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RESUMO

A esquistossomose, doenga causada por trematdédeos do género Schistosoma,
parasitas responsaveis por quadros patolégicos debilitantes, atinge 200 milhdes
de pessoas e expde outras 600 milhdes em situagao de risco. A quimioterapia
representa a unica ferramenta para os individuos acometidos por esses parasitas,
restringindo-se atualmente ao praziquantel e ao oxaminiquine. Apesar da eficacia
dessas drogas, os indices de prevaléncia da doenga véem sendo mantidos ha
décadas devido a fatores socio-econdémicos e a ocorréncia de resisténcia dos
schistosomas as drogas. Faz-se necessario, portanto, medidas urgentes e
efetivas que conduzam energicamente a pesquisa de novas drogas. Utilizando
conceitos fundamentais da Quimica Medicinal, propomos neste trabalho a
executar um programa estratégico de acbes cientificas e tecnoldgicas para
contribuirmos, na introdugdo de novos agentes esquistossomicidas
imidazolidinicos, mediante a sintese e avaliacdo da susceptibilidade de vermes
adultos de Schistosoma mansoni mantidos in vitro. Os resultados obtidos
demonstraram que os compostos estudados causaram efeitos nos vermes,
alterando sobretudo a viabilidade, motilidade, pareamento e integridade do
tegumento. Os compostos FZ-4, JT-59 e JT-62 foram os mais ativos, causando
100% de mortalidade dos vermes ao final do periodo de tratamento. Em geral, os
vermes fémeas mostraram-se mais sensiveis que os machos frente a todos
compostos ensaiados. Vesiculas, colapso de tubérculos e descamacgdes
constituiram as alteragcbes mais freqluentes observadas no tegumento dos
schistosomas tratados. O efeito do carbacol, abolindo a motilidade dos vermes
provocada por FZ-4, sugere uma agao em receptores colinérgicos. O sistema
neuromuscular do Schistosoma, pelas caracteristicas farmacologicas unicas
apresentadas, pode ser usado como alvo para ataque de agentes

esquistossomicidas.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease caused by flatworms belonging to the genus
Schistosoma, responsible for debilitating pathological pictures. It is estimated that
about 200 million people in the world are currently affected and displays others
600 million at risk situation. The chemotherapy is the major tool for the control of
schistosomiasis, restrict to praziquantel and oxaminiquine. Despite the
effectiveness of these drugs, the prevalence indices of the illness have being kept
during decades, due to economic factors and the occurrence of drug resistant
schistosomes. It becomes necessary, therefore, urgent and effective measured
towards the research of new drugs. Using basic concepts of Medicinal Chemistry,
we intend in this work to execute strategical program of scientific and technological
actions in order to contribute, through the synthesis and evaluation of the
susceptibility of Schistosoma mansoni adult worms in vitro, to new imidazolidinic
antischistosomal agents. Results had demonstrated that these compounds had
effect in the worms, modifying the viability, motility, pairing and also integrity of the
tegument. The compounds FZ-4, JT-59 and JT-62 had been most active, causing
100% of mortality of the worm at the end of the treatment period. In general, the
female worms are more sensible than the males to all assayed compounds.
Vesicles, collapse of tubercles and peeling are the most frequent observed
alterations in the tegument of schistosome. The effect of carbacol, abolishing the
motility of the worms caused by FZ-4, suggests action in cholinergic receptors.
The neuromuscular system of the schistosome, due to its pharmacological

characteristics, can be used as attack target of antischistosomal agents.
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INTRODUGAO



1- INTRODUGAO

Nos paises menos desenvolvidos, as faltas de saneamento basico e de
educacao sanitaria inserem os individuos de baixa renda no ciclo Pobreza-
Doencga, condenando esta parcela da populagdo a uma vida sem perspectivas
pois, aquela que deveria ser a sua maior riqueza, a saude, encontra-se fragilizada
e, na maioria das vezes, vencida por seres parasitas que |hes espoliam
silenciosamente.

Como solucdo imediata para aqueles que padecem com as doencgas
parasitarias, tem-se o tratamento com agentes quimioterapicos, cujo progresso
atingiu elevados patamares de eficacia, tolerabilidade e destaque como a principal
ferramenta de controle.

Nesse contexto, encontra-se a esquistossomose, doenca causada por
trematdédeos do género Schistosoma, parasitas responsaveis por quadros
patologicos debilitantes, e que utilizam o meio aquatico como ambiente para
evolucdo das formas intermediarias infectantes.

A intervengao quimioterapica recomendada pela Organizagcdo Mundial de
Saude (OMS) para a esquistossomose esta representada pelo praziquantel, droga
de primeira escolha no tratamento da doenga, quando provocada por todas as
espécies de Schistosoma, e pelo oxamniquine, farmaco de segunda escolha, mas
indicado apenas nas infecgdes provocadas pelo S. mansoni. Portanto, o
praziquantel apresenta-se hoje como a principal ferramenta para controle da
doencga. Apesar de sua eficacia, os indices de prevaléncia da esquistossomose
véem sendo mantidos ha décadas, atingindo 200 milhdes de pessoas e expondo
outras 600 milhdes em situagao de risco. A resposta a este efeito paradoxal é
atribuida a dois fatores predominantes: primeiro, o desenvolvimento hidrico de
certas areas endémicas, sobretudo na Africa, continente responsavel por 80% dos
indices de prevaléncia; o segundo fator corresponde a migracdo de pessoas
infectadas, as quais sdo responsabilizadas pela expansao geografica da doenga,

favorecendo, ndo s6 a sua manutencao, mas também o aparecimento de focos



urbanos, perfil que vem caracterizando a esquistossomose mansénica aguda no
Brasil.

Somado aos fatores socio-econdmicos tem-se o surgimento de cepas de
Schistosoma praziquantel-resistentes, fruto de uma constante pressado da droga
em tratamentos clinicos e profilaticos.

Desta forma, inevitavelmente, a esquistossomose aproxima-se cada vez
mais de um estado de descontrole, deparando-se com a necessidade de medidas
urgentes e efetivas, conduzidas energicamente na busca de novas drogas, as
quais constituem, na atualidade, uma necessidade imperiosa, estando franca e
abertamente denunciada pela comunidade cientifica e pelos 6rgaos
governamentais e ndo-governamentais do mundo inteiro envolvidos com o
problema.

O reconhecimento desta alarmante situagao foi recentemente divulgado
pela OMS mediante chamadas para apoio a projetos de pesquisa que
contemplassem a sintese e avaliagdo bioldgica de novos compostos com agéo
sobre o Schistosoma.

Sensibilizados por esta problematica, utilizando conceitos fundamentais de
Quimica Medicinal, nos propomos neste trabalho a executar um programa
estratégico de agdes cientificas e tecnologicas para contribuirmos na introdugéo
de novos agentes esquistossomicidas.

Para tal, foi implantado no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), um conjunto de técnicas destinadas a avaliacdo da susceptibilidade in
vitro de vermes adultos de S. mansoni frente as drogas, pelas quais s&o avaliados
determinados paradmetros tais como mortalidade, oviposicdo, pareamento,
motilidade e alteracbes morfolégicas.

Conforme  descrito neste trabalho, nosso objetivo consiste,
especificamente, na sintese de moléculas heterociclicas pentagonais
imidazolidinicas e avaliacdo dos efeitos bioldgicos provocados em vermes adultos
de S. mansoni, tais moléculas possuem analogia ao niridazol, protétipo da série
imidazolidinona, que ja foi utilizado no tratamento da esquistossomose.

Inicialmente, para um melhor entendimento da doenga em termos de
patogenia, diagndstico e controle, e também do estagio atual e perspectivas da

quimioterapia utilizada, faz-se necessario uma abordagem adequada sobre



distribuicao geografica e os dados epidemioldgicos, assim como as caracteristicas
biolégicas do S. mansoni.

Em seguida apresentamos, na forma de capitulos, os resultados obtidos
até o presente e publicados ou submetidos em revistas especializadas da area. O
primeiro capitulo apresenta os resultados referentes a sintese, as propriedades
fisico-quimicas e a atividade esquistossomicida in vitro de novas moléculas da
série 3-benzil-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona.

Nos segundo, terceiro e quarto capitulos encontram-se resultados relativos
a susceptibilidade dos parasitas frente a analogos estruturais imidazolidinénicos
que apresentam diferentes substituintes, ndo apenas nos anéis benzilideno e
benzil, mas também no anel heterociclico pentagonal.

No quinto capitulo demonstramos alteracdes ultraestruturais ocorridas no
tegumento de vermes adultos de S. mansoni apds 24 horas de tratamento com
derivados imidazolidinénicos bioativos.

Em funcéo dos efeitos de alguns derivados sobre a motilidade dos vermes
de S. mansoni, causando em geral excitacdo, e diante do conhecimento da
participacao de receptores de neurotransmissores como alvo para agao de drogas
antiparasitarias, propomos, no sexto capitulo, uma investigagao sobre a atividade
anticolinérgica do composto 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona (FZ-4), de modo a contribuir para o esclarecimento do

mecanismo de ag¢ao das moléculas estudadas para atividade esquistossomicida.

