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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca endémica de &reas tropicais e subtropicais
causada por helmintos do género Schistosoma que vem persistindo ao longo dos
anos como um grave problema de saude publica. Atualmente o praziquantel (PZQ) é
0 Unico farmaco utilizado na terapéutica da esquistossomose. Embora tenha eficacia
comprovada, h4 uma necessidade de desenvolver novas drogas, pois tem sido
descrito que o uso repetido do PZQ em areas de endémicas pode causar uma
reducdo temporaria na eficacia. Neste contexto, os ftalil-tiaz6is sdo descritos como
uma alternativa promissora na busca por novos farmacos para o tratamento da
esquistossomose. Nosso estudo teve como objetivo avaliar a atividade
esquistossomicida de seis derivados ftalil-tiaz6is. Nos ensaios de eficécia,
camundongos Swiss foram infectados com 120 cercérias e ap0s cinquenta cinco
dias realizou-se a recuperagdo de vermes. Os vermes de Schistosoma mansoni
foram obtidos e incubados em placa de cultura com os derivados em seis
concentracdes diferentes (5 a 100ug/mL) durante um periodo de 144h. Os derivados
com melhores resultados (AS-09 e AS-10) foram submetidos a analise
ultraestrutural. O composto AS-09 destacou-se por apresentar atividade antes de
24h e por isso foi avaliado no tratamento, por via intraperitoneal e oral, de
camundongos na fase aguda da esquistossomose mansonica. Os resultados obtidos
nesse estudo demonstraram que os derivados AS-09 e AS-10 foram os mais
promissores da série, 0s quais apresentaram 100% de eficacia contra vermes
adultos, inibicdo da oviposicdo e alteracdes ultraestruturais severas. Na avaliacéo
experimental foi verificada a eficacia do composto AS-09 no tratamento da
esquistossomose, reduzindo o namero de vermes recuperados (VO 85,25%; VIP
69,23%) e a quantidade de ovos imaturos. O estudo evidenciou que a molécula AS-
09 se mostrou promissora como uma alternativa terapéutica para esquistossomose

mansonica, se candidatando a um posterior ensaio clinico.

Palavras-chave: Esquistossomose; Schistosoma mansoni; ftalimida; tiazol.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is an endemic disease in tropical and subtropical areas caused by
helminthes of the Schistosoma genus that has persisted over the years as a major
public health problem. Currently praziquantel (PZQ) is the only drug used in the
treatment of schistosomiasis. Although it has been proven effective, there is a need
to develop new drugs, since the using of PZQ for many times in endemic areas a
temporary reduction of its effectiveness has been reported. In this context, the
phthalyl-thiazoles are described as a promising alternative in the search for new
drugs for the treatment of schistosomiasis. Our study aimed to evaluate the activity
schistosomicide of six phthalyl-thiazoles derivatives. For the tests of effectiveness,
Swiss mice were infected with 120 cercariae. After fifty five days, the worms were
recovered and incubated in a cell culture plate with derivatives in six different
concentrations (5 to 100ug/mL) over a period of 144h. Derivatives that showed better
results (AS-09 and AS-10) were used in the trial with parasites that were incubated
with 100pg/mL of the drug for 2 h and 22h for the ultrastructural analysis.The AS-09
compound stood out for presenting activity before 24h and so was evaluated for the
intraperitoneally and orally mice treatment in acute schistosomiasis. The outcomes of
this study demonstrated that derivatives AS-09 and AS-10 were the most promising
of the series, which displayed 100% effectiveness against adult worms, inhibition of
oviposition and severe ultrastructural damages. In the experimental evaluation of the
efficacy, AS-09 compound in the treatment of schistosomiasis has been verified by
reducing the number of worms recovered (VO 85.25%; VIP 69.23%) and of the
guantity of immature eggs. The study showed that the AS-09 molecule has shown
considerable promise as an alternative treatment for schistosomiasis, requiring

further assessment in experimental therapy for a later clinical trial proposition.

Keywords: Schistosomiasis; Schistosoma mansoni; phthalymide; thiazole.
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1. INTRODUCAO

As esquistossomoses sdo infecgbes parasitarias causadas por helmintos
trematodeos do género Schistosoma. Amplamente distribuidas em regifes tropicais
e subtropicais, geram um grave problema de salude publica que persiste ao longo
dos anos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013). No Brasil, existe apenas a
esquistossomose mansoénica que tem como agente etioldgico o S. mansoni
(BRASIL, 2005).

Atualmente, o tratamento da esquistossomose baseia-se principalmente na
quimioterapia, utilizando praticamente um Gnico farmaco, o praziquantel (PZQ)
(FERRARI et al., 2003). O PZQ € um derivado pirazinoisoquinolina, que passou a
ser utilizado como principal farmaco no tratamento da esquistossomose, devido: a
sua eficacia contra todas as espécies do Schistosoma que infectam os seres
humanos; aos menores efeitos colaterais apresentados pelos individuos apds
tratamento em relagcdo aos esquistossomicidas anteriores, e ao seu baixo custo
(SHOAHONG et al.,, 2006; FENWICK et al., 2006; JEZIORSK et al.,, 2006;
UTZINGER et al., 2001; TALLIMA et al., 2007).

Os mecanismos de acdo responsaveis pela eficacia terapéutica do
praziquantel ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Todavia, ja é proposto que
esse medicamento atue no influxo de ions de calcio causando espasmos, danos no
tegumento e paralisia muscular nos vermes adulto (TALLIMA et al., 2007; CIOLI et
al., 1998; ISMAIL et al., 1999; GREENBERG et al., 2005; JIRAUNGKOORSKUL et
al., 2005).

Em estudos realizados em areas endémicas foi relatada a possibilidade de
resisténcia do Schistosoma ao tratamento com PZQ devido a baixa taxa de cura
obtidas nessas regides (ISMAIL et al, 1999; FALLON et al., 1995; STELMA et al.,
1995; GUISSE et al, 1997), além disso, estudos experimentais relatam uma
resisténcia temporaria de cepas de Schistosoma ao PZQ (FALLON et al., 1994;
LIANG et al., 2010).

O PZQ possui baixa eficacia na forma imatura do parasito (LAMBERTUCCI et
al., 2004), podendo acarretar resultados insatisfatérios no tratamento em massa em
areas endémicas devido a reinfec¢do, além disso, ndo é bem tolerado por todos os

pacientes, sendo associado a alguns efeitos colaterais indevidos (CIOLI et al., 2014).
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Mediante os problemas apresentados na terapéutica usando o PZQ, se torna
necessaria a busca por novos farmacos, que apresentem menores efeitos colaterais,
e atividade sobre as fases de desenvolvimento do Schistosoma, e que seja bem
tolerado por todos os pacientes. (SAYED et al., 2008).

A ascendéncia crescente da quimica medicinal vem dando importante suporte
ao desenvolvimento tecnoldgico de novos gquimioterapicos que apresentam maior
seletividade ao agente invasor e com isso menos toxicidade ao hospedeiro. Nesse
ambito, os compostos heterociclicos tém-se destacado como estruturas promissoras
obtidas tanto por meio de sintese como a partir de produtos naturais.

Em um screening de moléculas realizado por Santiago et al (2014), derivados
ftalil-tiazois apresentaram atividade promissora contra o S.mansoni. Estes derivados
séo constituidos por dois importantes grupos farmacoforicos, a ftalimida e o tiazol.

Derivados de ftalimida s&o conhecidos pelas atividades imunomoduladoras,
dentre essas se destaca a inibicdo da citocina TNF-a nos processos inflamatorios e
tumorais (HASHIMOTO et al.,, 2002; KAWAI et a., 2013). Verificou-se, ainda, as
atividades anti-angiogénica, anti-proliferativa, ativadora de apoptose, das células T e
NK, inibidora de adeséao celular entre outras (TEO et al., 2005; HASHIMOTO et al.,
2002). Por sua vez derivados de tiazois ja sdo conhecidos na quimica medicinal,
apresentando diversas atividades, como atividade antimicrobiana (BHARTI et al.,
2010), anti-inflamatoria (GIRI et al., 2008) e no tratamento contra tuberculose
(SHIRADKAR et al., 2006).

Neste contexto, pretende-se avaliar o potencial terapéutico de novos
derivados ftalil-tiazois como candidatos a farmacos esquistossomicidas. Espera-se
com isso contribuir para identificacdo de novos prototipos a farmacos

esquistossomicidas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A esquistossomose € caracterizada como uma das principais infeccdes
parasitarias de regides tropicais, sendo uma doenca que acomete principalmente
areas com baixo desenvolvimento social e econémico. Existem mais de 200 milhdes
de pessoas que vivem nas areas endémicas de 77 paises em todo o mundo, o que
representa um grande problema sanitario e econémico nas nacfes tropicais e em
desenvolvimento (CROMPTON et al, 2010; GRAY et al, 2010)

A esquistossomose € uma doenca causada por parasitos do género
Schistosoma (Trematoda: Schistosomatidae). Existem seis espécies de
Schistosoma, porém trés delas apresentam grande relevancia na saude publica:
Schistosoma haematobium que causa a esquistossomose urinaria (BILHARTZ,
1852), Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni que casuam a
esquistossomose intestinal (KATSURADA, 1904; SAMBON, 1907).

No Brasil a espécie endémica é o S.mansoni, tendo como hospedeiro
intermediario o caramujo do género Biomphalaria sp. A esquistossomose intestinal
causada pelo S. mansoni acomete cerca de 6 milhdes de pessoas no Brasil, sua
area endémica mais importante esta localizada em uma faixa ao longo do litoral,
abrangendo os estados de Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Sergipe na regido Nordeste, Espirito Santo e Minas Gerais na regiao
Sudeste (BARBOSA & GOMES, 2008; BRASIL, 2009).

Em Pernambuco, dos 185 municipios, 93 sdo endémicos para
esquistossomose, tornando o estado o 3° colocado em prevaléncia na regiao
Nordeste (SILVA & DOMINGUES, 2011). S6 em 2010 foram registrados em
Pernambuco, 10.889 casos positivos de esquistossomose, representado 6,10% de
positividade, com 205 Obitos. Em 2014 esse numero de casos caiu para
aproximadamente 7.000 com 175 ébitos (PERNAMBUCO, 2015).

