidas foram submetidas ao teste in vitro em outras concentracfes. Aqueles que
mesmo em doses altas ndo diminuiram ou inativaram a movimentacdo do verme adultos foram
retidos nesta primeira triagem (Grafico 1). Os derivados tiazolicos que demonstraram atividade
esquistossomicida acima de 50% foram melhor avaliados utilizando um gradiente de
concentracdes, sendo avaliados quanto as alteragdes na motilidade, no tegumento e na
oviposigéo.

A avaliacdo dos compostos testados em 100 ug/mL demonstrou que cerca de 78% dos
compostos apresentaram atividade esquistossomicida. Destes, 4 tiveram atividade superior a
60% no tempo de 96 horas (As-06, As-12, As-13 e As-14) e 0 As-13 foi capaz de induzir 100%
de mortalidade dos parasitos no mesmo tempo. O PZQ provocou 100% de mortalidade dentro
das primeiras 24h e com o controle negativo 0s vermes permaneceram ativos até o Gltimo

periodo do experimento.
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Sobre 0s compostos para substituidos com halogénios (fltor, cloro e bromo) nota-se
que a medida que aumenta-se o raio atbmico do substituinte, aumenta-se a atividade do
composto, sendo 0 mais promissor aquele que possui 0 atomo de cloro dissubstituido. Com a
finalidade de analisar mais detalhadamente a atividade de compostos para-bromo substituidos,
acrescentou-se uma metila no carbono 5 (C5) do tiazol a fim de aumentar a lipofilia do
composto As-07. O resultado demonstrado pelo As-14 foi semelhante ao resultado encontrado
para 0 As-07, possuindo o Gltimo leve tendéncia ao aumento da atividade esquistossomicida.

Quando a substituicdo é na posicdo meta por um forte retirador de elétrons (As-11),
ocorre um decréscimo significativo na atividade do composto e portanto, ndo promissora. Para
0s compostos As-12 e As-13, a dissubstituicdo de atomos de cloro foi totalmente benéfica e
mostrou-se promissora. Sendo o composto As-13 a mais promitente molécula dissubstituida da
série testada, observou-se que a orto-para dissubstituicdo ¢é favoravel a atividade S.mansoni.

Os compostos As-06, As-12 e As-13 foram testados frente aos vermes adultos macho e
fémea separadamente e observou-se que 0s compostos possuem afinidade pelo verme adulto
macho, sendo assim, a mortalidade de machos € muito mais elevada que a mortalidade de

fémeas no mesmo periodo de tempo. 1sso é possivel observar com o grafico 2 abaixo.
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Gréfico 1 - Gréfico de mortalidade de vermes adultos de S. mansoni em porcentagem na dose de 100pg/mL
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)
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Gréfico 2 - Grafico de mortalidade dos vermes machos e fémeas na presencga dos compostos As-06, As-12 e As-

13 em porcentagem na dose de 100pg/mL

As-06 fémea

As-06 Macho

>
S
2 0 2
ER R N
@ = FAALLAAAA\\AY- 5
@ o
© £ © =
2 s »
s @ 4 @
- w s w
° « ° -
I
e — * -
< B .
o »
< <
3
e
T T T T 1 T r T T T T
o o ° ° o ° o ° ° o o
o © < N ° o ) © < ~
Al - -
@peplBIION % apepleIIO N % apepleIION %
AR R R RN
R N
s, AARRINNIMHRUNIRRRRNNNY
>
o
x
© o
= =
© o
o
6 » © @ ©
©
z = ° =
° N °
T s )
e — -
< ' )
« »
< <
%D
2
o
T T T T T T

dpeplieyIlonN %

1009
80
0
0
0

apepllelioN %

1001

80 9

apeplEIION %

Horas

Q
—H H
144h 24h

Fonte: Dados da pesquisa (2018)



40

4.4 EFEITO DOS CANDIDATOS FTALIMIDO-TIAZOIS NAS CONCENTRAC}()ES DE
5 pug/mL A 100 pg/mL.

As moléculas mais ativas na triagem inicial, e que revelaram atividade
esquistossomicida foram melhores avaliados utilizando um gradiente de concentragdes. A
tabela 2 identifica as moléculas testadas e os valores de mortalidade de vermes adultos quando

incubados com as moléculas propostas.