Finalmente, nos anexos, registramos os protocolos experimentais
devidamente detalhados dos métodos quimicos e bioldgicos utilizados neste
trabalho, assim como os espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio, de massas e de infravermelho que comprovaram as estruturas das
novas drogas sintetizadas. Adicionalmente, registramos a divulgacdo do nosso
trabalho mediante apresentacdo oral e de pdsteres e, também, a publicagdo de

resumos em congressos, encontros e reunides cientificas.
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2- ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

2.1- Distribuicdo Geografica e Dados Epidemiologicos

A esquistossomose, também denominada bilharziose, € uma doenga
produzida por trematdédeos do género Schistosoma que para o homem, possuem
como principais agentes etioldgicos as espécies S. mansoni, S. haematobium, S.
japonicum, S. intercalatum e S. mekongi. Estas espécies tém diferentes
distribuicbes geograficas, apresentando caracteristicas morfofisioldgicas
peculiares. Cada uma possui variedades regionais, marcadas por diferengas em
sua infectividade para determinadas espécies ou linhagens de moluscos vetores.
A gravidade que assume a doenca em muitos casos e o déficit organico que
produz fazem da esquistossomose, depois da malaria, a segunda mais importante
doenca tropical em termos de saude publica.

A esquistossomose esta distribuida em varias partes do mundo. O S.
haematobium é encontrado em 53 paises do Oriente Médio e da Africa, incluindo
as ilhas Madagascar e Mauricio. Existe também um foco definido de S.
haematobium na india. O S. mansoni foi recentemente introduzido em Mauritania,
Senegal e Somalia, sendo agora encontrado em 54 paises incluindo a Peninsula
Arabica, Egito, Libia, Sud&o, Africa Sub-Saariana, Brasil, algumas ilhas do Caribe,
Suriname e Venezuela. O S. intercalatum é relatado em 10 paises do cinturdo da
floresta tropical da Africa Central. O S. japonicum é endémico na China, Indonésia
e Filipinas, tendo sido registrado na Tailandia. O S. mekongi é encontrado no
Camboja e Laos (WHO,1998).

No Brasil, a esquistossomose apresenta ampla distribuicdo (Figura 1). As
areas endémicas importantes estdo compreendidas em uma faixa que abrange as
regides orientais do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco (Zonas do Litoral
e Mata, do Agreste e do Brejo), a quase totalidade dos estados de Alagoas e
Sergipe, grande parte da Bahia e de Minas Gerais, e a Zona Serrana do Espirito
Santo. Focos isolados da doencga ja foram assinalados nos estados acima, fora

das areas de maior prevaléncia, bem como em outros estados, tais como: Para,



Maranhao, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goias, Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul (Rey, 2001).

AREAS
Bl média e alta endemicidade
[ baixa endemicidade

[ indene

@ loco

Figura 1- Distribuicdo geografica da esquistossomose mansoni no Brasil,
(segundo Rey 2001)

Apesar do progresso alcangado no controle, sobretudo com a
quimioterapia, a doenga ainda permanece endémica em 76 paises em
desenvolvimento. Estima-se que no Brasil mais de 8 milhdes de pessoas estejam
infectadas (WHO, 1998; Katz e Peixoto, 2000).

Nos ultimos 50 anos a distribuicdo da esquistossomose apresentou
algumas mudancas em fungdo de medidas de controle, alcangando bons
resultados na Asia, nas Américas, no Norte da Africa e no Oriente Médio. No
Japao e em algumas ilhas das Antilhas a esquistossomose foi erradicada. Na
Tunisia foi estacionada e € muito baixa no Marrocos, Filipinas, Arabia Saudita e
Venezuela (Tanaka e Tsuiji, 1997; WHO, 1998). Por outro lado, ha locais em que a
implementagao inadequada do conjunto de medidas de controle, ou mesmo sua
inexisténcia, somados ao crescimento constante da populagdo das areas
endémicas, sdo responsaveis pela manutengdo dos indices estatisticos da
doencga. Adicionalmente, projetos hidricos em areas endémicas, muitas vezes,
agravam o problema. Como exemplos, temos a constru¢cdo de diques
responsaveis por introduzir a esquistossomose urinaria em novas areas em

Camardes, Costa do Marfim, Gana, Mali, Namibia, Senegal e Suddo. Como



também a esquistossomose mansoni no Ghana, Mali, Uganda e Senegal (WHO,
1998).

No Brasil a esquistossomose urbana esta tragando um novo perfil de
distribuicdo da doenga em resposta ao comportamento de migragéo populacional
rural para areas urbanas. No Nordeste do Brasil, tal comportamento vem sendo
registrado na Regido Metropolitana do Recife, imposta por uma mudanga na
industria agro-agucareira, a qual vem promovendo o deslocamento de
trabalhadores para a periferia das grandes cidades, onde nio existe condicbes
basicas de saneamento e moradia, favorecendo o surgimento de focos urbanos
como os ja registrados em Sao Lourenco da Mata e na llha de Itamaraca
(Ximenes et al., 2000; Barbosa, et al., 2000).

2.2- Caracteristicas Biologicas dos Vermes Adultos

Entre as cinco espécies que infectam o homem, nos deteremos no S.
mansoni, sobretudo por ser a espécie que acomete o povo brasileiro e, também,
aquela cuja susceptibilidade frente a novas drogas imidazolidinonas esta sendo

analisada neste trabalho.

2.2.1- Morfologia

Os schistosomas sdo helmintos didicos e, em termos evolucionarios, os
representantes dos metazoas a desenvolverem mais precocemente sexos
separados (Popiel, 1986).

Os vermes adultos machos de S. mansoni medem entre 0,6 e 1,2cm de
comprimento e as fémeas entre 1,2 e 1,6cm. Sao providos de ventosas, principais
caracteristicas dos trematdédeos. Na extremidade anterior encontra-se uma
ventosa oral e, a pequena distadncia desta, a ventosa ventral, também
denominada acetdbulo. O aparelho digestivo tem inicio com a ventosa oral
através do eséfago. Na altura do acetabulo, o tubo digestivo se bifurca e, quando

alcanca o terco médio do corpo, reune-se em um ceco. O macho, de cor branca,



apresenta um corpo achatado no sentido dorso-ventral da extremidade, o qual se
enrola longitudinalmente formando uma fenda, conhecida como canal ginecoéforo,

cuja finalidade esta em albergar a fémea e fecunda-la (Figura 2).

Figura 2- Casal de Schistosoma mansoni em copula

O aparelho genital masculino é formado por seis a oito massas testiculares
pequenas, localizadas por tras do acetabulo, unidas por pequenos canais
eferentes, a um canal deferente unico, o qual forma a vesicula seminal, que se
abre no inicio do canal ginecoforo, ndo havendo 6rgao copulador.

O verme fémea tem o corpo cilindrico, mais longo e mais fino que o macho.
Na metade anterior do corpo, seguindo o acetabulo, tem-se a vulva, depois o
utero e o ovario, e na metade posterior encontra-se a glandula vitelogénica e o
ceco (Malagueno e Santana, 1994).

O tegumento que envolve a superficie externa do verme é constituido de
uma membrana heptalaminar, constituida de pregas ligadas aos canais tubulares,
provavelmente implicadas na absorcao dos nutrientes. As ventosas oral e ventral
do S. mansoni sao densamente cobertas com espinhos, também chamados
espiculos. Os vermes machos apresentam numerosos tubérculos repletos de
espinhos em sua superficie. Tais tubérculos estdo ausentes no canal ginecéforo e
também nas fémeas. As fémeas tém um corpo liso, mas apresentam muitos
espinhos na porgéao posterior final € na por¢ao anterior. Também sao verificados a
presenca de papilas sensoriais distribuidas no tegumento dos vermes (Miller et

al., 1972). Os espinhos s&o constituidos de actina cristalina, cuja base esta sobre



a membrana basal do epitélio sincicial e seus apices projetam-se acima da
superficie, mas geralmente estdo revestidos pela membrana plasmatica externa
(Cohen, 1982; Coles, 1984; Schmidt e Roberts, 1989).

A superficie do verme adulto de S. mansoni é constituida por um epitélio
sincicial anucleado, conectado através de microtubulos com as conexdes
citoplasmaticas e os corpos nucleares subjacentes a cadeia de fibras musculares.
Os maiores corpos de inclusdes do epitélio sincicial, os corpos discoides e corpos
multilamelares, ocorrem nas células subsinciciais, onde parecem estar envolvidos
com a formagdo da membrana plasmatica apical e do envelope subjacente,
componentes que formam um complexo de dupla membrana que recobre o
sincicio (McLaren e Hockley, 1977).