2.1 Ciclo da esquistossomose mansdnica

O ciclo evolutivo do Schistosoma é constituido por duas fases, uma fase
assexuada que ocorre no hospedeiro intermediario, o0 caramujo Biomphalaria, e uma
fase sexuada que ocorre no hospedeiro definitivo, homem ou outro vertebrado

susceptivel. As formas evolutivas do S.mansoni consistem em ovo, miracidio,
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esporocistos, cercérias, esquistossémulos e verme adulto (Figura 1). Os vermes
adultos normalmente habitam as vénulas do plexo hemorroidario inferior e as
ramificacdes dos vasos mesentéricos, onde fazem a deposicdo de ovos no intestino
(NEVES, 2011).

FIGURA 1: Fases evolutivas do Schistosoma mansoni.

... & 4

FONTE: Imagem adaptada do Atlas académico de parasitologia humana FCFRP-USP

LEGENDA: A- ovo de S.mansoni B- miracidio C- cercaria D- vermes adultos.

A transmissdo da doenca esta relacionada com a contaminacéo de colecdes
hidricas por fezes contendo ovos de S.mansoni (Figura 2). Na presenca de
luminosidade, temperatura e oxigenagdo os ovos maduros eclodem, liberando o
miracidio, larva ciliada, que nada em direcdo ao caramujo e o infectam. No
caramujo, o0 miracidio sofre uma reorganizacdo celular dando origem aos
esporocistos, que passam por um processo de reproducdo assexuada, e for fim
originam as cercarias, forma infectante do hospedeiro vertebrado (CARVALHO,
COELHO, LENZI, 2008).

Apoés serem liberadas pelos caramujos, as cercarias nadam ativamente até o
encontro com o hospedeiro definitivo (CAFFREY, 2007; RAMIREZ et al., 2007),
penetrando na pele através da acéo litica de enzimas e pela acdo mecéanica de seus
movimentos. Ao penetrar na pele, as cercarias perdem a cauda e sofrem alteracfes
morfoldgicas e bioquimicas e passam a se chamar de esquistossémulo (RAMIREZ
et al., 2007; SAYED, 2008; HOLTFRETER et al., 2011). Os esquistossémulos
penetram nos vasos sanguineos e linfaticos dos hospedeiros vertebrados, sendo
conduzidos ao pulmdo de onde a maioria migra para o figado, se alojando no

sistema venoso portal hepético, onde atingem a maturidade sexual e se tornam
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vermes adultos (SAYED, 2008; HOLTFRETER et al., 2011). O tempo de migragéo
para o S.mansoni em seres humanos é normalmente de sete dias (ABDULLA et al.,
2007).

Apds o0 acasalamento os parasitos migram para as veias mesentéricas onde
iniciam a oviposi¢ao no limen intestinal. O ciclo sexuado dura cerca de 49 dias, e vai
desde a penetracdo da pele até a oviposi¢cdo (ABDULLA et al., 2007; SAYED et al.,
2008). Apos a postura dos ovos, estes chegam a luz intestinal e sdo eliminados para
0 exterior pelas fezes, os ovos que ndo alcangcam o lumen intestinal sdo levados
pela circulacéo e ficam presos na parede intestinal e no figado, e sdo circundados

por uma resposta granulomatosa do hospedeiro (ALMEIDA, 2009).

FIGURA 2: Ciclo de Vida do Schistosoma sp.
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FONTE: DISSOUS & GREVELDING (2010)

LEGENDA: Ovos de Schistosoma eliminados na agua; 2- Ovos eclodem e liberam o
miracidio; 3- Os miracidios infectam os caramujos; 4- Sucessivas geracdes de
esporocistos; 5- cercérias liberadas pelos caramujos; 6- cercarias penetram a pele; 7-
transformacgéo em esquistossdémulo; 8- atingem a circulagéo; 9- migram para a o sistema
porta e atingem a forma adulta; 10- Acasalamento e deposicdo dos ovos nas veias

mesentéricas.

2.2 Patogenia da esquistossomose mansdnica
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7

A esquistossomose mansbnica € uma doenca decorrente da resposta
inflamatéria que ocorre em torno dos ovos dos parasitos que ndo sao eliminados nas
fezes, sendo assim, a carga parasitaria e a resposta imunologica do paciente estédo
intimamente ligados com a gravidade da doenca (WILSON et al., 2007). Apés a
oviposicao alguns ovos podem se depositar no figado e em outros tecidos, levando a
formacdo de granulomas ao redor dos ovos, podem levar a oclusdo do fluxo
sanguineo, causando fibrose do figado e hipertensdo portal (ABDULLA et al., 2007;
BERTAO et al., 2012).

A esquistossomose ¢é classificada em duas fases, aguda e crbnica, podendo a
fase crbnica apresentar trés formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e
hepatoesplénica (REY, 2008). Na fase aguda, a primeira manifestacdo clinica pode
aparecer logo apés o contato com a cercaria. O individuo pode apresentar a
dermatite cercariana, caracterizada por "sensacdo de comich&o”, erupgéo
urticariforme e é seguida, dentro de 24 horas, por eritema, edema pequeno, papulas
e dor (COON, 2005; NEVES, 2011).

A fase aguda apresenta uma sintomatologia caracteristica, denominada de febre
Katayama, que surge de trés a sete semanas ap0s a exposi¢ao, caracterizada por
febre, anorexia, dor abdominal e cefaleia, diarreia, nduseas, vomitos e tosse seca
(PORDEUS et al., 2008; BARBOSA et al.,, 2004). Essas manifestacdes clinicas
geralmente séo assintomaticas em moradores de areas endémicas, sendo a forma
sintomatica mais comum em individuos de areas ndao endémicas (HATZ, 2005;
ALMEIDA, 2009). A fase aguda pode durar em média de 30-60 dias, desaparecendo
no caso de tratamento do paciente, e podendo evoluir o quadro para fase crénica em
individuos sem tratamento (LAMBERTUCCI, 2010).

Na forma cronica, predominam os sintomas decorrentes de hipertensédo portal,
caracteristicamente independente da ocorréncia de leséo hepatocelular (SILVA et al,
2012). A fase cronica ocorre devido aos ovos que ficam presos nos tecidos que
provocam uma reacdo inflamatoria eosinofilica e granulomatosa, que leva a uma
extensa fibrose nos espacos periportais, induzindo a Fibrose de Symers (CHEEVER
et al, 2000; SALES et al, 2009; COUTO et al, 2008). Uma das consequéncias mais
importantes da fibrose nos espagos periportais é criar dificuldade a passagem do
sangue venoso através do figado, causando uma hipertensdo da veia porta e

consequentemente acarretando uma congestao e edema da parede do estbmago e
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intestino, e um aumento de volume do baco (esplenomegalia). Isso acarreta no
desenvolvendo da forma hepatoesplénica da doenca (REY, 2008) (FIGURA 3).

A doenca ainda pode levar acarretar lesbes cardiopulmonares, glomerulonefrite,
neurolégicas e lesdes no aparelho reprodutor masculino e feminino, podendo causar
infertilidade (BARSOUM et al., 2004; LAMBERTUCCI et al., 2008; POGGENSEE,
FELDMEIER, 2001).

FIGURA 3: Forma hepatoesplénica da esquistossomose mansonica

FONTE: LAMBERTUCCI (2006)

Embora a maioria das pessoas apresentem quadros benignos (REY, 2008), a
esquistossomose apresenta um elevado potencial de morbidade, que torna esta
doenca um grave problema de saude publica. A doenca est4d associada a
manifestacdes cronicas e debilitantes, podendo levar o individuo a uma deficiéncia
cognitiva, estafa e diminuicdo do crescimento (ABDULLA et al., 2007). Portanto se
tornam imprescindiveis o controle e tratamento da doencga, reduzindo a prevaléncia e

mortalidade da infeccdo esquistossomaotica.

2.3 Tratamento

O tratamento da esquistossomose se baseia na quimioterapia, utilizando
drogas que se caracterizam por sua alta efichcia e baixo custo. O primeiro
medicamento utilizado para o tratamento da esquistossomose foi o0 tartaro emético
(tartarato de antiménio e potassio), administrado por via endovenosa durante um
més (CHRISTOPHERSON, 1918). Apés a utilizacdo do tartato ermético, outros
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antimoniais foram introduzidos no uso clinico (KATZ & COELHO, 2008). Porém os
derivados de antimoniais deixaram de ser usados no tratamento por ocasionarem
inUmeros efeitos colaterais e toxicos, em alguns casos levando pacientes a morte
Subita (KATZ, 2008a).

Posteriormente, foram utilizados o cloridrato de 1-N-b-dietil-amino-etil-amino-
4-metil-9-tioxantona, a lucantona e seu metabdlito principal 1-N-b-dietil-aminoetil-
amino-4-(hidroximetil)-9-tioxantona, a hicantona, que é eficaz, especificamente,
contra 0 S. mansoni e o S. haematobium (SILVA K.E.R. et al, 2012). No entanto
esses farmacos ndo sdo mais utilizados na terapia medicamentosa pela
possibilidade de desenvolvimento de lesGes hepaticas, renais, alucinacées e outros
efeitos adversos (KATZ & COELHO, 2008).

Em 1969, foi desenvolvida a oxamniquina, a primeira droga com alto
percentual de cura da esquistossomose mansonica. Essa droga era administrada em
dose Unica, por via oral, inicialmente bem tolerada pelos pacientes (RICHARDS &
FOSTER, 1969). No entanto, estudos posteriores associaram a oxamniquina aos
efeitos colaterais de sonoléncia, tontura, cefaleia, e em alguns casos raros,
convulsdes, tremores e arritmia cardiaca (CARVALHO et al., 1985; GUITTI et al.,
1993), além disso a droga apresenta efeito apenas nas infec¢des causadas pelo
S.mansoni (FERRARI et al., 2003).

Em 1977, Thomas e Gonnert descreveram a atividade do praziquantel contra
cestddeos e trematddeos, apresentando uma excelente atividade esquistossomicida
e boa tolerancia pelos pacientes. O praziquantel foi o primeiro farmaco a apresentar
atividade contra todas as espécies de Schistosoma, com taxas de cura das
infeccdes esquistossomoticas entre 60% e 90%, e reducdo da contagem de ovos
acima de 90% entre os nao curados (KATZ, 2008b).