Tabela 2 - Efeito in vitro dos derivados ftalimido-tiazois contra os vermes adultos de S. mansoni

Composto  Tempo Mortalidade (%) em pg/mL

(h)

100 80 40 20 10 5

As-05 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 10 9.09 6 0 0 0

96 15 12.2 11.1 0 0 0

120 25 20 11.1 0 0 0

144 45 20 11.1 0 0 0

As-06 24 22.1 20.1 20.1 12.1 0 0

48 34.3 34.3 31.3 26.9 0 0

72 42.9 37.7 33.3 29.5 0 0

96 52.6 52.5 38.1 29.5 0 0

120 64.5 52.5 48.1 29.5 0 0

144 75 59.2 50.5 50 0 0

As-07 24 0 0 0 0 0 0

48 41.5 10 20 0 0 0

72 80 20 33.3 0 0 0

96 80 20 45.4 0 0 0

120 80 20 55 0 0 0

144 85 20 55 0 0 0

As-12 24 34.6 23.2 17.5 11.9 0 0

48 38.4 47.4 45.4 32,5 0 0

72 50 75.6 46.7 32,5 0 0

96 65.4 75.6 46.7 32,5 0 0

120 76.9 83.3 46.7 32,5 0 0

144 94.2 83.3 46.7 32,5 0 0

As-13 24 25 20.8 16.7 10.5 0 0

48 66.7 60.4 54.2 25 0 0

72 75 75 75 50 0 0

96 100 90.3 83.3 50 0 0

120 100 91.7 91.7 50 0 0

144 100 100 92.3 52.6 0 0

As-14 24 4.5 0 0 0 0 0

48 55 20 10 0 0 0
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72 75 33.3 15 0 0 0
96 80 40 30 10 0 0
120 85 50 43 15 0 0
144 85 85 43 25 0 0
PzQ 24 100 100 100 100 100 100

Fonte: Dados da pesquisa (2018)
Tabela exibindo a porcentagem de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni quando incubados com as
concentracdes de moléculas descritas acima nas colunas.

Os compostos propostos passaram por uma triagem na concentracdo méaxima (100
pg/mL) e para todos os compostos que apresentaram atividade esquistossomicida superior a
40% foram avaliados nas concentracdes que variaram de 100 ug/mL a 5 ng/mL. Esse método
de exclusdo visa uma diminui¢do na quantidade de vermes utilizados nos testes e consequente
diminuicdo da quantidade de camundongos como hospedeiro intermediario.

A tabela 2 demonstra que o composto As-13 apresentou atividade de 100% de
mortalidade em 96 horas na concentracdo de 100 pg/mL e que na concentracdo de 80 pg/mL
causou a morte de 100% dos parasitos em 144 horas de incubacdo. No entanto, 0 As-13 nédo
demonstra nenhuma atividade nas concentragdes iguais ou inferiores a 10 pug/mL.

Sobre as moléculas As-07 e As-14 pdde-se verificar o aumento da atividade anti-
parasitaria do segundo composto em relacdo ao primeiro. Com a adicdo de uma metila na
posicdo de C5 do anel tiazélico conseguiu-se uma mortalidade de 25% dos vermes adultos de
S.mansoni até mesmo na concentracao de 20 pg/mL no tempo de 144 horas.

O composto As-06, para substituido com cloro, demonstrou uma atividade de quase
50% em uma concentracdo de 20 pug/mL em 144 horas, no entanto, sua atividade declina
bruscamente quando a concentra¢do de composto diminui para 10 pg/mL e passa a ndo produzir
atividade anti-S.mansoni nessa concentraco.

Quanto aos compostos dissubstituidos com cloro, As-12 e As-13, a mortalidade
promovida pela molécula é bem superior a mortalidade promovida pelo As-06, cloro-para
substituido e com isso observou-se que a dissubstituicdo torna a quimioterapia mais eficaz e
promissora. Portanto, 0s compostos protétipos para a série € o As-13 por causa de sua eficacia
em baixas concentracfes. Devido a essa caracteristica 0 composto apresenta a menor
concentracdo efetiva da série. Os resultados estdo expostos na tabela 3. A citotoxicidade desses
compostos em células de mamiferos J774 j& estdo publicadas por Alianca, 2017 e utilizou-se
elas para fazer o indice de seletividade de nossos compostos.