O processo de sintese e reparo da membrana plasmatica apical e do
envelope subjacente sao considerados a principal adaptagcao de protecao dos
vermes, em resposta aos danos causados pelos componentes imunes do
hospedeiro (Bentley et al., 1981; Capron et al.,1982). Zhou e Podesta (1989)
verificaram o efeito da serotonina e do componente Cjs, da cascata de
complemento em estimular a sintese e o “turnover’” da membrana plasmatica

apical e do envelope, respectivamente.

2.2.2- Ciclo Biolégico

O S. mansoni desenvolve um ciclo evolutivo do tipo heteroxénico, com
passagem de formas evolutivas em dois hospedeiros: um definitivo, o homem ou
alguns vertebrados, onde se processa a reprodugdao sexuada, e outro, o
hospedeiro intermediario, moluscos do género Biomphalaria, no qual se observa a
reprodugao assexuada. O meio aquatico € um ambiente obrigatorio na evolugao
do parasito e onde sao encontradas as formas infectantes para ambos os
hospedeiros (Pess6a e Martins, 1977).

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni sao moluscos pulmonados
de agua doce, hermafroditas, pertencentes a familia Planorbidae, caracterizada
por ter a concha enrolada em espiral plana e, por essa razdo, conhecidos por

planorbideos. Das varias espécies de moluscos existentes em nosso meio e

10



capazes de se infectarem com o S. mansoni, trés sao encontrados com maior
freqUéncia: B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila. Estes planorbideos criam-
se e vivem em cole¢des aquaticas onde ha pouca correnteza, alimentando-se da
vegetacdo aquatica, algas e restos de vegetais mortos. A partir de 30 dias de
idade, o molusco atinge a maturidade sexual e ovipde. Os ovos sdo contidos em
massas gelatinosas denominadas desovas, as quais podem conter até mais de
100 unidades (Malaguefio e Santana, 1994).

No hospedeiro definitivo, os vermes adultos de S. mansoni habitam o
sistema porta-hepatico. Os schistosomas adultos acasalam-se antes da
maturacao reprodutiva da fémea, permanecendo nestas condi¢cdes pelo resto da
vida. O completo crescimento da fémea, a morfogénese reprodutiva, e a
manutencdo da respectiva fungdo reprodutiva, estda na dependéncia desta
associagao. O pareamento é também um pré-requisito para migracéo dos vermes
da veia porta-hepatica para as veias mesentéricas (Popiel, 1986).

Na veia mesentérica inferior, principalmente ao nivel da parede intestinal
do plexo hemorroidario superior, ocorre a postura dos ovos. Cada fémea, com
idade de até dois anos, poe cerca de 400 ovos por dia. Os ovos sdo postos na
submucosa intestinal. Neste momento, eles s&o imaturos e gradativamente
atingem a maturidade, a medida que o saco embrionario evolui para dar origem
ao miracidio, larva ovalada ciliada, que caracteriza o ovo maduro (Coelho, 1970).
Durante o processo de maturagdo, os ovos avancam em dire¢cao a luz intestinal
em um periodo que perdura, de um minino de seis, a um maximo de vinte dias.

Os ovos maduros que nao alcangam a luz intestinal sofrem com a morte
dos miracidios, podendo ficar presos na mucosa intestinal. Como a postura nem
sempre se da na intimidade da mucosa do intestino, muitos ovos sao arrastados
através da corrente sanglinea para o figado e o bago, iniciando assim o processo
inflamatorio granulomatoso nesses 6rgédos. Aqueles que galgam até a luz do
intestino, chegam ao exterior junto com o bolo fecal. Quando em contato com o
meio aquatico, e estimulados por fatores ambientais, como temperatura em torno
de 28°C, luminosidade solar intensa e oxigenagao da agua, os ovos libertam o
miracidio (Standen, 1952).

Os miracidios nadam ativamente em busca de hospedeiros intermediarios,

nestes transformam-se em esporocistos de primeiro estadio, os quais por
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reproducao assexuada dardao de 150 a 200 esporocistos secundarios, que migram
para as glandulas digestivas e ovoteste, originam numerosas larvas denominadas
cercarias. Apés um més de infecgcdo do molusco, por este processo de expansao
clonal, cerca de 100.000 cercarias sao produzidas originarias de um unico
miracidio. A emergéncia das cercarias ocorre sob efeito da temperatura e
luminosidade. Desta forma, nas horas mais quentes e mais luminosas do dia se
verificam picos mais elevados de liberagao cercariana. As cercarias vivem por até
48 horas, apresentando maior atividade nas primeiras 8 horas de vida. As
cercarias nadam ativamente e quando alcangam a pele do homem, fixam-se de
preferéncia nos foliculos pilosos apoiando-se pela ventosa oral. Em seguida,
através de acgao litica das glandulas de penetracdo e acdo mecéanica em fungéo
de movimentos vibratdrios intensos, promovem a penetracdo do corpo cercariano
€ a concomitante perda da cauda.

Apos a penetragao, as larvas resultantes, denominadas esquistossémulos,
migram pelo tecido subcutaneo e penetram na circulagdo sanguinea, havendo
também a possibilidade de migragdo por via linfatica. Os esquistossbmulos se
dirigem para o sistema porta-hepatico, local onde se desenvolvem,
transformando-se em vermes adultos 30 dias apds a penetragdo. Dai migram,
acasalados, para o territério da veia mesentérica inferior onde fardo oviposigéo.
Os primeiros ovos sdo vistos nas fezes em torno de 40 dias apds a infecgao do

hospedeiro. Desta forma, resumidamente, esta instalada a doenga (Rey, 2001).

2.2.3.- Neurotransmissores

O sistema nervoso dos platelmintos, ou vermes chatos, trematédeos e
cestodeos, aos quais pertencem as espécies do género Schistosoma, apresenta
dois principais interesses. Um deles € a sua posigdo evolucionaria unica e,
mediante seu conhecimento, pode fornecer informagdes Uuteis para o
entendimento dos sistemas nervosos em geral. O segundo aspecto, de interesse
quimico-medicinal, concerne ao controle, e mesmo a erradicagao, das doencgas

parasitarias através da pesquisa de novos quimioterapicos que atuem em
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receptores especificos do sistema nervoso dos vermes, com um minimo de efeito
colateral para o hospedeiro (Halton e Gustafsson, 1996).

O sistema nervoso do S. mansoni tem recebido muita ateng&o nas ultimas
décadas, sobretudo pelo fato de representar um ponto de ataque para novas
drogas. Existem atualmente razoaveis evidéncias sugerindo que a b5-
hidroxitriptamina (5-HT) funciona como neurotransmissor excitatorio, causando
aumento da atividade motora desse parasita (Bennett et al., 1969; Hillman e
Senft, 1973). A acetilcolina, por outro lado, é atribuida uma fungdo de
neurotransmissor inibitério, causando paralisia flacida (Barker et al., 1966;
Fetterer et al., 1977). As catecolaminas tém sido relatadas como
neurotransmissores inibitérios, mas seu papel especifico em S. mansoni ainda
permanece incerto (Bennett e Bueding, 1971; Hillman e Senft, 1973)

Um importante trabalho desenvolvido por Mellin e colaboradores (Mellin et
al., 1983) demonstrou que a atividade motora de vermes adultos de S. mansoni
era fortemente estimulada pela 5-HT a 0,1mM. Este efeito ocorreu imediatamente
apés a aplicacdo da 5-HT ao meio, mas diminuiu com o tempo e em
concentragdes mais altas. Observaram também que agentes bloqueadores, como
a metergolina e a cipro-heptadina, produzem uma inibicdo da atividade motora
produzida pela 5-HT.

Ndo apenas a acetilcolina, mas também os agentes colinomiméticos
arecolina e carbacol produzem paralisia flacida em vermes adultos machos e
fémeas de S. mansoni mantidos in vitro. Mellin e colaboradores (1983) mostraram
que a atividade elétrica extracelular deste parasita cessa imediatamente apos
tratamento com 0,1mM de carbacol, mesmo na presenca de uma concentragao
estimulante de 5-HT.

As diferencas estruturais e funcionais do sistema nervoso do S. mansoni
sdo exploradas nas drogas de reconhecida atividade antiparasitaria, como o
metrifonato, cuja atividade esquistossomicida, provocando paralisia flacida nos
vermes, qualitativamente similar aquela provocada pelo carbacol e arecolina, é
atribuida a sua agao inibidora da enzima acetilcolinesterase, pioneiramente
demonstrado por Bueding (1952) e posteriormente por Barker e colaboradores
(1966).
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Os esquistossomicidas hicantone e oxamniquine, produtos do metabolismo
oxidativo do pro-farmaco lucantone, como esperado, uma vez que possuem
estruturas quimicas similares (Figura 3), apresentam mesmo mecanismo de agéao.
A diferenga entre a estrutura quimica do lucantone e do hicantone consiste
apenas na presenca do grupo hidroximetil nesta ultima em lugar do metil no
lucantone.