Atualmente no Brasil, o praziquantel e a oxamniquina tém sido os farmacos
de indicados na quimioterapia contra a esquistossomose (BRASIL, 2014). No
entanto, o fato da oxamniquina atuar apenas sobre o S.mansoni, fez com que o seu
mercado se tornasse restrito, e a industria farmacéutica detentora dos seus direitos
limitasse a sua producao, dificultando uma reducdo de preco (CIOLI et al., 2014).
Dessa forma, a oxamniquina perdeu mercado para o praziquantel, que se tornou o
farmaco mais utilizado para controle da esquistossomose (MOURAO, 2001). Em um

estudo realizado por FERRARI et al. (2003) foi evidenciado que o praziquantel é
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significativamente mais eficaz que a oxamniquine no tratamento da esquistossomose
mansonica.

O praziquantel, conhecido estruturalmente como (2-ciclohexilcarbonil-
1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino-(2,1-a)isoquinolina-4-ona) (FIGURA 4),
apresenta-se como um po6 branco, de sabor amargo, e com baixa disponibilidade
para um farmaco de via oral, devido a sua alta lipossolubilidade (MOURAO, 2005).
Apesar de se apresentar como uma mistura racémica, apenas a forma Levogiro é
ativa contra o Schistosoma (DOENHOFF, 2009). Além disso, o enantibmero inativo,
S-(+)-enantibmero, esta associado aos efeitos colaterais do medicamento
(WOELFLE et al., 2011).

FIGURA 4: molécula do praziquantel.

FONTE: ALBUQUERQUE (2002)

O praziquantel possui baixa frequéncia de efeitos colaterais severos, alta taxa
de cura parasitoldgica para as trés principais espécies de Schistosoma sp., eficacia
em dose Unica, administracdo oral, estabilidade quimica e baixo custo. Devido a
essas vantagens, € considerado o farmaco de escolha para o uso em programas de
tratamento em massa nas areas endémicas (KATZ, 2008a).

O mecanismo de acdo do praziquantel ainda nado foi completamente
elucidado, no entanto, sabe-se que esse farmaco provoca um influxo de calcio
dentro do parasito, contracdo muscular, alteragcbes morfolégicas no tegumento e
aumenta a exposicao de antigenos na superficie do parasito (CIOLI et al., 1995;
DOENHOFF et al., 2008).

Apesar de o praziquantel apresentar excelente atividade esquistossomicida, a

droga tem pouco efeito sobre os ovos e formas imaturas do Schistosoma, o que
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pode gerar baixa taxa de cura em areas endémicas (CAFFREY, 2007; CIOLI; PICA-
MATTOCCIA 2003). Alguns estudos demonstraram uma baixa taxa de cura em
areas com foco de esquistossomose, sugerindo que uma possivel resisténcia ao
farmaco possa ter contribuido para a baixa eficicia terapéutica (FALLON et al.,
1995; STELMA et al., 1995; GUISSE et al., 1997; ISMAIL et al., 1999). No entanto, a
baixa atividade do praziquantel nessas areas endémicas pode ser atribuida também
a reinfecccbes rapidas, auséncia de resposta imune da populacdo e baixo
percentual de maturacao dos vermes (FALLON et al., 1996; CIOLI et al., 2014). Além
disso, estudos experimentais evidenciaram uma possivel resisténcia a droga
(FALLON et al., 1994; LIANG et al., 2001).

Tendo em vista o desenvolvimento de possiveis mecanismos de resisténcia
do S.mansoni ao praziquantel e sua baixa eficacia contra as formas imaturas do
parasito, faz-se necesséria a pesquisa e producédo de novas drogas para prevencao
e cura da esquistossomose (LESCANO et al., 2004; KEISER et al., 2009).

2.4 Perspectivas de novos farmacos

Devido a importancia do desenvolvimento de novas drogas contra a
esquistossomose, a busca por novos compostos no meio cientifico vem aumentado
significativamente. O numero de compostos que vém sendo utilizados como
possiveis agentes esquistossomicidas é vasto, dentre eles podemos destacar
medicamentos com atividade antiparasitaria comprovada (KEISER et al., 2009;
ELISSA et al., 2011), os extratos de plantas (OLIVEIRA et al., 2014;) e os compostos
heterociclicos sintéticos (ABDULLA et al., 2007; SAYED et al., 2008; SANTIAGO et
al., 2014)

Dentre os medicamentos antiparasitarios podemos destacar a mefloquina
(FIGURA 5), anéalogo sintético do quinina, como promissor agente
esquistossomicida. Em um estudo in vivo, Keiser et al., (2009) evidenciaram que a
mefloquina, apresentou atividade sobre a forma jovem e adulta do S. mansoni e S.
japonicum, induzindo alteracdes morfolégicas na membrana de esquistossémulos e

vermes adultos. Além da mefloquina, o artemeter e a artemisina
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FIGURA 5: Estrutura quimica da mefloquina

FONTE: KEISER et al. (2009)

Outro antiparasitario bastante promissor na terapia da esquistossomose é a
miltefosina. Em um estudo experimental, a mitelfosina foi administrada por via oral
durante cinco dias, resultando em uma significativa reducdo do niamero de vermes,
sendo evidenciado danos no tegumento dos parasitos, além disso apresentou
reducdo de granulomas e melhora na patologia hepatica (ELISSA et al., 2011).

Uma abordagem viavel na terapia experimental da esquistossomose, é a
utilizacdo de extratos de plantas. Em um estudo in vitro envolvendo extratos de
plantas, foi demonstrada uma excelente atividade anti-Schistosoma da plumbalgina
e da sanguinarina, para ambos 0s compostos, uma baixa concentracao resultou em
100% de mortalidade dos vermes. Cada composto provocou alteragdes morfologicas
e tegumentares bem diferentes nos vermes mortos, sugerindo que possuem
mecanismos de acéao distintos (ZHANG E COULTAS, 2012).

Os compostos heterociclicos vém ganhando destaque na quimica medicinal,
sendo bastante utilizados no estudo da atividade esquistossomicida. Dentre eles, as
imidazolidinonas, oxadiazOis e analogos estruturais norteiam as investigacdes na
busca de novas drogas que apresentem maior seletividade pelos alvos celulares do
S. mansoni (MELO et al., 2006; NEVES et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2005;
SAYED et al., 2008). Derivados heterociclicos pentagonais imidazolodinénicos vém
sendo sintetizados e avaliados (PITTA et al., 2006), como o 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-
nitro-benzildeno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ4) (FIGURA 6), que apresentou
importante atividade esquistossomicida em estudos in vitro (SILVA K.E.R. et al.,
2012). Em outro estudo, Sayed et al. (2008) identificaram uma nova classe de
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compostos, oxadiazol, que apresentou atividade contra as formas jovem e adulta das

principais espécies infectantes de esquistossomose para 0s seres humanos.

FIGURA 6: Estrutura quimica do 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzildeno)-  imidazolidina-2,4-
diona (LPSF/Fz4).
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FONTE: GUEDES et al.( 2011)

Em um novo estudo envolvendo derivados heterociclicos, Santiago et al.,
(2014), demonstram um importante atividade de derivados ftalil-tiazéis, como o 2-(2-
(2-(4-(4-methoxyphenylthiazol-2-yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione, que além
de demonstrar 100% de mortalidade do S.mansoni na forma adulta, também causou
sérios danos no tegumento do parasito em um periodo de 24 e 48h de exposicao.
Os ftali-tiazois sdo compostos constituidos por dois grupos farmacoforicos

importantes, a ftalimida e o tiazol.

2.5 Ftalimida

Analogos estruturais da talidomida, as ftalimidas se configuram com um dos
nucleos heterociclicos que constituem a talidomida (FIGURA 7). A talidomida foi
inserida no mercado no ano de 1957 por Chemie-Grunenthal como sedativo e foi
amplamente comercializada pelo mundo até o ano de 1961. Entre 1961 e 1962 foi
retirada do mercado devido a seu carater teratogénico, sendo associada a mutacdes
encontradas em criangas. No total mais de 10 mil criangas nasceram com graves
problemas em todo o mundo (MELLIN, KATZENSTEIN, 1996; VARGESSON, 2013).
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FIGURA 7: Nucleo heterociclico da ftalimida na molécula da
talidomida.

FTALIMIDA

FONTE: O AUTOR

Em 1998 a talidomida retornou ao mercado, sendo aprovada pela FDA (Food
and Drug Administration) para emprego no tratamento de manifestagdes cutaneas
de eritema nodoso, hanseniase (COLLIN et al., 2001; HASHIMOTO, 2002).
Atualmente, esse farmaco e seus analogos sédo utilizados para tratar uma série de
outras condi¢des, incluindo doencas autoimunes, como Lupus eritematoso e artrite
reumatoide, além de tumor na medula 6ssea e outros tipos de cancer (TEO et al.,
2004; VARGESSON, 2013).

Os mecanismos de acao da talidomida ainda ndo foram bem elucidados. No
entanto, sdo bem descritas as suas propriedades de modular a resposta imune e de
inibicdo do processo angiogénico, sendo também relatada com reguladora da
producdo de vérias citocinas como TNF-a, IL-2, IL-4,IL-5, IL-6, IL-10 e IL-12
(COELHO, 2010; HASHIMOTO, 2002). Alguns estudos destacam que a propriedade
imunomoduladora da talidomida esta relacionada ao anel ftalimidico, sendo a
modulacdo do TNF-a a mais pronunciada (MULLER et al., 1999; PESSOA et al.,
2010; MACHADO et al., 2005; LIMA et al. 2006).
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2.6 Tiazois

O tiazol é um composto heterociclico, formado por um anel de cinco membros
contendo dois heteroatomos, um atomo de nitrogénio e um atomo de enxofre. Esse
anel de tiazol é encontrado naturalmente na vitamina essencial B1 (Tiamina). Se
apresenta como um liquido de aspecto limpido ou amarelo claro pélido, possuindo
moderada solubilidade em meio aquoso e boa solubilidade em alcool e éter
(SIDDIQUI et al., 2009).

FIGURA 8: molécula do tiazol.

FONTE: O AUTOR.