Os compostos substituidos com halogénios sdo objetos de estudos dos quimicos
medicinais e tdo frequentemente aparecem com promissora atividade em diversas areas dos

testes preé-clinicos. A agdo desses compostos ja estdo na literatura como: anti-T.cruzi (GOMES
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et al, 2016) e anti-tumoral (DA SANTANA; BARBOSA et al 2017; DOS SANTOS SILVA et
al, 2017). Segundo Hernandes (2010) a presenca de halogénios em compostos organicos

proporciona uma gama de possiveis atividade.

Tabela 3- Atividade esquistossomocida in vitro, citotoxicidade e indice de seletividade

Cadigo CCso (UM)* ECso (UM) IS**
As- 393.3+7.3 ND ND
Inter
As-1 1582.9 + 36.8 ND ND
As-05 206.5+9.6 305.6 0.67
As-06 216.9+3.9 87.9 2.46
As-07 201.9+3.1 161.7 1.24
As-11 323.7+13.0 249.9 1.29
As-12 157.9+£7.9 88.5 1.78
As-13 176.1£15.8 50.6 3.48
As-14 125.6 £ 0.5 96.3 1.30

Fonte: Alianga et al, 2017
*A citotoxicidade foi determinada em esplendcitos apds 48 horas incubados com os compostos.
** |S indice de seletividade foi calculado pela divisdo entre IC50 e EC50. Os experimentos foram feitos em
triplicata.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O tratamento com As-13 na concentracdo de EC50 (50.6uM) no tempo de 96 horas e
120 horas promoveu um dano de grande extensao no tegumento do parasito. A observacéo
ultraestrutural através de microscopia eletrénica de varredura demonstrou uma descamacéo
intensa tanto no macho como na fémea adulta de S. mansoni (figura 7). Quando os vermes
adultos foram submetidos a 2x IC50 (figura 8) observa-se uma maior degradacdo do

tegumentos, formacédo de bolhas e deformacédo das ventosas.



43

Figura 7 - Microscopia Eletronica de Varredura dos vermes adultos submetido a 1XEC50 do As-13

XS0 S08um F IOCRUZ -PE

Fonte: A autora (2018)

Eletromicrografia de vermes adultos de S. mansoni tratados com o composto As-13 na concentragdo 1XEC50
(50.60uM) em diferentes tempos. A figura A e B s@o vermes em contato com 0 DMSO por 144 horas. A figura
C e D, sdo vermes adultos machos em contato com o composto As-13 por 96 horas e a figura E e F sdo vermes

adultos fémeas nas mesmas condicdes. As figuras G e H sdo vermes adultos machos em contato com o composto
As-13 ap6s 120 horas e (1) e (J) sdo vermes fémeas nas mesmas condi¢des.
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Figura 8 - Microscopia Eletronica de Varredura dos vermes adultos submetido a 2xEC50 do As-13

Fonte: A autora (2018)
Eletromicrografia de vermes adultos de S. mansoni tratados com o composto As-13 na concentracdo 2xEC50
(101,2uM) em diferentes tempos. A figura A e B sdo vermes adultos machos em contato com o composto As-13
apos 96 horas. As figuras C e D sdo vermes fémeas em contato com o composto As-13 ap6s 96 horas. (E) e (F)
sdo vermes machos em contato com 2x EC50 ap6s 120 horas, e (G) e (H) sdo vermes fémeas nas mesmas
condicdes.
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4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE FTALIMIDO-TIAZOIS EM FORMAS
LARVAIS DO S. MANSONI

Os derivados tiazolicos que obtiveram melhor atividade contra vermes adultos do S.

mansoni foram avaliados frente as formas larvais do parasito como exposto na Tabela 4.

Tabela 4 - Mortalidade de esquistossdmulos em porcentagem (%)
Composto Tempo Mortalidade (%) na concentragdo em pg/mL

100 80 40 20 10 5 2,5

24h 100 100 95 95 85 70 0

As-06 48h 100 100 100 100 100 100 0
24h 100 100 95 90 70 70 70
As-12 48h 100 100 100 100 100 100 100
As-13 24h 98 98 98 45 45 45 45
48h 100 100 100 100 100 100 100

PZQ 24h 0 0 0 0 0 0 0

48h 0 0 0 0 0 0 0

Fonte:Dados da pesquisa (2018)

Na triagem exploratoria ficou nitida a promissora atividade dos compostos ftalimido-
tiazois frente as formas larvais do S. mansoni.

Para 0 composto As-06 e As-12 observou-se que apds 24 horas os esquistossdomulos
estavam parados e sem nenhum deformacdo em seu tegumento. A figura 9 certifica o estado
da forma externa dos esquistossémulos.