Observa-se que a estrutura quimica do oxamniquine e do hicantone
consistem, em relagdo ao grupo hidroximetil presente em ambas, de uma cadeia
lateral dialquilamino-etilamina em posig¢ao para € de um grupo nitro (oxamniquine)
e do enxofre (hicantone) em posicdo orto. Ambas as drogas sao ativas em
infecgbes provocadas pelo S. mansoni, mas ineficazes em S. japonicum; também
mostram-se mais ativas nos vermes machos do que nos fémeas e baixa atividade
em formas imaturas (Cioli et al., 1995).

Devido ao aumento de motilidade de vermes adultos de S. mansoni
mantidos in vifro em presenga de baixas concentracbes de hicantone e
oxamniquine, Hillman e colaboradores (1975, 1978) sugeriram um efeito
anticolinérgico desses farmacos. Em adig¢ao, o hicantone pode também bloquear
a paralisia provocada pelo carbacol (Hillman e Gibler, 1975).

Posteriormente, um trabalho desenvolvido por Pica-Mattoccia e Cioli (1986)
demonstrou que a atividade esquistossomicida do hicantone, embora atuando em
receptores da acetilcolina, ndo era atribuido apenas ao seu efeito anticolinérgico.

Atualmente existem fortes evidéncias de que o mecanismo de agao do
hicantone e do oxamniquine esteja relacionado com a inibi¢do irreversivel da
sintese de acidos nucleicos de schistosomas sensiveis (Cioli et al., 1995),

conforme sugerido inicialmente por Neame e colaboradores (1978).

2.3- Patogenia

As lesbes que ocorrem no organismo parasitado pelo S. mansoni sao

decorrentes, tanto da agresséo direta do parasito ou de seus elementos, quanto

da resposta do hospedeiro a tais agressdes (Prata, 1996). Adicionalmente, a

intensidade do processo patolégico no organismo do hospedeiro varia
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consideravelmente de acordo com uma série de circunstancias, tais como a
linhagem do parasito, a carga parasitaria infectante, a freqiéncia com que
ocorrem as infecgbes, a idade, o estado nutricional e a resposta imunoldgica do
hospedeiro, a carga parasitaria acumulada ao longo dos anos e a duragao da
infeccdo. Entre estes, a carga parasitaria e a resposta imunologica sao
considerados os fatores mais importantes (Rey, 2001).

As alteragbes patoldgicas no hospedeiro s&o estabelecidas a medida em
que se da a evolugédo biologica do parasito. Com a penetragdo das cercarias
surgem a chamada dermatite cercariana, um processo imuno-inflamatério
caracterizado por sensagdo de comichao, erupcao urticariforme seguidos por
eritema, edema, pequenas papulas e dor. E mais intensa nas reinfeccdes, onde
ha interferéncia de mastdcitos, complemento, eosindfilos e IgE.

Durante a migragao dos esquistossdmulos através da circulagdo sanguinea
até atingir o sistema porta-hepatico podem ocorrer linfadenia generalizada, febre,
aumento volumeétrico do baco e sintomas pulmonares, mas nao raro, ha pacientes
assintomaticos.

Os vermes adultos podem provocar lesdes graves, embora circunscritas,
sobretudo no figado. Sao também responsaveis por ocasionar espoliacbes no
hospedeiro devido ao seu alto grau de metabolismo. Os ovos s&o considerados o
principal fator patogénico na esquistossomose. Geralmente, somente uma
pequena percentagem dos ovos depositados na submucosa intestinal atinge a luz
do intestino e é eliminada pelas fezes. Uma parte fica retida na parede do
intestino e outra é arrastada para o figado através da corrente circulatoria. Os
ovos imaturos vivos aparentemente ndo provocam reacao tecidual, sendo
absorvidos por macrofagos apdés a morte. Ja os maduros produzem reagao
inflamatdéria granulomatosa, a qual constituira o caracteristico granuloma
esquistossomotico. Durante o percurso, até atingir a luz intestinal, os ovos véao
estabelecendo lesbes, assim, quando em numero pequeno, as lesdes sio
minimas havendo rapida reparacgao tecidual, quando em grande numero podem
provocar hemorragias, edemas da submucosa e ulceragdes.

As principais manifestagdes clinicas da esquistossomose ocorrem em 10%
da populagéo infectada. Aumento volumétrico do figado e do bago e varizes

esofagianas estdo relacionadas a hipertensao portal causada pela fibrose
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hepatica, conhecida como fibrose de Symmers. A doenca pode evoluir,
dependendo da intensidade da infecgdo e de outros fatores, para hemorragia
gastrointestinal alta por rompimento das varizes esofagicas, ascite e anemia
(Prata, 1996).

2.4- Diagnoéstico

Em funcao da inespecificidade e da inconstancia dos sinais e sintomas da
esquistossomose, somente provas laboratoriais podem fornecer elementos
seguros para justificar o diagnostico. S&o disponiveis dois tipos de exames:
demonstracdo da presenca de ovos nas fezes ou nos tecidos do paciente e a
realizacéo de provas imunoldégicas.

O exame de fezes pode ser feito utilizando-se o0 método preconizado por
Hoffman, Pons e Janer (1934), o qual representa uma técnica qualitativa de
sedimentacdo espontanea. O método de Kato-Katz (Katz et al., 1972), o qual é
constituido por uma técnica quantitativa que indica o numero de ovos por grama
de fezes, da informacao sobre a intensidade da infeccdo. Quando a infecgao é
moderada ou intensa, isto é, o numero de ovos por grama de fezes é igual ou
maior a 120, estes métodos dao resultados satisfatérios. Todavia, quando a
infeccao é leve, 24 a 96 ovos por grama de fezes, ha necessidade de repeti-los
(Pereira, 2000; Rey, 2001). Embora a técnica qualitativa de diagndstico apresente
uma sensibilidade boa em detectar a infeccdo, a técnica quantitativa é
recomendada, pois reflete a intensidade, tornando possivel avaliar os indicadores
uteis no controle tais como a existéncia de fatores de risco, presenca de formas
clinicas severas, grau de transmissao na area, percentual de cura e reinfecgéo
(Rabello, 1997).

As técnicas imunoldgicas medem a resposta do organismo do hospedeiro
frente aos antigenos do parasito. Em fungdo da complexidade da composigao
antigénica do S. mansoni nas suas diversas fases de evolugado, torna-se
necessario determinar quais dos antigenos tém importancia em determinada fase

da infecgao, para entado ser utilizado nas reagdes soroldgicas.
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Varias técnicas imunoldgicas sao disponiveis, mas nenhuma atende todas
as exigéncias: efetividade, facilidade e rapidez para execugao, assim como a
utilizacdo de equipamentos simples para utilizagcdo no campo.

A ocorréncia de reacdes cruzadas, principalmente com outras helmintoses,
e a impossibilidade de detectar a intensidade da infeccdo deixam as técnicas
sorolégicas em segundo plano no diagndstico da esquistossomose sendo o
exame parasitologico o mais largamente aplicado (Rey, 2001; Rabello, 1997).

Alguns autores salientam que os métodos imunoldgicos séo justificados
apenas em areas de baixa carga parasitaria nas quais existem diminuigdo da
eficiéncia dos exames parasitologicos (Rey, 2001).

Os métodos de imunodiagndstico sdo classificados geralmente em
indiretos e diretos. Os métodos indiretos sdo a maioria dos testes sorolégicos e a
sua positividade n&o indica doencga pois, somente correspondem a uma resposta
do sistema imune do hospedeiro frente a alguns antigenos parasitarios. O método
direto é utilizado como critério de cura; o paciente, uma vez curado, nao
apresenta mais positividade (Coelho e Tavares, 1991). Sdo eles: a) Testes
alérgicos: intradermorreacao; b) Testes que utilizam agao in vitro do soro imune
sobre formas evolutivas do parasita, tais como o teste de aglutinagao cercariana,
reacao circunovular, reacao pericercariana e reacao de imobilizacdo do miracidio;
c) Testes que detectam imunoglobulinas especificas como reacdo de
hemaglutinagdo, reacdo de imunofluorescéncia, método imunoenzimatico ou
ELISA; d) Teste que detecta antigenos presentes no soro através de anticorpos
monoclonais ligados a placa de microtitulacdo: ELISA de captura.

Ja esta estabelecido que os métodos imunoenzimaticos apresentam maior
sensibilidade que os demais métodos, com a vantagem dos reagentes
apresentarem maior estabilidade e serem mais econdmicos. O ELISA de captura
de antigeno é capaz de indicar se o paciente estd com a doenga ativa e é um
otimo controle de cura, pois apds quimioterapia os vermes estdo mortos e nao
secretam o antigeno, tornando-se a técnica negativa dez dias apds o uso da

medicagao.
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2.5- Controle

O controle da esquistossomose permanece um desafio para muitos paises

endémicos. Apesar dos esforgos para atingir o controle, a doenga continua sendo
uma das infeccbes parasitarias mais prevalentes do mundo e um problema de
saude publica mundial, atras somente da malaria nos paises tropicais e
subtropicais (Savioli et al., 1997).
A estratégia basica de controle a utilizar, quando ndo se apresentam dificuldades
particulares, consiste em reduzir ou impedir a transmissao do parasito, mediante o
uso de moluscicida, saneamento ambiental, educagao sanitaria, etc. Por outro
lado, enquanto permanecerem os efeitos do controle da transmissdo, deve-se
proceder ao tratamento da populacdo parasitada para reduzir drasticamente as
fontes de infeccdo, isto é, fazer tratamentos em massa ou quimioterapia
simultanea de todos os individuos de uma area que se encontrem infectados
(Rey, 2001).