O tiazol vem demonstrando um papel importante na quimica medicinal ao
longo dos anos, revelando atividades bioldgicas interessantes. Derivados de tiazois
ja foram encontrados em medicamentos com aplicacdes no tratamento de alergias
(HARGRAVE et al., 1983), hipertensdo (PATT et al., 1992) e inflamacdo (SHARMA
et al., 2009; GIRI et al., 2008), ainda apresentando uma atividade antitrombdética
(BARDOC et al., 1997). Além disso foram utilizados para preparar varias drogas com
importante atividade antimicrobiana, antifingica, e no tratamento contra tuberculose
(BHARTI et al, 2010; SHIRADKAR et al, 2006). Um derivado do tiazol, o 9-acridona-
hidrazona-tiazol, demonstrou ser efetivo contra o S.mansoni na fase de
esquistossébmulo, eliminando todos os parasitos 24h ap0s a penetracdo das
cercérias (PEREIRA et al., 1995).
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3. JUSTIFICATIVA

No Brasil, existem duas drogas disponiveis para o0 tratamento da
esquistossomose mansoOnica: oxamniquine e praziquantel. Os dois medicamentos
possuem eficacia comprovada contra o S.mansoni. No entanto, o praziquantel é a
droga de escolha, em funcdo dos menores efeitos colaterais apresentados pelos
individuos apos tratamento, a sua disponibilidade no mercado e ao seu baixo custo.
Embora ndo seja adequada, a estratégia atual de controle da esquistossomose
mansonica é baseada principalmente na quimioterapia. E importante ressaltar que
em algumas areas endémicas a droga ja demonstrou baixa eficacia, sendo discutida
a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia ao medicamento.

Diante de tal problematica torna-se importante o desenvolvimento de novos
farmacos como alternativa na terapia da esquistossomose que sejam mais seguros e
eficientes na atividade equistossomicida, possuindo ao mesmo tempo, uma menor
taxa de efeitos colaterais e um baixo custo, tornando-se acessivel a populacéo.
Baseando-se nessa necessidade, este estudo teve por finalidade realizar uma
triagem com os compostos ftalil-tiazois inéditos, a fim de torna-los possiveis

candidatos a farmacos para a terapia da esquistossomose mansonica.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial terapéutico de novas moléculas ftalil-tiazois na

esquistossomose experimental.

4.2 Objetivos especificos

a) Determinar a citotoxicidade dos compostos;
b) Avaliar in vitro a atividade das moléculas frente a forma adulta do S. mansoni;

c) Avaliar as alteracbes ultraestruturais induzidas pelos compostos no verme
adulto do S. mansoni;

d) Determinar a eficacia do tratamento com os compostos estudados na
esquistossomose experimental.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Moléculas

Com base nos ftalil-tiazéis utilizados por Santiago et al, (2014), foram
selecionados novos prototipos ftalil-tiazois. Os compostos 2-(4-feniltiazol-2-
ilamino)isoindolino-1,3-diona (AS-02) 2-(4-p-toluiltizol-2 ilamino)isoindolino-1,3-diona
(AS-03), 2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (AS-04), 2-(4-(4-
nitrofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona  (AS-08), 2-(4-(bifenil-4-il)tiazol-2
ilamino)isoindolino-1,3-diona (AS-09), 2-(4-(naftalen-2-il)tiazol-2-ilamino)isoindolino-
1,3-diona (AS-10) foram fornecidos pelo laboratério de planejamento e quimica
medicinal LpQM/UFPE. (APENDICE A)

5.2 Ensaio de citotoxicidade

Para a determinacdo da citotoxicidade foram utilizados esplendcitos de
camundongos albinos da linhagem BALB/c (fémeas entre 6-8 semanas) que foram
fornecidos pelo biotério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM, Recife,
Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas esterilizadas, e receberam
alimentacéo e agua a vontade.

As células esplénicas foram obtidas de acordo com Pereira et al. (2005). Apds
eutanasia do animal utilizando CO2, o bago de cada camundongo foi removido em
condicOes asseépticas e, em fluxo vertical, macerado em placa de Petri contendo
meio de cultura RPMI. As suspensfes celulares obtidas foram centrifugadas a 4°C,
durante 5 minutos. Apds descarte do sobrenadante, adicionou-se agua destilada ao
sedimento promovendo lise das hemacias. Ap6s o0 periodo de 5 minutos, o
sobrenadante foi coletado e centrifugou-se novamente a 4°C, 200 x g por cinco
minutos. O sedimento (contendo as células esplénicas) foi ressuspendido em meio
RPMI 1640 e uma aliquota de cada suspenséo celular removida, diluida 1:10 em
azul de trypan e quantificada em camara de Neubauer para se verificar as células
viaveis.

As células esplénicas (6 x 10° células/poco) obtidas anteriormente foram
cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano, contendo meio de cultura RPMI
com 10% de soro fetal bovino. Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram

incubadas com os compostos em sete diferentes concentracdes (faixa de 200 a 0,1
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pMg/mL) e com 1 pM de timidina tritiada/pogo durante 72 h em estufa de CO2 a 37°C.
Em paralelo, foram feitos controles com células tratadas com saponina (0,05%), com
células tratadas com DMSO (0,05%), substancias com reconhecida atividade toxica
e um controle sem tratamento. Apds 72 h de incubacéo, as células foram coletadas
em papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captacdo de timidina tritiada foi
determinada através do contador beta de cintilagdo. O percentual de citotoxicidade
foi determinado comparando-se a percentagem de incorporacédo de timidina tritiada

Nos pogos com as drogas em relagdo aos po¢os nao tratados.

5.3 Infeccao pelo S. mansoni.

A infeccdo foi realizada por via percutanea apds recebimento dos animais
com 25-30 dias de idade. Ap6s recebimento dos animais, os camundongos albinos
suicos (ANEXO A) foram submetidos & infeccdo experimental, utilizando para cada
camundongo cerca de 120 cercarias para o estudo in vitro. Para o estudo in vivo, os
camundongos foram infectados com 80 cercarias (fase aguda). As cercarias
utilizadas sdo da Cepa LE — Belo Horizonte oriundas de Biomphalaria glabrata
criados em laboratério de malacologia (CPgAM).

Para realizar a infec¢do os animais sdo colocados em um recipiente contendo
uma quantidade minima de agua morna, para que eles eliminem fezes e urina. Em
seguida, os animais foram colocados em frascos de vidro individuais de boca larga,
com tampas aeradas (furadas), contendo agua que cubra as patas e a cauda. Foram
adicionados, entdo, os indculos previamente ajustados dentro dos frascos onde
estdo os camundongos, ficando os animais em contato com o inoculo em torno de
1h, sob fonte de luz direta, facilitando a penetracdo do patégeno.

Apés 45 dias de infeccdo dos camundongos, foram realizados exames
parasitologicos das fezes para avaliar a positividade da infeccdo (HOFFMAN et al,
1934).

5.4 Avaliacdo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de S. mansoni
frente aos compostos ftalil-tiazois.

Foi realizada uma selecdo que serviu para eleger compostos promissores. A
proposta desse projeto foi avaliar seis compostos em duplicata. O animal sera

submetido & anestesia antes do procedimento. Os animais serdo anestesiados por
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via intraperitoneal (IP) com Cloridrato de Ketamina (100-200 mg/Kg) associada a
Cloridrato de Xilasina (5-16 mg/Kg). Apos auséncia de reflexo do animal foi
realizada, entdo, uma incisdo proxima aos 0rgaos genitais indo até a caixa toracica
com o auxilio de uma tesoura oftalmica (fina/fina) + pinca de dissecacédo. Corta-se a
veia portal e perfunde-se o ventriculo esquerdo com solucdo de perfusdo (NacCl
0,85% e Citrato de Sédio 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.
Apo6s a lavagem os vermes foram transferidos para placas de cultura de tecidos
contendo 2mL desse meio. Cada poco recebeu quatro vermes, utilizando os
sistemas descritos na figura, e em seguida foram incubados a 37°C, em atmosfera
umida contendo 5% de CO2 Apdés um periodo de 2 horas de adaptacdo, os
derivados sintetizados foram adicionados nas concentragbes de 100 pg/mL,
80ug/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL. Os parasitos serdo mantidos
em cultura por seis dias sendo monitorados a cada 24 horas para avaliacdo da
atividade motora, oviposicao e da taxa de mortalidade.

FIGURA 9: Esquema de plagueamento utilizado nos ensaios in vitro. Quatro vermes
machos no poco azul; quatro vermes fémeas no pogo rosa e dois casais de vermes no poco

amarelo.
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5.5 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com os
derivados ftalil-tiazois.

Os compostos que obtiveram atividade esquistossomicida significativa foram
incubados com vermes adultos para um novo ensaio in vitro, onde foram avaliados
guanto as alteracOes ultraestruturais causadas nos parasitos. Para isso 0S vermes

tratados com os compostos foram coletados com 2h e 22h apés a incubacao.
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Foram fixados overnight a temperatura ambiente com 2,5% de glutaraldeido,
formaldeido a 4%, e tampado de cacodilato 0,1 M com pH 6,8. Eles foram, em
seguida, pos-fixados em 2% de tetroxido de 6smio (OsOa4) hum tampao de cacodilato
0,1 M com pH 6,8 durante 60 min na auséncia da luz a temperatura ambiente. Os
proximos passos fora o de lavagem e desidratagdo em uma seérie de etanol
graduada por quinze minutos cada. A secagem do material foi realizada no ponto
critico, utilizando CO: liquido. Os vermes foram revestidos com ouro coloidal

examinados no microscépio de varredura JEOL-5600LV.

5.6 Avaliacdo da suscetibilidade in vivo de vermes adultos de S. mansoni
frente aos compostos ftalil-tiazdis.

O composto AS-09 foi selecionado para a terapia experimental da
esquistossomose mansonica devido sua alta efetividade nos ensaios in vitro. Devido
ao composto possuir baixa solubilidade em meio aquoso, antes do tratamento dos
camundongos com 60 dias de infeccdo, foi realizada uma preparacao utilizando
Chremophor EL a 15% para tentar aumentar a biodisponibilidade do composto AS-
09.

Fase Aguda: composto por 40 camundongos machos submetidos a infeccéo
experimental pelo S. mansoni (80 cercérias). Apos 45 dias da infeccdo foram
avaliados quanto a positividade da infeccdo através do método de HOFFMAN et al. e

divididos em cinco grupos:

a) Grupo tratado apenas com o veiculo utilizado para solubilizar a droga por via
intraperitoneal (10 animais)

b) Grupo tratado com o derivado ftalil-tiazol na dose de 400 mg/Kg por via
intraperitoneal (10 animais)

c) Grupo tratado apenas com o veiculo utilizado para solubilizar a droga por via
oral (10 animais)

d) Grupo tratado com o derivado ftalil-tiazol na dose de 400 mg/Kg por via oral

(10 animais)
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e) Grupo tratado com o praziquantel na dose de 200mg/kg por via oral (10
animais). O PZQ utilizado foi a cedido pelo Hospital das Clinicas de
Pernambuco (HC-PE), com validade até 03/17.