Figura 9 - Microscopia Optica dos esquistossdmulos incubados com As-06.

Fonte: A autora (2018)

Imagem obtida em microscépio invertido no aumento de 20x para analise de motilidade e mortalidade de
esquistossémulos. Presenca de caudas e esquistossomulos.
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O composto As-13 exibiu uma atividade de 98% nas doses superiores a 20ug/mL e
produziu 45% de mortalidade dos esquistossomulos em doses igual ou inferior a 20pug/mL. No
valor de EC50 dos compostos contra vermes adultos, os esquistossomulos alcangaram uma
mortalidade de 45% nas primeiras 24 horas, no entanto, a partir das 48 horas, teriam uma
mortalidade de 100%. Devido aos altos valores de mortalidade do verme na fase larval, até
mesmo nas concentragcdes mais baixas testadas, ndo foi possivel verificar o valor de EC50 dos

nossos compostos contra a forma larval do S. mansoni.
O solvente alcool 70% foi utilizado com controle negativo e 0 meio como controle
negativo. O praziquantel ndo exibiu atividade na concentracdo de 3upg/mL até mesmo no

periodo maximo testado — 48horas.

4.7 PREPARACAO DE SUSPENSAO PARA O ENSAIO IN VIVO

Para a melhora da solubilidade do composto foi a utilizacdo da cremophor. A mistura
foi realizada entre o cremophor e 0 solido e em seguida dispersos em agua. Os tensoativos
presentes no cremophor promoveram um efeito de suspensdo do nosso composto com

viscosidade necessaria para a administracéo.

4.8 EFEITO DE AS-13 SOBRE A CARGA PARASITARIA DOS ANIMAIS TRATADOS
APOS 45 DIAS DE INFECCAO POR S. MANSONI

A avaliacdo terapéutica de As-13 em modelo murino teve como objetivo identificar o
potencial de mortalidade do composto ftalimido-tiazol in vivo. Utilizou-se como controle
positivo o praziquantel e como controle negativo o veiculo de administracéo via gavagem. Os

animais foram tratados em grupos de 10 e separados da seguinte maneira:

e) Grupo tratado apenas com o veiculo utilizado para solubilizar o composto protétipo (10
animais)
f) Grupo tratado com o praziquantel na dose de 400mg/kg (10 animais)

9) Grupo tratado com o derivado As-13 na dose de 200mg/kg por 5 dias (10 animais)
h) Grupo tratado com o derivado As-13 na dose de 400mg/kg em dose Unica (10 animais)
Nesse estudo observou-se que a carga parasitaria dos animais variavam conforme

variagdo da dose e do prototipo administrado, sendo assim determinando uma dose-
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dependéncia. O total de vermes encontrados no sistema porta-hepatico, veias mesentéricas e
Orgdos estdo expostos no grafico 3. Quando submetidos a andlise estatistica, os dados

demonstram que houve uma variagdo com p<0.01.

Gréfico 3 - Relagdo entre o nimero de vermes adultos recuperados e a média do grupo.
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)
Esquema de terapia in vivo e nimero de vermes recuperados. O tratamento com 2m ap6s 5 dias consecutivos de

administracdo. A carga parasitaria diminui em * p<0.05 e ***p<0.01

O grupo de dez animais tratado com cremophor El a 5% foi possivel recuperar 37
vermes adultos, onde a média para cada animal ficou em torno de 5.2 vermes por animal. O
grupo tratado com praziquantel, ndo houve nenhum verme recuperado. O grupo tratado com o
composto prototipo variou de eficacia de acordo com a medida da frequéncia de administracéo.
Quando os animais foram administrados 5 vezes consecutivas tiveram um namero total de
apenas 2 vermes, engquanto que no grupo onde os animais foram tratados de forma semelhante
ao praziquantel, nove vermes foram recuperados. 1sso indica que Nnosso composto possui uma

dose-dependéncia. O estudo in vivo é cercado por barreiras farmacocinéticas e o resultado
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dependente de frequéncia pode estar ligado a questdes farmacocinéticas de metabolizacdo e
excrecdao do composto prototipo.

Os vermes recuperados através da perfusdo foram coletados e submetidos a anélise
através da microscopia eletronica de varredura (figura 10). Nas figuras obtidas podemos notar
a degradacdo do tegumento tanto em vermes machos como em fémeas. Nos machos ha bolhas
espalhadas pela superficie e degradacdo dos tubérculos. Nas vermes fémeas, notou-se a
presenca de bolhas e descamacdo do tegumento, além da tumefacéo do corpo do parasito.