No Brasil, os programas de intervengcdo de grande abrangéncia apenas
tiveram inicio em 1975 quando foi introduzido o Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PECE) objetivando controlar a doencga, sobretudo no Nordeste.
A metodologia inicial aplicada foi baseada na realizagdo de grandes inquéritos
populacionais, baseados em exames coproscopicos e no posterior tratamento em
massa (Barbosa e Barbosa, 1995).

Em 1980, o PECE deixou de ser um programa especial e passou a ser
denominado simplesmente de Programa de Controle da Esquistossomose (PCE).
Avaliagbes do desenvolvimento desses programas, com a realizagdo de exames
coproscopicos, permitiram identificar que, logo apés o tratamento, ocorreram
redugbes nos indices de prevaléncia, mas também revelaram que, nos anos
subsequentes, esses indices elevaram-se novamente pela reinfeccbes das
populagdes tratadas (Carvalho et al., 1998). Sturrock (1989) chama a atengao
para este fato, considerando que as medidas de controle devem ser adotadas
sistematicamente para que se obtenha significante diminuicdo na prevaléncia e
incidéncia, pois caso contrario a transmissdo € no maximo interrompida

temporariamente e as reinfeccdes sao inevitaveis.
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Em 1989, com a criacdo da Fundagao Nacional de Saude, o PCE foi extinto
e surgiu o Programa para Controle de Doencas Endémicas no Nordeste
(PCDEN). Mais uma vez as propostas nao foram efetivamente implementadas e,
como consequéncia, o controle da esquistossomose esta distante de ser
alcangado. Exemplo disto foi registrado na Zona da Mata Sul de Pernambuco, em
um estudo envolvendo 17 municipios onde em nenhum deles foi atingida a meta
preconizada pelo PCDEN de que 80% das localidades dos municipios

apresentassem indices de positividade inferiores a 5% (Carvalho et al., 1998).

Registra-se uma importante observacdo de Barbosa (1996), na qual
declara "As situagdes de transmissdo da esquistossomose sao tdo variadas
como sdo a ecologia e 0s grupos sociais nos quais ela ocorre. A prevaléncia e a
intensidade da infecgdo nas comunidades afetadas pela doenga estao sujeitas a
variagdes relacionadas a praticas culturalmente moldadas pelas atividades
econdmicas, de lazer ou domésticas, que sdo peculiares em cada localidade. As
medidas de controle deveriam contemplar essa diversidade, se almejam lograr

eficiéncia nas suas agoes".
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3- DROGAS ESQUISTOSSOMICIDAS

A quimioterapia contra a esquistossomose iniciou-se em 1918, época em
que Chistopherson relatou um tratamento com éxito da doenca utilizando tartaro
emético (tartarato de antimdnio e potassio) (Christopherson, 1918). Os compostos
de antiménio ja eram, desde a antiguidade, mencionados em papiros médicos
com o nome msdmt, indicados para o tratamento da hematuria, provavelmente
causada pelo S. haematobium. Durante cinqlienta anos os compostos antimoniais
compuseram o arsenal da quimioterapia esquistossomicida (Figura 3), mas a
intensidade de efeitos colaterais os tornaram obsoletos. Nestes estavam incluidos
sérias reagcbes como desconforto subesternal, sincope cardiovascular fatal e
sintomas anafilactéides. Além disso, dores severas ocorriam se a droga
acidentalmente escapasse para o tecido perivascular com possivel subsequente
ulceragcbes da pele. Desta forma, muitos pacientes abandonavam a terapia por
falta de toleréncia e/ou obediéncia (Cioli et al., 1995).

Além do seu valor historico, os antimoniais merecem mengao porque eles
foram a primeira classe de compostos para a qual um mecanismo de acao foi
proposto. Esta classe de compostos inibe a fosfofrutoquinase, enzima que
catalisa a conversao de frutose-6-fosfato para frutose-1,6-difosfato, interferindo
com a glicdlise nos schistosomas (Bueding e Mansour, 1957).

No periodo em que os antimoniais representavam a unica intervengao
terapéutica para a esquistossomose, uma segunda droga foi utilizada no
tratamento do S. japonicum, a emetina. Apesar de ter apresentado boa eficacia,
demonstra baixo indice terapéutico. Um breve renascimento a quimioterapia
esquistossomicida foi trazido com a introdugcao da 2,3-di-hidroemetina, cuja
toxicidade correspondia a metade daquela apresentada pelo composto protétipo.
Todavia, o procedimento de administracdo, exigindo hospitalizagdo com inje¢des
diarias, conduziu-a ao abandono como agente esquistossomicida.

Os antimoniais foram realmente os unicos esquistossomicidas disponiveis
até o final da Segunda Guerra Mundial, quando o lucantone, ou 1-[2-(dietilamino)-
etilamino]-4-metil-9H-tioxanten-9-ona, foi introduzido na pratica clinica (Cioli et al.,

1995). Este surgiu de uma iniciativa da industria farmacéutica Bayer em apoiar um
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programa sistematico para pesquisa de agentes esquistossomicidas, iniciado em
1938 por Kikuth e Génnert (Kikuth e Génnert, 1948). Um composto ativo chamado
Miracil A foi sintetizado em agosto de 1938 e, nos anos subsequentes, trés outros
compostos da mesma série, Miracil B, C e D foram obtidos e testados. O Miracil D
foi entdo introduzido na pratica clinica com o nome genérico de lucantone.

O lucantone foi efetivo no S. mansoni e no S. haematobium. Os efeitos
colaterais usuais foram limitados a nausea e vOmitos, mas alteracdes
cardiovasculares e no SNC ocorriam ocasionalmente.

Em 1964, o niridazol, ou 1-(5-nitro-2-tiazolil)-2-imidazolidinona, foi
introduzido pela Ciba-Geigy com o nome Ambilhar® (Lambert, 1964). Este
farmaco recebeu consideravel atengcdo, certamente por constituir uma outra
alternativa em relagdo aos antimoniais. Adicionalmente, apresentava a vantagem
de ser administrado oralmente. Por outro lado, o niridazol apresentou sérias
desvantagens, tais como a necessidade de multiplas doses e a ocorréncia de
efeitos colaterais indesejaveis; entre estes, é relatado toxicidades central e renal,
mutagenicidade, carcinogenicidade, embriotoxicidade e imunossupressao celular
(Webster Jr. et al., 1975; Urman et al., 1975). Posteriormente esta atividade
imunossupressora foi atribuida ao metabdlito 1-tio-carbamoil-2-imidazolidinona
isolado da urina de roedores e de pacientes tratados (Tracy et al., 1980). Este
composto foi o produto do metabolismo redutivo carreado por bactérias
anaerodbias e também pelo S. mansoni adulto (Catto ef al., 1984).

As trés espécies principais de schistosoma mostraram-se sensiveis ao
niridazol, mas as melhores taxas de cura foram encontradas com o S.
haematobium, 80-100%, enquanto que a resposta do S. mansoni foi de 30-70% e
do S. japonicum em torno de 50% (Cioli et al., 1995).

A hipétese para o mecanismo de ag¢ao do niridazol foi proposta por Tracy e
colaboradores (1983). Esses autores incubaram schistosoma adulto na presenca
de ['*C]-niridazol e mostraram que a droga n3o somente foi captada pelo verme,
mas se ligou covalentemente a macromoléculas do parasita. Os mesmos autores
mostraram que em presenga de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) e em condigdes anaerdbicas, o grupo nitro do niridazol € reduzido
enzimaticamente. Sob condi¢des aerdbicas ou na auséncia de NADPH nao ocorre

atividade nitro-redutase, nem ligacdo covalente. Estes resultados indicam que a
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nitro-redug¢ao do niridazol é essencial para formacédo de intermediarios reativos
capazes de se ligarem covalentemente a macromoléculas do schistosoma.

Ainda na década de 1960, o metrifonato (Bilarcil®), composto obtido da
purificacdo do triclorfon, um organofosforado cuja atividade anticolinesterasica
sobre helmintos foi observada no final dos anos 1950, foi introduzido na clinica
mostrando uma consistente atividade sobre S. haematobium.