Todos os camundongos foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM/FIOCRUZ), em condicBes
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). Apos 60 dias (fase aguda) de infec¢éo, a droga
preparada na solucdo de Chremophor a 15% foi administrada por via intraperitoneal
e oro-gastrica através da gavagem durante cinco dias. Ap6s o procedimento, 0s
animais serao recolocados em suas respectivas caixas e monitorados durante todo o
periodo de duracdo do experimento. Apos 15 dias do tratamento dos compostos, 0s
animais serdo eutanasiados para a determinacdo do numero de vermes residuais e

coleta de fragmentos de tecidos para avaliacdo parasitologica.

5.7 Avaliacédo parasitolégica

5.7.1 Obtencéo e contagem dos vermes adultos

Os parasitos serdo obtidos e contabilizados através de perfusdo do sistema

porta-mesentérico e coleta direta no mesentério; descrito no item 5.4.

5.7.2 Oograma

Trés fragmentos da por¢éo distal do intestino 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) (PELLEGRINO et al. 1965).
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5.7.3 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). Os ovos encontrados foram
guantificados com o auxilio da camara de contagem de células “Sedgewick Rafter”

(Graticules Limited: modelo S50, Tonbridge - England).

5.8.4 Determinacgédo da eficacia do tratamento

A avaliacdo das moléculas e do praziquantel serd determinada através da
reducdo da percentagem da carga parasitaria em cada grupo tratado utilizando a
seguinte equacdo: Reducao de vermes (%) = (C-T)/C x 100, onde C é a quantidade
de vermes recuperados no grupo controle e T é a quantidade de vermes

recuperados do grupo tratado.

5.8 Andlise estatistica

Para andlises comparativas das variaveis quantitativas, foram aplicados o
teste t de Student para amostras independentes ou o teste de Analise de Variancia
(ANOVA). Para testar os contrastes no teste de Analise de Variancia, foi aplicado um
pés-teste. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%. Os

softwares utilizados foram o Action Stat e o Graph Pad Prism 5.0.3.

5.9 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA/CPgAM).
Protocolado sob n°® 67/2014. (ANEXO A)
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacdo da citotoxicidade em esplenocitos de camundongos.

Buscando uma seletividade para o uso dos derivados ftalimidicos estudados,
avaliou-se a citotoxicidade destes em ensaios com células de mamiferos. Para tal
finalidade foi determinada a viabilidade celular destes compostos sobre esplendcitos
de camundongos da linhagem BALB/c. As células foram incubadas na presenca dos
compostos por 24 horas. As concentracdes dos compostos foram variadas,
estabelecendo assim margens aproximadas de seguranca quanto a sua

concentracéo nao-téxica, em ug/mL.

TABELA 1: Avaliagdo da citotoxicidade em esplendcitos para a série de ftalil-tiazois.

COMPOSTO CITOTOXICIDADE
(ng/mL)™!
AS-02
1
AS-03
5
AS-04
5
AS-08
1
AS-09
>100
AS-10
>100
PZQ <1

[a] Maior concentragdo atéxica (sem efeitos na viabilidade celular). Valores determinados apds 24
horas de incubacao na presenca dos compostos

A tabela 1 apresenta os resultados da avaliagdo da citotoxicidade in vitro
sobre esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c para os ftalil-tiaz6is AS-02,
AS-03, AS-04, AS-08, AS-09 e AS-10. Todos 0os compostos se mostraram menos
toxicos que o praziquantel para células esplénicas. Os compostos que apresentaram
baixa citotoxicidade foram aqueles que apresentaram substituintes mais volumosos
como bi-fenil (As-09) e 2-naftii (As-10). Em relacdo aos demais componentes

estudados, estes dois compostos mostraram baixa citotoxicidade para esplendcitos
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de camundongos, sendo estas células viaveis até quando cultivadas em presenca

de concentragdes superiores a 100 ug/mL.

6.2 Efeito esquistossomicida dos derivados ftalil-tiazois na concentracéo
de 100 pg/mL sobre vermes adultos de S. mansoni.

Os derivados ftalil-tiaz6is AS-02, AS-03, AS-04, AS-08, AS-09 e AS-10 foram
avaliados com relacdo a sua atividade esquistossomicida. As referidas moléculas
foram submetidas a um ensaio com vermes adultos de S.mansoni na concentracéo
de 100 pg/mL, onde foram avaliadas motilidade, mortalidade e alteracbes no
tegumento dos vermes expostos aos compostos. Este ensaio serviu para selecionar
0S compostos que demonstraram atividade esquistossomicida significativa. Tais
compostos foram avaliados em seis diferentes concentragdes, 5, 10, 20, 40, 80 e
100pg/mL.

O grafico 1 demonstra uma comparacao entre as seis moléculas avaliadas na
dose de 100 pg/mL, O PZQ na dose de 3 pg/mL e o controle negativo utilizando
DMSO. Foi evidenciado que os compostos AS-08, AS-09 e o AS-10 apresentaram
melhor atividade em relagdo aos demais compostos, obtendo 100% de eficacia
sobre os vermes adultos, sendo o derivado AS-09 o composto que demonstrou
resultado mais promissor, obtendo mortalidade total dos parasitos dentro das
primeiras 24h de observagao.

As drogas AS-02, AS-03 e AS-04 ndo apresentaram atividade
esquistossomicida expressiva, no entanto, foram observados alguns efeitos
causados por essas drogas, como inibicdo da oviposi¢céo e separacao dos casais. O
PZQ ocasionou 100% de mortalidade dentro das primeiras 24h e no poc¢o controle
negativo (DMSO) os vermes permaneceram ativos até o Ultimo tempo do

experimento.
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FIGURA 10: Efeito dos derivados ftalil-tiaz6is na mortalidade de S. mansoni em teste in vitro
na concentragdo de 100ug/mL.
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6.3 Efeito dos candidatos ftalil-tiazéis nas concentracdes de 5 a 100 pg/mL.

Os derivados que obtiveram atividade esquistossomicida maior que 50% no
ensaio anterior foram avaliados utilizando um gradiente de concentracdes, sendo

analisados quanto as alteracdes na motilidade, no tegumento e na oviposicao.

TABELA 2: Efeito in vitro dos derivados ftalil-tiazdis contra vermes adultos de S.mansoni
nas concentracfes de 5 a 100 pg/mL.

(Continua)

Mortalidade (%) na concentracao
(ug.mLY) indicada

Molécula Tempo

100 80 40 20 10 5

24 h 0 0 0 0 0 0

48 h 8,35 0 0 0 0 0

72 h 41,65 8 0 0 0 0

AS-08 96 h 100 58 0 0 0 0
120 h 100 100 0 0 0 0

144 h 100 100 16,7 0 0 0
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(Concluséo)

Mortalidade (%) na concentragao

(ug.mLY) indicada

Molécula Tempo
100 80 40 20 10 5
24 h 100 100 25 0 0 0
48 h 100 100 41,7 8 0 0
AS-09 72 h 100 100 69,5 8 8 0
96 h 100 100 79 16,7 16,7 8
120 h 100 100 100 50 25 8
144 h 100 100 100 50 25 8
24 h 0 0 0 0 0 0
48 h 25 25 8,35 0 0 0
72h 46 50 16,5 16,7 25 8
AS-10 96 h 58,5 50 55,35 16,7 33 16,7
120 h 78,5 83 81 33 33 16,7
144 h 100 100 100 44 33 16,7

Os compostos AS-08, AS-09 e o AS-10 foram avaliados nas concentracfes
de 5, 10, 20, 40, 80 e 100 pg/mL a fim de identificar a menor concentracao eficaz. A
tabela 2 demonstra que o composto AS-09 apresentou atividade similar nas
concentracbes de 100 pg/mL e 80 pg/mL, causando 100% de mortalidade nas
primeiras 24h, demonstrando também 100% de eficacia na concentracdo de 40
Hg/mL em seis dias de incubacdo. O composto AS-08 apresentou 100% de
mortalidade na concentracdo de 80 pg/mL, no entanto, ndo mostrou atividade
esquistossomicida expressiva em concentracdes menores. O derivado AS-10
demonstrou 100% de eficacia em concentracbes menores, atingindo mortalidade
total dos parasitos na concentracdo de 40 pg/mL.

Na tabela 3 pode-se observar uma reducao significativa da motilidade dos
vermes expostos aos compostos AS-08, AS-09 e AS-10 com 120h de exposicdo. As
alteracdes na atividade motora foram classificadas seguindo os seguintes critérios: 3

para 0s vermes ativos; 2 para reducdo minima na motilidade; 1 para reducéo
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significativa na motilidade, apenas com movimento cefalico e 0 para auséncia de
motilidade. Esses critérios foram estabelecidos de acordo com Ramirez et al, (2007).

O composto AS-08 s6 apresentou alteracdes significativas na motilidade nas
concentracbes de 80 e 100 pg/mL, além disso n&o inibiu a oviposicdo em
concentracdes mais baixas. Os derivados AS-09 e AS-10 por sua vez, mesmo em
concentracfes mais baixas causaram reducdo na motilidade dos vermes adultos de
S.mansoni, mostrando atividade nas concentracfes minimas de 10 e 20 pg/mL
respectivamente (TABELA 3). Os vermes tratados com os derivados AS-09 e AS-10
apresentaram descamacdo no tegumento e presenca de bolhas mesmo na
concentracdo mais baixa de 5 pg/mL. Além disso inibiram totalmente a oviposicao

dos vermes em todas as concentracdes utilizadas.

TABELA 3: Escala de motilidade dos vermes controle e tratados com PZQ e com os
derivados ftalil-tiazois.

(Continua)
Motilidade (%)* Alteragéo no Oviposigao*
Grupos  Concentraca 0 1 2 3 tegumento
o
Controle i 0 0 0 100 Nao Sim
PZQ 3ug/mL 100 0 0 0 Sim Nao
AS-08 100 pg/mL 100 0 0 0 Sim Nao
80 pg/ml 100 0 0 0 Sim Nao
40 pg/mL 0 0 25 75 Nao Nao
20 pg/mL 0 0 0 100 Nao Sim
10 pg/mL 0 0 0 100 Nao Sim

5 pg/mL 0 0 0 100 Nao Sim
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(Concluséo)

Motilidade (%)* Alteragédo no Oviposigao*
Grupos  Concentraca 0 1 2 3 tegumento
0
AS-09 100 pg/mL 100 0 0 0 Sim Nao
80 ug/ml 100 0 0 0 Sim Nao
40 pg/mL 100 0 0 0 Sim Nao
20 pg/mL 50 50 0 0 Sim Nao
10 pg/mL 25 33 42 0 Sim N&o
5 pg/mL 8,3 16,7 O 75 Sim Nao
AS-10 100 pg/mL 100 0 0 0 Sim Néo
80 pg/ml 100 0 0 0 Sim Nao
40 pg/mL 100 0 0 0 Sim Nao
20 pg/mL 7 5 0 0 Sim Néo
10 pg/mL 42 33 0 25 Sim Nao
5 pg/mL 16,7 16,7 50 16,6 Sim Nao

*Classificacdo da motilidade dos vermes: 0: auséncia de motilidade; 1: reducdo significativa da

motilidade, com apenas movimento de cabeca; 2: reducdo minima de motilidade; 3: atividade normal.