Figura 10 - Imagem de Microscopia Eletronica de varredura dos vermes recuperados apés o tratamento
de 5 dias com As-13.

Fonte: A autora (2018)

Eletromicrografia de vermes adultos de S. mansoni recuperados apés tratamento in vivo com o composto As-13

por 5 dias consecutivos. A figura A e B sdo vermes adultos machos em contato com o composto As-13 e a figura

C e D sdo vermes fémeas em contato com o composto As-13.

4.9 EFEITO DO AS-13 SOBRE A QUANTIDADE DE OVOS NOS ORGAOS

Apos o tratamento com As-13 nas duas concentragdes, 0s animais foram submetidos a

eutandsia e retirados os o0rgdos para verificacdo da quantidade de ovos no figado e intestino.
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Com a técnica quantificacdo foi possivel verificar que houve um decréscimo do quantidade de
ovos entre o grupo controle, onde foi administrado o veiculo e os tratamentos. No figado
verificou-se a presenca de uma média de 17 mil ovos por grama no grupo controle, enquanto
que esse nimero cai nos tratamentos com As-13, como podemos observar no grafico 4. Para o
PZQ, o menor nimero de ovos detectado, a média ficou em torno de 10 mil, mas essa diferenca
ndo foi considerada estatistica pelo p>0,05. A diminui¢do do nimero de ovos no figado para
as duas terapias com As-13 foram dependentes de dose e frequéncia. Para 0s animais
administrados 5 dias consecutivos, a média fica em torno de 15 mil ovos, enquanto para a dose
Unica, a média fica em torno de 13 mil ovos por grama de figado. Essa diferenca de nimero
ndo foi considerada estatisticamente significante. Para o intestino, houve uma diminuigéo
significativa entre 0 niUmero de ovos encontrados no grupo tratado com o cremophor e PZQ.
Isso indica que o tratamento foi eficaz sobre os vermes e diminui a oviposi¢cdo. Nos grupos
experimentais tratados com As-13 em 5 dias e As-13 em dose Unica, ndo houve variagdo

estatistica significante.

Grafico 4 - Gréfico representando nimero de ovos no figado e intestino.
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)

4.10 EFEITO DO AS-13 SOBRE O ESTADIAMENTO DE OVOS DE S. MANSONI NO
INTESTINO
A avaliagdo dos ovos do parasito por meio de seus estagios ndo demonstrou diferenca
entre os grupos estudados. Na terapia onde o As-13 foi administrado 5 dias consecutivos, 0
nimero de ovos imaturos apresentou uma leve diminuicdo em sua quantidade, 0 mesmo
aconteceu com o numero de ovos maduros e um leve aumento no nimero de ovos maduros, no

entanto, sem significancia estatistica (Gréafico 5).
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Gréfico 5 - Nimero de ovos divididos por estagios de desenvolvimento e terapia utilizada.

Ovos Imaturos Ovos Maduros
60 60 1
o | « I
° °
> > I
° °
o °
© ©
° °
o o
£ £
= =
z z
T T T T
< Q + + < Q + +
\\0 4 ) N ‘\0 14 ) N
N Q N NG Q Q R R
o . o
N 2 @ & ° °

Terapia Terapia

Ovos Inviaveis

60 7

40

Niumero de ovos

Terapia

Fonte: Dados da pesquisa (2018)

A avaliacdo da quantidade de ovos distribuidos no tecido intestinal € um critério
importante na determinacdo da atividade esquistossomicida, e permite avaliar os diferentes
estagios de desenvolvimento dos ovos de S. mansoni (KATZ,2008). O oograma é o método de
maior fidedignidade que permite, através da analise morfoldgica, identificar os diferentes
estagios de desenvolvimentos dos ovos de S. mansoni, que sdo classificados como viaveis e
mortos apos a realizacdo dos tratamentos (CUNHA, 1992). Dentre 0s ovos viaveis, temos 0s
imaturos (1°, 2°, 3° e 4° estagio), e 0s ovos maduros (5° estagio), o qual é caracterizado pela
presenca do miracidio totalmente desenvolvido no seu interior (PELLEGRINO; KATZ, 1968).
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N&o houveram variagOes estatisticas entre os diversos tratamentos nos trés estagios principais
dos ovos. No gréafico de ovos imaturos, observou-se uma tendéncia de diminuigdo da contagem
apos o tratamento com As-13 cinco dias consecutivos, mas sem significancia estatistica. O
mesmo quadro aconteceu nos 0vos no estagio maduro, mas sem variagdes estatisticas também.
No grafico pertencente aos ovos invidveis, podemos notar um aumento no nimero desses ovos
apos o tratamento com As-13 cinco dias consecutivos. Esse resultado nos indica que o composto
ftalimido-tiazol As-13 pode atuar sobre a maturacao dos ovos que estdo presentes no figado.