O metrifonato, quimicamente o acido dimetil-éster 2,2,2-tricloro-1-hidroxietil
fosfnico, € instavel em solugcdo aquosa e € espontaneamente transformado em
varios compostos, entre eles tem-se o diclorvos (2,2-diclorovinil dimetil fosfato).
Evidencias sugerem que o diclorvos €, na verdade, a molécula bioativa, enquanto
o pro-farmaco metrifonato atua essencialmente como uma droga bem tolerada e
apta para formulagéo de liberag&o lenta (Nordgren et al., 1980). Estudos quimicos
revelam que o grupo diclorovinil do diclorvos € importante para transesterificagao
com grupo alcool de residuos da serina em proteinas, e que este tipo de
esterificacdo no sitio ativo da acetilcolinesterase é responsavel pela atividade
inseticida e anti-helmintica do diclorvos. Como inibidor da acetilcolinesterase, este
€ no minimo 100 vezes mais potente do que o metrifonato. Desde que o
metrifonato € espontaneamente convertido para diclorvos, é possivel que, a
atividade inibitéria do metrifonato seja devido a sua transformacéo em diclorvos
(Hofer, 1981).

Os nitrofuranos, drogas de interesse inicial na bacteriologia, tiveram sua
atividade esquistossomicida explorada no inicio dos anos 1960 por pesquisadores
chineses frente a infecgdes com S. japonicum, tanto em animais como em
humanos. Um exemplo desse grupo, o furopromidium, foi amplamente usado na
China, mas a toxicidade deixou no abandono esta classe de nitrofuranos (Cioli et
al.,1995).

Com a exposicdo do lucantone a agao do Aspergillus sclerotiorum, um
derivado 4-hidroximetil foi isolado e nomeado hicantone, ou 1-[2-(dietilamino)-
etilamino]-4-hidroximetil-9H-tioxanten-9-ona, mostrando-se mais efetivo do que
lucantone frente a schistosoma (Rosi et al., 1965). A atividade motora do S.
mansoni € estimulada quando expostos in vitro a concentagdes de hicantone
entre 1-10pM/mL (Senft e Hillman, 1973). Esta atividade foi atribuida ao efeito
anticolinérgico da droga, consistindo de um bloqueio de receptores da acetilcolina,
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com consequente supressao do efeito inibitério do neurotransmissor (Hillman e
Senft, 1975). O hicantone também promove inibicado irreversivel da sintese de
acidos nucléicos em vermes sensiveis e inibicdo transitéria naqueles
schistosomas resistentes, assim como em S. japonicum (Pica-Mattoccia e Cioli,
1983). A necrose hepatica aguda ocorrida 2 a 5 dias apds tratamento com
hicantone foi o efeito colateral que limitou o seu uso, principalmente nos
tratamentos em massa.

O oxamniquine, ou 6-hidroximetil-2-isopropilaminometil-7-nitro-1,2,3,4,-
tetra-hidroquinolina, produto da oxidagdo microbiolégica do UK3883 pelo
Aspergillus sclerotiorum, foi revelado também gracas ao programa de pesquisa
iniciado por Kikuth e Gonnert. O UK3883 € o metabdlito ativo do Mirasan, um
composto analogo estrutural do lucantone que fora proposto e que se mostrou
ativo nas pesquisas desenvolvidas pela industria Bayer (Richards e Foster, 1969).

Foi observado que o oxamniquine exerce efeito de bloqueio dos receptores
da acetilcolina e inibigdo irreversivel da sintese de acidos nucléicos, tal qual
ocorre com o hicantone (Pica-Mattoccia e Cioli, 1983).

O controle da esquistossomose ganhou novo impulso com a introdugao do
praziquantel, quimicamente o 2-ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-
pirazino-[2,1-a]isoquinolin-4-ona farmaco que surgiu das investigagcbes da Bayer
no inicio da década de 1970 ao estudar a atividade anti-helmintica de compostos
tranquilizantes (Seubert et al., 1977; Groll, 1984). Atualmente o praziquantel é a
droga de escolha para o tratamento da esquistossomose, e isso se deve a razdes
como: alta eficacia contra todas espécies de Schistosoma, auséncia de efeitos
colaterais sérios, administragdo de dose oral unica, custo competitivo e larga
experiéncia clinica mostrando que ele é seguro, efetivo e facil de administrar.

O praziquantel induz o influxo de calcio através do tegumento e das células
musculares do schistosoma causando contracdo imediata. Ha evidencias que
sugerem que o tegumento dos vermes contém sitios sensiveis ao praziquantel.
Como o tegumento do verme esta eletricamente ligado as células do musculo, um
aumento no calcio intrategumentar pode conduzir a um aumento do calcio no
reticulo sarcoplasmatico, promovendo assim a referida contracdo muscular
(Thompson et al., 1982). Estes autores também demonstraram a presenga de

sitios sensiveis ao praziquantel nas células musculares, uma vez que
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schistosomas desprovidos de tegumentos contraem-se na presenga desta droga.
A relacao entre o praziquantel e o influxo de calcio sugere, portanto, que o sitio de
acao sao canais permeaveis ao ion calcio nas membranas do tegumento e das
células musculares.

Paralelamente ao efeito sobre os musculos do verme, ocorrem alteracoes
morfoldgicas, tais como vacuolizagdo do sincicio tegumentar e a formacao de
bolhas na superficie do tegumento (Xiao et al., 1984).

As lesbes provocadas no verme resultam na exposicdo de antigenos e a
consequente penetracao das células de defesa em seu interior. O resultado final é
a formacao de granulomas, nos quais os vermes sao posteriormente destruidos
(Doenhoff et al., 1987). A atividade sinérgica do praziquantel com anticorpos &
atribuida a ligagéo destes a epitopos expostos, aumentando desta forma a morte

dos vermes (Fallon et al., 1992).

Apesar do importante passo dado ha vinte e cinco anos no tratamento
clinico da esquistossomose, na ocasido da introducdo na terapéutica do
praziquantel, ainda hoje no mundo, das 200 milhdes de pessoas infectadas, 120
milhdes sao sintomaticas e 20 milhdes desenvolvem a forma grave da doenca
(WHO, 1998). Como consequéncia da utilizagdo em massa e praticamente
exclusiva do praziquantel na maioria das areas endémicas, havendo apenas o
oxamniquine como segunda escolha e apenas para as infecgées causadas pelo
S. mansoni, um perigo potencial tem surgido: a emergéncia daquelas cepas de
Schistosoma praziquantel-resistentes (Stelma et al., 1995; Stelma et al., 1997,
Ismail et al., 1999; Liang et al., 2001) e oxamniquine-resistentes (Cioli et al.,
1992).
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4- RESISTENCIA AOS ESQUISTOSSOMICIDAS

Resisténcia é usualmente definida como perda, geneticamente transmitida,
da sensibilidade em uma populacido de parasitos que foi previamente sensivel a
uma determinada droga. A falta de sensibilidade em uma populagéo previamente
néo exposta é frequentemente denominada tolerancia (Cioli et al., 1993).

Um aspecto crucial para a evolugdao da resisténcia nos helmintos é a
inexisténcia ou insensibilidade de métodos para detectar o seu desenvolvimento.
Desta forma, muitos casos nao sao detectados em estagios iniciais, reduzindo, ou
mesmo anulando, a possibilidade do processo ser revertido. Para evitar aumento
nos niveis de resisténcia, recomenda-se prosseguir a terapia com sensatez ou
retirar totalmente a droga. No caso de drogas como o praziquantel, esta ultima
atitude é dificil de ser tomada, pois ele representa a uUnica droga utilizada na
esquistossomose africana e oriental (Bennett ef al., 1997).

O primeiro caso bem documentado de resisténcia a uma droga
esquistossomicida foi apresentado por Rogers e Bueding (1971).
Especificamente, estes autores demonstraram que o hicantone quando
administrado em baixas doses a camundongos produziram progenies altamente
resistentes. A resisténcia foi associada a uma cepa isolada do parasito ndo tendo
sido reproduzida em outras cepas. Em populacdes, cepas resistentes ao
hicantone e ao oxamniquine foram pioneiramente evidenciadas no Brasil por Katz
e colaboradores (Katz et al., 1973) e posteriormente por Campos e colaboradores
(Campos et al., 1976). Coles e colaboradores (1987) verificaram, em estudos no
Kenya, a necessidade de se usar doses maiores de oxamniquine, levando a
observagcdo da presenca de vermes resistentes, até mesmo antes da
quimioterapia extensiva ter sido aplicada.

Partindo das observagdes iniciais de Rogers e Bueding, citadas
anteriormente, Cioli e colaboradores (1992) demostraram como vermes
resistentes ao hicantone escapavam da inibigao irreversivel da sintese de acidos
nucléicos. Para isso, realizaram cruzamentos genéticos com linhas homozigotas
puras. A analise da F, F, e cruzamentos posteriores mostraram que a resisténcia

€ controlada por um unico gene, autossémico e recessivo. Sobre esta evidencia
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foi mostrado que schistosomas resistentes carecem de uma atividade que, em
vermes sensiveis, € essencial para o desenvolvimento da agao da droga. Esta
seria a ativacdo de uma sulfotransferase capaz de metabolizar o hicantone, e
também o oxamniquine, para um éster reativo, o qual produz um ion carbonium
capaz de alquilar o DNA, causando dano irreversivel no metabolismo do acido
nucléico e morte do verme.