6.4. Alteracdes ultraestruturais induzidas pelos compostos AS-09 e AS-10 em
vermes adultos de S.mansoni.

Os derivados AS-09 e AS-10 foram selecionados para avaliagao
ultraestrutural de sua atividade sobre ao verme adulto do S.mansoni. Para este
estudo foi realizado um novo ensaio in vitro, onde vermes adultos de S.mansoni
foram incubados com os compostos AS-09 e AS-10 na concentracdo de 100ug/mL
seguindo o protocolo descrito no item 5.4. Os vermes tratados com 0S compostos
foram avaliados quanto as alteracdes ultraestruturais induzidas pelos compostos AS-

09 e AS-10 nos tempos de 2h e 22h. Como controle negativo foram utilizados
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vermes tratados com DMSO a 1,66%, avaliado no tempo de 22h, e como controle
positivo vermes incubados com PZQ na concentragdo de 3 pg/mL por 2h.

Na figura 11 pode se observar a imagem de vermes tratados com o controle
DMSO (FIGURA 11A a 11D), onde pode ser observado fémeas de S.mansoni com
toda a extensdo do tegumento sem nenhuma alteragcdo (FIGURA 11A) e em outra
em maior aumento com o tegumento e papilas sensoriais integros (FIGURA 11B) e
machos mostrando toda extensdo do tegumento integro (FIGURA 11C) e em maior
aumento mostrando tubérculos e espiculos sem nenhuma alteragdo (FIGURA 11D).
Os vermes tratados com o PZQ demonstraram as alteracbes caracteristicas
causadas pela droga, como contracdo total e enrugamento das fémeas (FIGURA
11E e 11F), e nos machos destruicdo de tegumento e tubérculos, presenca de
bolhas e ulceragbes (FIGURA 11H), e assim como na fémea também provoca
contracao total do parasito (FIGURA 11E).
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FIGURA 11: MEV de vermes adultos de S. mansoni apds 22h de incubacdo com DMSO (A-D) e 2h

com PZQ (E-H). A e B: mostram fémeas de S.mansoni com o tegumento (W) e papilas sensoriais

(PS) intactos. C e D: vermes machos sem altera¢des no tegumento, tubérculos (T) e espiculos (S). E

e F: fémeas mortas com o tegumento enrugado (W). G e H: Vermes machos contorcidos, com
presenca de bolhas (B), ulceracdes (U) e destruicdo dos tubérculos (T)
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FIGURA 1210: MEV de vermes adultos de S. mansoni apds 2h AS-09 (A-D) e 22h (E-H) de
incubacdo com o composto AS-09. A e B: mostram fémeas de S.mansoni com descamacdo do
tegumento (Pl), exposicdo do epitélio subtegumentar (TS) e ulceragbes (U). C e D: machos com
desintegracdo do tegumento (Di), tubérculos (T) destruidos e ulceracdes (U)). E e F: fémeas mortas
com o tegumento enrugado e bolhas (B). G e H: machos com desintegracdo do tegumento (Di),
exposicdo do epitélio subtegumentar, tubérculos (T) destruidos sem espiculos e ulceracées (U).
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As alteragcdes causadas pelo composto AS-09 nos tempos de 2h e 22h podem
ser observadas na figura 12. O derivado AS-09 foi capaz de induzir danos no ja
intervalo de tempo de duas horas, causando ulceracdes e destruindo o tegumento a
ponto de expor o epitélio subtegumentar das fémeas (FIGURA 12A e B) e induzir a
formacdo de bolhas, causar ulceragdes e destruicdo parcial dos tubérculos nos
machos (FIGURA 12C e 12D). No intervalo de 22h foi evidenciada a mortalidade
total dos parasitos tratados com o composto AS-09, e as alteracdes encontradas nos
vermes foram ainda mais severas. As fémeas se encontravam enrugadas e foi
evidenciada a presenca de uma grande quantidade de bolhas de tamanho maior que
no tempo de 2h (FIGURA 12E e 12F). Nos machos os danos foram ainda mais
severos com desintegracédo de tegumento com exposi¢ao do epitélio subtegumentar,
destruicdo de tubérculos e espiculos, e presenca de ulceracdes (FIGURA 12G e
12H).

Diferente do composto AS-09, o derivado AS-10 ndo apresentou 100% de
atividade nas primeiras 24h, sendo assim, néo foi possivel observar alteracdes nas
fémeas de S.mansoni no intervalo de duas horas (FIGURA 13A e 13B). No entanto,
nos vermes machos ja foi possivel observar pequenas alteracdes induzidas pelo
composto AS-10, como destruicdo parcial dos tubérculos e descamacdo do
tegumento (FIGURA 13D), além de pequenas ulceracdes (FIGURA 13C). No
intervalo de tempo de 22h as alteragbes foram mais evidentes, as fémeas se
mostraram edemaciadas e com bolhas (FIGURA 13E), além disso, algumas bolhas
se apresentavam rompidas causando uma lesdo no tegumento das fémeas (FIGURA
13F). Nos vermes machos as alteracdes foram similares as encontradas no tempo
de duas horas, destruicédo parcial de tubérculos, presenca de pequenas ulceracoes e
bolhas, também foi encontrada descamacdo no tegumento do parasito (FIGURA
13G e 13H).
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FIGURA 13: MEV de vermes adultos de S. mansoni apés 2h (A-D) e 22h (E-H) de incubagdo com o
composto AS-10. A e B: mostram fémeas de S.mansoni com o tegumento sem nenhuma alteracdo. C
e D: vermes machos com descamacdo do tegumento, destruicdo parcial dos tubérculos (T) e
presenca de bolhas (B). E e F: fémeas edemaciadas com presenca de bolhas (B) inteiras e
estouradas. G e H: Machos com os tubérculos parcialmente destruidos (T) e ulceragdes (U).
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6.5 Tratamento na esquistossomose experimental do composto AS-09

6.5.1 Quantidade de ovos no figado e no intestino

A FIGURA 13 demonstra a quantidade média de ovos de S.mansoni
encontrados no figado. Apesar do grupo tratado com o composto AS-09 ter uma
média maior de ovos que 0s grupos controles a diferenca entre os grupos nao foi
significativa.

Em relacdo a quantidade média de ovos encontrados no intestino, a FIGURA
14 mostra que houve uma reducao significativa dos grupos tratados com o composto
AS-09 em relacdo aos controles nao tratados. Os dois grupos tratados com o
derivado AS-09 demonstraram efeito sobre o numero de ovos encontrados no

intestino similar ao grupo tratado com o PZQ, ndo sendo encontrada diferenca

significativa.
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FIGURA 11: Quantidade de ovos de S.mansoni no figado total de camundongos Swiss
tratados com o composto AS-09 por via oral (VO) e intraperitoneal, controles tratados com o
veiculo por via oral (CO) e intraperitoneal (CIP), e controle positivo tratado com praziquantel
(PZQ). Os resultados sao demonstrados com média + desvio padrao. p<0.05
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FIGURA 12: Quantidade de ovos de S.mansoni no intestino total de camundongos Swiss
tratados com o composto AS-09 por via oral (VO) e intraperitoneal, controles tratados com o
veiculo por via oral (CO) e intraperitoneal (CIP), controles positivos tratados com
praziquantel (PZQ). * e # indicam uma reduc¢éo dos grupos VO, VIP e PZQ em rela¢cdo aos
grupos controles CO e CIP. p< 0,05.

6.5.2 Estadios dos ovos encontrados no Oograma.

O efeito do tratamento com o composto AS-09 sobre os estadios de
desenvolvimentos dos ovos de S.mansoni esta descrito na tabela 4. Os tratamentos
com o composto foram capazes de reduzir o percentual de ovos imaturos, 7.46%
(AS-09 IP) e 22.5% (AS-09 ORAL), em relacdo ao total de ovos encontrados
comparando com 0s grupos que ndo foram tratados. Além disso, 0os compostos
ainda foram capazes de aumentar o percentual de ovos inviaveis, 71,1% (AS-09 IP)
e 53,85% (AS-09 ORAL) em relacdo aos grupos controles.

Na relagéo entre os grupos experimentais foi visto que o grupo tratado por via
intraperitoneal se mostrou mais eficaz sobre o estadiamento dos ovos que o grupo
tratado por via oral, obtendo uma eficacia semelhante ao praziquantel, ndo sendo
evidenciada uma diferenca estatistica entre o grupo AS-09 IP e o grupo tratado com
o PZQ.
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TABELA 4: Diferenca no estadiamento dos ovos encontrados no intestino de camundongos

tratados com o composto AS-09 por via oral e intraperitoneal em relacdo aos grupos

controles.
Redugao no nimero de Estadios dos
Grupos '
ovos imaturos ovos

Imaturos Maduros Invidveis

CIP 73.56% 14.33% 12.11%
AS-09 IP 66,10%2 7.46%* 17.44% 75.10%

(6{0) 72.54% 20.79% 6.66%
AS-09 Oral 50,08%" 22.5%* 23.69% 53.85%
PZQ 6.45%* 25.47% 68.08%

a reducao em comparacgao com o controle intraperitoneal
bredugdo em comparag&o com o controle oral
NuUmero de animais/grupo=10. 3 animais morreram no grupo tratado por via intraperitoneal

O asterisco indica que a diferenca em relacéo ao controle foi estatisticamente significativa * p <0,001