4.11 MORFOMETRIA

O estudo da atividade de novo composto sobre a reacdo granulomatosa que se forma ao
redor dos ovos do S. mansoni € muito importante, uma vez que esta é responsavel pela principal
patologia da fase crénica grave da esquistossomose, caracterizada pela fibrose que se forma ao
redor dos ovos, principalmente, no tecido hepatico (LICHTENBERG, 1964). Com base no
estudo morfométrico realizado (grafico 6), o percentual de tecido fibroso diminui levemente na
presenca de nosso composto na administragio de 5 dias consecutivos. E notavel a frequéncia-
dependéncia desse parametro, pois quando administrado em dose Unica, 0 As-13 apresentou
uma média muito semelhante a média do grupo tratado com cremophor. Mesmo diante desses
resultados, ndo houve variacdo estatistica (p<0.05). Uma explicacdo para esse fato seria a
atuacdo do As-13 preferencialmente em vermes machos e por isso interfere na oviposicao.

Sendo assim, 0 composto As-13 ndo possui acao anti-fibrética.

Grafico 6 - Percentual de tecido fibroso por grupo e terapia utilizada
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)



52

4.12 HIDROXIPROLINA

Uma caracteristica muito interessante é que a concentracao de hidroxiprolina no figado
dos animais infectados, que é uma determinacao da deposicao de colageno tecidual. Os nossos
testes foram submetidos a analise estatistica e ndo houve variacéo significativa (grafico 7). Esse
experimento nos reafirma o que primariamente nos afirmou a quantificagdo do tecido fibroso.
N&o houve variacao entre 0s grupos testados e portanto, ndo ha indicios que o composto As-13

atue na modulacdo do granuloma de ovos de S. mansoni ap6s a doenca ja estabelecida.

Graéfico 7 - Quantificacdo de hidroxiprolina no tecido hepatico.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesse estudo, podemos concluir que as moléculas da série
testada, que sdo possuidoras do grupo ftalimido-tiazol, sdo moléculas com atividade
esquistossomicida, exceto a As-intermediaria e As-01, demonstrando que a presenca do grupo
fenil substituido sdo fundamentais para atividade em estudo. Os compostos que apresentaram
melhores atividades séo as cloro substituidas em para, meta-para dissubstituido e orto-para
dissubstituido, As-06, As-12 e As-13, respectivamente. Apos o contato do parasito com As-13,
os vermes foram recolhidos e processados para microscopia eletronica de varredura. Os
parasitos se apresentaram com bolhas, descamacéo do tegumento e exposi¢do da musculatura
subtegumentar.

Para os trés compostos mais promissores da série (As-06, As-12 e As-13), foram realizados
0s testes in vitro para verificar a potencial atividade contra a forma larval do parasito. Nesse
ensaio pode-se observar a potente atividade profilatica desses compostos, pois mesmo nas
menores concentragdes testadas todos os compostos alcancaram 100% de mortalidade em até
48 horas em concentragfes de 2.5 pug/mL. Sendo assim, um individuo que possa estar em
diferentes tempos de infeccdo, poderia alcancar tratamento com um farmaco unico que atue em
duas fases do S. mansoni.

Nos ensaios in vivo, as terapias utilizadas demonstraram uma leve queda na quantidade de
vermes adultos coletados apos o tratamento. O As-13 administrado por cinco dias consecutivos
aumentou levemente a presenca de ovos mortos ou no inviaveis, mas sem significancia
estatistica, através do metodo de oograma. As analises de morfometria e hidroxiprolina
corroboram com a tendéncia de queda dos nimeros encontrados no grupo de animais tratados
com As-13, no entanto, sem significancia estatistica. Os resultados apresentados pelo composto
As-13 demonstrou-se como um possivel farmaco na atividade anti-S. mansoni e colaborou na

para um possivel avanco na terapéutica esquistossomatica.
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