A existéncia de cepas de schistosoma resistentes ao praziquantel foram
relatadas no Senegal onde s&o intensos os focos de S. mansoni (Stelma et al.,
1995). Observou-se que vinte semanas apds o tratamento de uma amostra
aleatdria da populagdo daquela regido, mostrando elevada carga parasitaria e
utilizando-se a dose padrao de 40 mg/kg, a taxa de cura foi somente de 18%. Em
adicdo a estes dados, efeitos colaterais severos foram relatados. Varias
explicacdes para este fendmeno foram consideradas como: alta taxa de infeccéao,
podendo resultar em poucos casais de vermes sobreviventes, mesmo sendo a
droga efetiva; alta transmissdo, com rapida reinfeccdo e larga proporgao de
infeccbes imaturas; a falta de adequada resposta imune sinérgica neste foco
senegalés e susceptibilidade (ou resisténcia) da cepa local (Cioli et al., 1995).

Em estudos posteriores foi evidenciado que se aumentando a dose de
praziquantel de 40 para 60 mg/kg nao se obteve resultados significativos (Guissé
et al., 1997), e quando o oxamniquine foi empregado na dose de 20mg/kg, foi
evidenciada alta percentagem de cura (Stelma et al., 1997).

O agressivo uso do praziquantel no Egito indica ter também favorecido o
desenvolvimento de schistosomas resistentes. Ismail e colaboradores (1999)
verificaram um aumento significativo nos valores da dose efetiva 50% de isolados
recuperados de pacientes que ndo responderam a droga, com concentragdes até
cinco vezes maiores do que a do controle.

Mais recentemente Liang e colaboradores (2001) confirmaram a resisténcia
de S. mansoni ao praziquantel em camundongos tratados com 3 x 200 mg/kg,
comparando cinco isolados resistentes e cinco isolados susceptiveis do Senegal,
Kenya e Egito. Eles observaram que os isolados resistentes foram menos
responsivos ao praziquantel (59-74% de redugao da carga parasitaria) do que os

isolados susceptiveis (92-100%).
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Apesar das evidéncias mostrarem a resisténcia de cepas de schistosoma
ao praziquantel, 0 mecanismo bioquimico como este processo ocorre, ainda néo é
conhecido (Kohler, 2001).

A eficacia do oxamniquine representa hoje a unica alternativa ao
praziquantel, mas tal eficacia esta condicionada a infeccbes ocasionadas
exclusivamente pelo S. mansoni. Este quadro, ndo apenas justifica, mas aponta a
necessidade do imediato planejamento e desenvolvimento de novos agentes
esquistossomicidas, conforme denuncia pesquisadores e entidades nao-
governamentais (Cioli, 2000; TDR, 2002).
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4- PERSPECTIVAS DE NOVAS DROGAS ESQUISTOSSOMICIDAS

A busca de novos compostos esquistossomicidas é hoje uma necessidade
imperiosa, justificada por situagées como a indisponibilidade de vacina, ocorréncia
de resisténcia de cepas de schistosomas ao praziquantel, hoje o unico farmaco
disponivel no mercado, e ainda, a migragéo de populagcdes das areas endémicas
favorecendo o surgimento de novos focos de transmissédo, inclusive em areas
urbanas.

Em geral, o desenvolvimento de novos agentes terapeuticamente uteis visa
trés aspectos principais: a) eficacia; b) redugao de efeitos colaterais; c) promogao
de uma eficiente forma de administragdo. Para a investigacdo desses agentes, o
método da modificagdo molecular € o mais utilizado e consiste basicamente em
tomar, como prot6tipo, uma substancia de estrutura quimica definida e de agao
bioldégica conhecida e dai sintetizar e ensaiar novos compostos que lhes sejam
analogos (Gringauz, 1997). As variagdes estruturais conferem novas propriedades
fisicas e alteram a reatividade de uma molécula, que por sua vez causa
mudangas na distribuicdo nas células e nos tecidos, no acesso aos centros ativos
de enzimas e receptores, nas velocidades de reagdo em tais centros e nos
modelos de excrecdo. Mesmo uma alteragdo aparentemente pequena na
estrutura quimica pode revelar efeitos bioldgicos que haviam estado latentes ou
eclipsados pelos efeitos colaterais da droga.

Embora a presenga de um grupo especifico ndo pressuponha
necessariamente que a molécula tera determinada propriedade biolégica, visto
que esta é funcdo da molécula como um todo, os grupos quimicos presentes ou
introduzidos numa substéncia sdo importantes por dois motivos: a) podem ser
essenciais para a manifestagdo de determinada agéo biolégica, em razédo de sua
reatividade quimica ou da disposi¢ao espacial; b) podem modificar a intensidade
de determinada acéao biolégica, em consequéncia dos efeitos caracteristicos que
exercem. Para se obter uma resposta biolégica maxima, porém, importa que a
reatividade quimica esteja situada dentro de certos limites. Por um lado, grupos

demasiadamente reativos —que reagem facilmente com varios centros celulares—
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talvez impegam que a droga atinja o alvo desejado. Por outro, grupos pouco
reativos podem tornar desprezivel a atividade biolégica do farmaco.

Patrick (1997) cita estratégias de sintese de analogos mais usadas pelos
quimicos medicinais na busca de novas drogas: a) variagdo de grupos
substituintes; b) extensdo da estrutura; c) contragdo/extensdo da cadeia; d)
contragao/expansao de anéis; e) variacoes de anéis; f) isdsteros; g) simplificacdo
da estrutura; h) rigidificagdo da estrutura.

No plano internacional, os esforcos mais recentes visando a identificacéo
de novas moléculas esquistossomicidas restringem-se ao artemeter, a compostos
da série 9-acridanona-hidrazona, a alguns membros da série N-alquil-tio-sulfurico
e a ciclosporina A.

O artemeter, introduzido recentemente e descrito na lista de drogas
essenciais da OMS para uso contra a malaria (WHO, 1999), apresenta atividade
profilatica contra S. japonicum e S. mansoni. O uso do artemeter € recomendado
em situacdes especiais como uma ferramenta adicional nas medidas de controle
da esquistossomose. Entretanto, o uso dessa droga, a longo prazo, nédo é
financeiramente possivel quando se almeja intervir em populagdes; também nao é
aconselhado seu uso nas regides onde a malaria € endémica, visto a
possibilidade de contribuir para o desenvolvimento de Plasmodium spp artemeter-
resistentes (Utzinger et al., 2000).

Compostos da série 9-acridanona-hidrazona também foram testados em
animais de diversas espécies infectados com diferentes cepas de schistosoma
(Stohler e Montavon, 1984; Coelho e Pereira, 1991). Bons resultados foram
obtidos usando dose oral unica contra formas maduras e imaturas, mas nenhum
estudo envolvendo humanos tem sido relatado (Cioli, 1998).

A ciclosporina A, um peptideo de origem fungica, apresenta efeito
imunosupressivo e atividade antiparasitaria contra schistosomas, plasmadios,
nematodas e cestodas (Bueding et al., 1981; Bell et al., 1996). Todavia, estas
propriedades nao estdo relacionadas entre si, uma vez que analogos da
ciclosporina A com baixa atividade imunossupressiva ainda exercem efeitos
antiparasitarios (Chappell et al., 1987). Khattab e colaboradores (1998)

observaram seu efeito sobre a inibicdo da atividade enzimatica da ciclofilina de
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schistosomas, mas nao encontraram correlagdo com a propriedade
esquistossomicida.

Além desses trabalhos visando a procura de novos agentes
esquistossomicidas, citamos que alguns membros da série do acido N-alquil-tio-
sulfurico exibiram atividade, especialmente contra vermes fémeas (Penido et al.,
1994).

Afora esses esforgos, ndo ha registros recentes na literatura de trabalhos
envolvendo a sintese de novas drogas ativas contra a esquistosomose, apesar do
apelo proclamado pela Organizacdo Mundial de Saude ao convocar,
especialmente neste ano, toda a comunidade cientifica pertinente na pesquisa de
novas drogas esquistossomicidas (TDR, 2002).

No presente trabalho, tendo o niridazol como protétipo, algumas das
estratégias de modificagdo molecular preconizada na literatura foram aplicadas,
como a variagao de grupos substituintes, mediante a introdugédo de halogénios e
dos grupamentos metil e fenil para a obtengdo de derivados benzilideno-
imidazolidinicos. Adicionalmente, promoveu-se a extensdo da cadeia lateral no
nitrogénio situado em posicdo 3 do anel pentagonal objetivando a geracédo de
novos sitios de ligagdo com os receptores existentes no S. mansoni, direcionando
nossas pesquisas na avaliacdo da susceptibilidade in vitro de vermes adultos
frente aos derivados obtidos.