6.5.3. Efeito do composto AS-09 na recuperacéo de vermes.

Reducéo do n® de vermes (%)
(C-T)/IC x 100
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FIGURA 13 - Numero de vermes adultos de S.mansoni recuperados de camundongos Swiss
tratados com o composto AS-09 por via oral (VO) e intraperitoneal, e controles via oral (CO),
intraperitoneal e praziquantel (PZQ). Houve reducdo no nimero de vermes de 81,25% (VO), 69,23%
(VIP) e 65,62% (PZQ). * e # indicam que a reducé@o do nimero de vermes dos grupos foi significativa
em relacdo aos controles CO e CIP, com P<0.05.
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A Figura 15 apresenta o numero médio de vermes recolhidos do sistema
porta-mesentérico de camundongos dos grupos tratados com o composto AS-09 por
via intraperitoneal e oral, e dos controles tratados com o veiculo por via oral e
intraperitoneal, assim como do grupo tratado com o PZQ por via oral. Verificou-se
gue a carga parasitaria dos camundongos tratados com o composto AS-09 e PZQ
apresentou uma reducdo estatisticamente significativa em relacdo aos dois grupos
nao tratados. Utilizando a formula descrita no item 5.8.4 foi calculada uma reducéo
de 69.23% no numero de vermes do grupo AS-09 IP em relagcdo ao controle tratado
com o veiculo por via intraperitoneal. Em relagdo aos tratamentos por via oral foi
evidenciada uma reducédo de 85,21% do grupo tratado com o composto AS-09 e

65,62% do grupo tratado com o PZQ em relagédo ao grupo controle negativo.
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7. DISCUSSAO

A busca de novas terapias substitutivas do PZQ é objeto de estudo de alguns
grupos de pesquisa que vém buscando nos extratos de plantas (OLIVEIRA et al.,
2014; GUIMARAES et al., 2015) e nos compostos heterociclicos sintéticos
(ABDULLA et al., 2007; SAYED et al., 2008) alternativa ao tratamento convencional.
A monoterapia utilizada ao longo dos anos pode selecionar cepas resistentes ao
tratamento (FALLON et al, 1994). Em alguns trabalhos a diminuicdo da eficicia
terapéutica do PZQ a | foi atribuida a resisténcia intrinseca de algumas cepas, e em
outros casos, a uma resposta imune do hospedeiro infectado (ISMAIL et al., 1996).
Outra limitacdo do PZQ refere-se a sua baixa atuacdo nas formas imaturas dos
parasitos (CAFFREY, 2007).

Dessa forma o numero de compostos organicos e sintéticos que vém sendo
utilizados como possiveis agentes esquistossomicidas vem aumentando ao longo
dos anos, a exemplo de estudos utilizando extratos de plantas como Baccharis
trimera (OLIVEIRA et al., 2014), epiisopiloturine (GUIMARAES et al., 2015),
curcumina (MORAIS et al.,, 2013) e dos compostos heterociclicos sintéticos a
exemplo do K1177 (ABDULLA et al., 2007), oxadiazodis (SAYED et al 2008) e ftalil-
tiazois (SANTIAGO et al., 2014).

No presente trabalho foram realizados estudos com seis derivados ftalil-
tiazois 0s quais apresentaram expressivo potencial terapéutico contra os vermes de
S. mansoni. A atividade esquistossomicida desta classe de compostos foi
inicialmente descrita por Santiago et al., (2014). Os estudos in vitro com essa classe
de moléculas, demonstraram um indice de mortalidade de 100% depois de 72h de
incubacado da droga aos parasitos (Santiago et al, 2014). Na tentativa de aperfeicoar
a atividade dos derivados ftalil-tiazois quanto ao tempo de atuacdo da droga frente
ao parasito, foram sintetizados novos ftalil-tiaz6is, com substituicdes de radicais no
carbono 4 da molécula de tiazol. Todos os derivados utilizados no estudo possuem a
estrutura quimica semelhante, ftalimida condensada com o anel tiazdlico, se
diferenciando apenas no radical ligado ao carbono 4 do tiazol. Na avaliagdo da
atividade esquistossomicida foi evidenciado que 0s compostos que contém
substituintes mais volumosos como bi-fenil (As-09) e 2-naftil (As-10) causaram 100%

de mortalidade nos parasitos, sendo o composto AS-09 efetivo nas primeiras 24h.
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Os grandes problemas apresentados por farmacos utilizados anteriormente
no tratamento da esquistossomose foram os efeitos toxicos e adversos. Devido a
esse problema, os farmacos deixaram de ser utilizados (KATZ, 2008). O PZQ por
sua vez, se mostrou ser menos toxico que os primeiros fArmacos esquistossomicidas
utilizados na terapéutica. No entanto, o PZQ, ainda apresenta citotoxicidade
elevada, sendo associado a efeitos colaterais (WOELFLE et al., 2011). Por esse
motivo, a avaliacdo da citotoxicidade frente a modelos de células é de suma
importancia no desenvolvimento de novos farmacos para a introducdo na
terapéutica.

A avaliacdo da citotoxicidade dos derivados ftalil-tiazois desse trabalho
mostraram uma vantagem dos compostos AS-09 e AS-10 em relacdo ao PZQ, os
compostos testados foram consideravelmente menos citotoxicos que o PZQ. Outros
estudos envolvendo derivados com o nudcleo da ftalimida também descrevem uma
baixa citotoxicidade dos compostos (COSTA et al., 2015; NAGARAJAN et al., 2013).

Nos resultados da andlise ultraestrutural foi observado que os compostos AS-
09 e AS-10 conseguiram causar danos severos aos parasitos ja nas duas primeiras
horas. No entanto, o composto AS-10 n&o foi capaz de induzir leséo nas fémeas de
S. mansoni na avaliacdo de 2h, apenas apés 22h de incubag&o. Em contrapartida, o
composto AS-09 se mostrou severo para ambos 0s sexos nas primeiras duas horas
e causou uma mortalidade de 100%, dos parasitos coletados no intervalo de tempo
de 22h.

As caracteristicas das lesbes tegumentares causadas pelos compostos AS-09
e AS-10 se mostraram semelhantes, apresentando ulceracdes, descamacgdo e
desintegracdo do tegumento com exposicdo do epitélio subtegumentar, destruicao
dos tubérculos e espiculos, além de presenca de diversas bolhas no tegumento.
Essa similaridade nas lesbes causadas pelos compostos sugere que as duas drogas
podem atuar no mesmo alvo no tegumento. Em outros trabalhos foram observadas
lesbes no tegumento semelhantes as encontradas no tratamento com a mefloquina
(MANNECK et al., 2011); a Baccharis trimera (OLIVEIRA et al., 2014) e aos ftalil-
tiazbis estudados por Santiago et al (2014).

O tegumento cobre toda extensao do S.mansoni e tem um papel-chave para o
sucesso da infecgéo, atuando na protecao contra a resposta imune do hospedeiro
(SHAW et al.,, 1988) e na absorcdo de nutrientes e da sintese de proteinas
(SHUHUA et al., 2000; BERTAO et al., 2012). Portanto, farmacos que atuam sobre 0
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tegumento do S.mansoni se mostram promissores, pois 0 tegumento é de suma
importancia para a sobrevivéncia do parasito.

Baseando-se na efetividade demonstrada pelo composto AS-09, foi realizado
um ensaio com camundongos na fase aguda da esquistossomose mansonica.
Devido a baixa solubilidade em meio aquoso do derivado ftalil-tiazol, foi utilizado o
cremophor EL a 15% a fim de melhorar a biodisponibilidade do composto. Foi
observado que o composto AS-09 se mostrou ativo no tratamento da
esquistossomose mansoOnica tanto por via intraperitoneal quanto por via oral,
obtendo resultados préximos ao PZQ.

O primeiro parametro para avaliacdo da eficacia do tratamento com o
composto AS-09 foi a quantificacdo dos ovos dos parasitos no figado e no intestino
dos camundongos infectados e tratados. Em relacdo a quantidade média de ovos
encontrada no figado, ndo se observou diferenca significativa entre os grupos. No
entanto, a quantidade média de ovos do intestino foi reduzida com o tratamento.
Esse resultado corrobora com o resultado encontrado no teste in vitro, ja que foi
visto que o composto AS-09 mesmo em concentragdes baixas foi capaz de inibir a
oVviposigao.

Os camundongos infectados pelo S. mansoni e tratados com 0s compostos
foram submetidos a eutanasia ap6s 15 dias de administracdo das drogas. Os
resultados obtidos com a contagem de ovos no figado demonstraram que o intervalo
de tempo de 15 dias nao foi suficiente para eliminacdo desses ovos nesse tecido em
nenhum dos compostos testados (AS-09 e PZQ). Tendo em vista que a infecgao
esquistossomoética resulta em uma reacao inflamatdria granulomatosa em resposta a
antigenos dos ovos, verificamos a presenca de granulomas mais exacerbados no
tecido hepético, (CHEEVER et al., 2002; RASO et al., 1978) o que possivelmente,
requer um intervalo maior ao observado para eliminacdo de ovosno tecido. No
entanto a similaridade entre os grupos em relacdo a quantidade de ovos no figado
revela que a infeccao foi semelhante para todos os grupos.

O segundo parametro para avaliacdo do tratamento foi o oograma. Nessa
técnica os ovos encontrados no intestino sdo classificados quanto ao seu estadio de
maturacdo: imaturos viaveis, maduros viaveis e inviaveis. No estudo de Pellegrino e
Katz, 1968, foi realizado o oograma de duzentos camundongos infectados por
S.mansoni, onde foi relatado que em torno de 75% dos ovos encontrados eram

imaturos e em torno de 5% eram inviaveis. Os ovos de S. mansoni no intestino
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levam de seis a sete dias para desenvolverem-se completamente, ou seja, passar do
primeiro estagio para o quinto, quando ha formacdo de um miracidio (ovo maduro).
Os ovos maduros permanecem viaveis no intestino por cerca de doze dias (PRATA,
1957). Portanto, o tratamento € considerado eficaz quando a droga é capaz de
reduzir significativamente o nimero de ovos imaturos e aumentar o nimero de ovos
inviaveis.

Os tratamentos realizados como o composto AS-09 tanto por via
intraperitoneal quanto por via oral, atenderam aos critérios de eficacia de tratamento
descritos por Pelegrino e Katz (1968). No nosso estudo verificamos uma reducao de
66,10% (via intraperitonial) e 50,8% (via oral) de ovos imaturos no oograma € um
aumento do nimero de ovos inviaveis. Essa eficacia foi semelhante a encontrada no
tratamento com o PZQ. No entanto, trés animais do grupo tratado por via
intraperitoneal foram a Obito ap0s o tratamento. Por esse motivo sdo necessarios
estudos para avaliar a toxicidade in vivo do composto AS-09.

O terceiro parametro utilizado para avaliar o tratamento foi a recuperacao de
vermes através da perfusdo do sistema porta hepatico. Nos experimentos realizados
observamos uma diferenca significativa entre os grupos tratados e nao tratados.
Houve uma redugdo de 69.23% no numero de vermes do grupo AS-09
intraperitoneal em relacdo ao controle tratado com o veiculo por via intraperitoneal.
Em relacdo aos tratamentos por via oral foi evidenciada uma reduc¢éo de 85,21% do
grupo tratado com o composto AS-09 e 65,62% do grupo tratado com o PZQ em
relacdo ao grupo controle negativo.

Os tratamentos realizados com o composto AS-09 tiveram eficacia
semelhante ao PZQ, porém a taxa de reducdo demonstrada pelo PZQ em nosso
trabalho (65,62%) foi abaixo do que é descrito na literatura, que € de 95% (XIAO et
al., 1999). No entanto, essa reducédo da eficacia do PZQ j& foi observada no estudo
de Keiser et al., (2010), onde foi observada uma reducao de apenas 17,8% do total
de vermes, utilizando uma dose de 100mg/kg. Em um estudo clinico realizado no
interior da Bahia também foi relatada uma baixa eficacia do tratamento com o PZQ
(BLANTON et al, 2011). Vale ressaltar que o PZQ utilizado no estudo foi
disponibilizado pelo Hospital das clinicas de Pernambuco (HC-PE).

No estudo foi visto que a classe de ftalil-tiaz6is avaliada se mostrou ativa
contra 0 verme adulto do S.mansoni. Os seis compostos foram capazes de causar

alteracbes na motilidade e na oviposicdo dos vermes. No entanto foi evidenciado
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que os radicais mais volumosos (bi-fenil, naftil) foram capazes de conferir aos ftalil-
tiaz0is uma maior efetividade e ao mesmo tempo uma menor citotoxicidade em

células de mamiferos.
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8. CONCLUSOES

As avaliacOes feitas até o0 momento por esse estudo revelaram que o0s
derivados ftalil-tiaz6is com substituintes mais volumosos conferiram uma baixa
citotoxicidade para as moléculas e uma elevada eficacia no tratamento da
esquistossomose.

Foi evidenciado também que os compostos AS-08, AS-09 e AS-10 foram mais
efetivos que os outros derivados ftalil-tiazois avaliados em estudos anteriores,
causando 100% de mortalidade nos parasitos, além de reduzir a motilidade, causar
lesBes no tegumento e inibir completamente a oviposicao.

Os compostos AS-09 e AS-10 foram capazes de induzir lesdes similares no
tegumento dos vermes, sugerindo que as drogas podem atuar no mesmo alvo.

O derivado AS-09 se mostrou eficaz no tratamento tanto por via
intraperitoneal como por via oral, obtendo resultados semelhantes ao praziquantel.
No entanto ainda sdo necessarios estudos mais detalhados para avaliar a toxicidade
in vivo.

Os resultados obtidos no presente estudo deram origem a um projeto de
patente, encaminhado para o setor de notificagdo de patente do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ.

Esses resultados configuram o derivado AS-09 como um promissor candidato
a farmaco esquistossomicida e, portanto, sdo necessérios ensaios mais detalhados
afim de encontrar a melhor dose efetiva do composto AS-09 além de sua toxicidade

aguda, para que o qualifigue para um posterior ensaio clinico.
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APENDICE A - Dados Espectroscopicos

2-(4-feniltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-02)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 194-1960C; Rend.:
0.62 g (65%); Rf: 0.60 (Hexano / Acetato de etila 1:1).

PM (C17H11N302S): 321,35 g/mol.

Andlise Elementar para C17H11N302S: Tedrico: C, 63.54; H, 3.45; N, 13.08; S,
9.98. Calculado: C, 62.08; H, 3.41; N, 12.98; S, 9.71.

IV (KBr), principais sinais: 3123.66 (NH), 1742.23 (C=0) cm-1

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): 6 7.231-7.268 (t, 1H, Ar), 7.313-7.331 (t, 2H, Ar),
7.376 (s, 1H, tiazol), 7.689 e 7.708 (d, 2H, Ar), 7.949-8.023 (m, 4H, Ar), 10.652 (s,
1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 104.769 (C-H, tiazol), 123.814 (C-H,
Ar), 125.541 (C-H, Ar), 127.710 (C-H, Ar), 128.570 (C-H, Ar), 129.321 (C, Ar),
133.983 (C, Ar), 135.370 (C-H, Ar), 149.915 (C, tiazol), 165.498 (C=0), 167.582 (S-
C=N, tiazol).
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2-(4-p-toluiltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-03)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 214-2160C; Rend.:
0.36 g (37%); Rf: 0.65 (Hexano / Acetato de etila 1:1).

PM (C18H13N302S): 335,38 g/mol.

Andlise Elementar para C18H13N302S: Tedrico: C, 64.46; H, 3.91; N, 12.53; S,
9.56. Calculado: C, 63.17; H, 3.81; N, 12.18; S, 9.17.

IV (KBr), principais sinais: 3117.64 (NH), 1738.51 (C=0) cm-1

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): 6 2.263 (s, 3H, CH3), 7.128 e 7.145 (d, 2H, Ar),
7.297 (s, 1H, tiazol), 7.580 e 7.597 (d, 2H, Ar), 7.970-8.003 (m, 4H, Ar), 10.405 (s,
1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 20.803 (CH3), 103.862 (C-H, tiazol),
123.86 (C-H, Ar), 125.518 (CH, Ar), 129.166 (C-H, Ar), 129.336 (C, Ar), 131.389 (C,
Ar), 135.416 (C, Ar), 137.050 (C, Ar), 150.171 (C, tiazol), 165.560 (C=0), 167.543
(S-C=N, tiazol).
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2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-04)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 215-2180C; Rend.:
0.72g (72%); Rf: 0.53 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C18H13N303S): 351,38 g/mol.

Andlise Elementar para C18H13N303S: Tedrico: C, 61.53; H, 3.73; N, 11.96; S,
9.13.
Calculado: C, 58.88; H, 3.87; N, 11.38; S, 8.77.

IV (KBr), principais sinais: 3232.68 (NH), 1748.64 (C=0) cm-1

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): & 1.025 (s, 3H, CH3), 6.876 e 6.905 (d, 2H, Ar),
7.203 (s, 1H, tiazol), 7.601 e 7.630 (d, 2H, Ar), 7.942 — 8.022 (m, 4H, Ar), 10.723 (s,
1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 25.528 (CH3), 102.721 (C-H, tiazol),
114.007 (C-H, Ar), 123.897 (CH, Ar), 126.705 (C, Ar), 127.010 (C-H, Ar), 129.383 (C,
Ar), 135.416 (C-H, Ar), 149.490 (C, tiazol), 158.576 (C-O, Ar), 165.576 (C=0),
167.621(S-C=N, tiazol).
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2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-08)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 239-240 oC; Rend.: 0.43 g
(41%); Rf: 0.45 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C17H10N404S): 366,35 g/mol.

Andlise Elementar para C17H10N404S: Tedrico: C, 55.73; H, 2.75; N, 15.29; S,
8,75. Calculado: C, 54.40; H, 2.87; N, 15.23; S, 9.11.

IV (KBr), principais sinais: 3309.85 (NH), 1724.82 (C=0) cm-1

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): & 7.773 (s, 1H, tiazol), 7.950-7.98 (m, 4H, Ar),
8.010 e 8.032 (d, 2H, Ar), 8.196 e 8.218 (d, 2H, Ar), 10.543 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 109.625 (C-H, tiazol), 123.899 (C-H,
Ar), 124.116 (C-H, Ar), 126.416 (C-H, Ar), 129.305 (C-N, Ar), 135.416 (C-H, Ar),
139.955 (C, Ar), 146.329 (C, Ar), 147.948 (C, tiazol), 165.382 (C=0), 168.047 (S-
C=N, tiazol).
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2-(4-(bifenil-4-il)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-09)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 240-2410C; Rend.:
0.52g (46%); Rf: 0.65 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C23H15N302S): 397,45 g/mol.

Andlise Elementar para C23H15N302S: Tedrico: C, 69.50; H, 3.80; N, 10.57; S,
8.07. Calculado: C, 66.81; H, 3.98; N, 10.48; S, 7.95.

IV (KBr), principais sinais: 3324.67 (NH), 1660.10 (C=0) cm-1

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): & 7.354 (s, 1H, tiazol), 7.450 — 7.500 (t, 1H, Ar),
7.579 — 7.679 (m, 4H, Ar), 7.705 — 7.734 (d, 2H, Ar), 7.765 — 7.871 (m, 4H, Ar), 7.941
—7.970 (d, 2H, Ar), 10.648 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 103.408 (C-H, tiazol), 126.514 (C-H,
Ar), 126.850 (C-H, Ar), 127.483 (C-H, Ar), 127.987 (C-H, Ar), 128.986 (C-H, Ar),
130.078 (C-H, Ar), 131.535 (C-H, Ar), 133.878 (C, Ar), 136.137 (C-H, Ar), 138.998
(C, Ar), 139.693 (C, Ar), 150.208 (C, tiazol), 167.591 (C=0), 168.285 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(naftalen-2-il)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-10)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 225-227 oC; Rend.:
0.50 g (47%); Rf: 0.50 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C21H13N302S): 371,41 g/mol.

Analise Elementar para C21H13N302S: Tedrico: C, 67.91; H, 3.53; N, 11.31; S,
8.63. Calculado: C, 64.89; H, 3.48; N, 11.45; S, 8.26.

IV (KBr), principais sinais: 3169.87 (NH), 1743.89 (C=0) cm-1

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): & 7.474 (t, 2H, Ar), 7.533 (s, 1H, tiazol), 7.854 e
7.883 (d, 4H, Ar), 7.990-8.077 (m, 4H, Ar), 8.226 (s, 1H, Ar), 10.479 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6): & 105.504 (C-H, tiazol), 123.891 (C-H,
Ar), 124.178 (C-H, Ar), 126.091 (C-H, Ar), 126.447 (C-H, Ar), 127.144 (C-H, Ar),
127.555 (C-H, Ar), 128.074 (C-H, Ar), 128.151 (C-H, Ar), 129.344 (C, Ar), 131.513
(C, Ar), 132.458 (C, Ar), 132.969 (C, Ar), 135.432 (CH, Ar), 150.062 (C, tiazol),
165.576 (C=0), 167.961 (S-C=N, tiazol).
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ANEXO A — Parecer da CEUA