Para tal fim, foram avaliados vinte compostos imidazolidinicos assinalados

a seguir:

R=H; CI; NO,: Brou F

5-Benzilideno-3-(4-cloro-benzil)-imidazolidina-2,4-diona FZ-2B
3-(4-Cloro-benzil)-5-(4-cloro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona FZ-3A
3-(4-Cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona FZ-4
5-(4-Bromo-benzilideno)-3-(4-cloro-benzil)- imidazolidina-2,4-diona FZ-6A
3-(4-Cloro-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona FZ-7BA
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R= Cl ou NO;

5-(4-Bromo-benzilideno)-3-[2-(4-cloro-fenil)-2-oxo-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
NN-129

5-(4-Bromo-benzilideno)-3-[2-(4-nitro-fenil)-2-oxo-etil]-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
NN-142

R= Cl ou NO

5-(4-Bromo-benzilideno)-3-(4-cloro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona NN-140
5-(4-Bromo-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona NN-139

R=H; 4-NO; ou 2-F

3-Benzil-5-benzilideno-imidazolidina-2,4-diona NE-1C
3-Benzil-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona NE-3B
3-Benzil-5-(2-fluor-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona NE-4
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R= 3-Cl; 3-F; 4-F ou 4-CH;

5-(3-Cloro-benzilideno)-3-(4-fenil-benzil)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-17
3-(4-Fenil-benzil)-5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-57
3-(4-Fenil-benzil)-5-(4-flior-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-62
3-(4-Fenil-benzil)-5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-67

O
.CH» R
Ol ©
F CH
s
CH3
R=H; Cl; Brou F

3-Benzil-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-58
3-(4-Cloro-benzil)-5-(4-flior-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-59

3-(4-Bromo-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-60
3-(4-Fldor-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona JT-61

As metodologias de sintese e as propriedades estruturais para os
derivados citados podem ser encontradas em trabalhos desenvolvidos no
Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos do Instituto de Antibidticos
da UFPE: FZ-4 (Lima et al., 1992); FZ-6A, FZ-3A, FZ-2B (Gdes et al., 1991 A);
FZ-7TBA (Costa et al., 1995); NN-129, NN-139, NN-140, NN-142 (Oliveira 2002);
NE-1C, NE-3B (Goes et al., 1991 B); NE-4 (Menezes et al., 1992) e JT-17
(Andrade et al., 2002).

Os resultados do estudo das fragmentagdes em espectrometria de massas

sob impacto eletrobnico dos compostos a seguir encontram-se em suas
respectivas publicagdes: FZ-4, FZ-3A, FZ-2B (Galdino et al., 1991 A); FZ-6A
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(Pitta et al., 1992); NE-1C, NE-3B (Galdino et al., 1991 B) e NE-4 (Galdino et al.,
1992). Adicionalmente, uma anadlise cristalografica para o derivado NE-4 é

relatada em Simone e colaboradores (1996).

A metodologia de preparacéo dos novos derivados JT-58, JT-59, JT-60 e
JT-61, assim como as propriedades fisico-quimicas e a analise dos resultados
espectroscopicos para comprovacao estrutural podem ser encontrada em

Albuquerque e colaboradores (2002).

Do ponto de vista configuracional, os compostos utilizados na
avaliacdo esquistossomicida apresentaram-se isomericamente puros. Calculos de
modelagem molecular através do método Hartree-Fock (HF), tanto a nivel semi-
empirico AM1 (Dewar e Thiel, 1977), quanto ab initio (Levine, 1991) a partir do
conjunto de bases 3-21G** (Dobbs e Hehre, 1987), através do programa
Gaussian 94 mostraram, pela variagdo de energia no calor de formagdo em
derivados benzilideno imidazolidinicos, que a configuragdo Z € prevista como
sendo a mais estavel (Oliveira, 2002). Estudos cristalograficos realizados para o
derivado 3-benzil-5-(2-fluor-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona NE-4
confirmaram esta configuragao (Simone, 1996).

Os compostos JT-57, JT-62 e JT-67 apresentados neste trabalho ainda
nao foram divulgados em periddicos especializados. Nos Anexos 1 e 2
encontram-se o protocolo experimental e os resultados das analises
espectroscopicas confirmando as estruturas das novas moléculas. O diagrama de

sintese utilizado encontra-se na Figura 4.
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Abstract

Synthesis and physico-chemical properties of new 3-benzyl-5-(4-fluoro-
benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones have been described. These
benzylidene imidazolidines compounds are prepared by Knoevenagel
condensation with the benzaldehydes. The schistosomicidal activity of these
compounds was evaluated. The most active compound of the series was 3-(4-
chloro-benzyl)-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one.

Keywords: Imidazolidines, Antischistosomal activity

Introduction

Niridazole, chemically 1-(5-nitro-2-thiazolyl)-2-imidazolidinone, was employed
for the treatment of schistosomiasis infections, its efficacy is good but presents
serious  drawbacks, the trans-5-amino-3-[2-(5-nitro-2-furyl)vinyl]-1,2,4-
oxadiazole, a molecule bearing some structural similarity to niridazole,
demonstrated antischistosomal activity [1]. This work describes the synthesis
and the physicochemical properties of 3-benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-
methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones resulting of the Knoevenagel condensation
with various benzaldehydes and alkylation with benzyl chlorides. The
synthesized imidazolidine compounds structurally related of niridazole were
evaluated against their potential schistosomicidal activity.

Chemistry

The 3-benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones
JT58-61 were synthesized in three stages. Initially 1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-one was prepared using 1-methyl-glycine and thiocyanate of
ammonium [2]. Then, the 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one reacts with 4-
fluoro-benzaldehyde in the DMF in the presence of sodium methoxyde to form
5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one. The alkylation
of this compound in position 3 was led in the presence of potassium hydroxide
and benzyl halides in alcoholic milieu. The 3-benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-
methyl-2-thioxo- -imidazolidin-4-ones are thus obtained (Scheme 1).
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The benzylidene imidazolidinnes presented in this work were isolated in the form of
only one isomer. The study by coupled spectrometry of NMR 13C-H, determining
the value of the constant of coupling between the ethylene proton and the carbon of
exocycle carbonyl in position 4, carried out for others derived 3-benzyl-5-
benzylidene-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones showed that the compounds
resulting from standard Knoevenagel condensation in alkaline milieu presentent a
configuration Z [3]. The molecular mechanics study using the Hyperchem and
Mopac programs for 3-benzyl-5-benzylidene-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones
compounds confirmed equally that isomer Z is also, from the thermodynamic point
of view, most stable [3].

The synthesis and the physicochemical characteristics of 1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-one compound are described in the literature [4]. The
physicochemical and spectroscopic characteristics in IR, NMR1H and MS of the
benzylidene imidazolidines prepared are described in the experimental part.
Fragmentations observed and the intensity of the peaks of the isotopes in electronic
impact in MS are in agreement with the structures.

Experimental

The melting points were measured on a Buchi apparatus with oil bath, in capillary
tubes. The Rf in thin layer chromatography were measured on the silica gel plates
Merck 60 F,s4, with 0,2 mm of thickness. The infrared spectra were recorded on an
apparatus Perkin-Elmer 1310, in pastille of KBr to the concentration of 1%, the
wavelengths are expressed in cm-1. Nuclear magnetic resonance spectra were
recorded on an AC 200 FT (Bruker) spectrometer 'H NMR at 200 MHz, the
chemical shifts (&) are expressed in parts per million (ppm) and the coupling
constants (J) in Hertz (Hz). The mass spectrometry, by electronic impact 70eV,
were recorded on an apparatus HP G1019A, coupled has a CPG (HP5890). The
intensity of the molecular peaks is given compared to the most intense peak
M"(%). The fragmentations observed were in agreement with the structures
suggested.

5-(4-Fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one

A mixture of I1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one (1.3g 10mmol), 4-fluoro-
benzaldehyde (1.86g, 15mmol) and sodium acetate (2,5g) in 10mL of acetic acid is
refluxed for 3h. After cooling, the precipitated product is washed with water and
acetic acid. C;;HoFN,OS Rdt 57%. M.p. 222-224°C. Rf (CHCl;:CH;0H 96:4) 0.7.
IR cm™ (KBr): v 3100, 1730, 1630, 1490, 1160, 840 cm™. RMN'H (8 ppm DMSO
de): 3.45 (s, 3H NCH3), 6.74 (s, CH ethylene), 7.56 (t, 2H benzylidene, J=8,9Hz),
8.13 (dd, 2H benzylidene, J=5.7Hz); 12.37 (s, |H NH).

3-Benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)- 1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones

A solution of hydroxide sodium de (0.12 g, 2.2mmol) in methanol (3mL) is added
dropwise to a stirred suspension of 5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-
imidazolidin-4-one (0.47g, 2mmol) in methanol (2mL). After 10 min of contact, the
benzyl halide (2.5mmol) is added and left at the ambient temperature for 24h. After
cooling, the precipitate was filtered and washed with water and diethyl ether. The
benzylidene imidazolidines produced by this reaction, presented a degree of purity
sufficient for the essays.
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3-Benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one JTS8
CisHsFN,OS, Rdt 50%. M.p. 220-222°C. TLC, (CHC;3:CH30H 99:1) R¢0,91. IR
cm” (KBr): v 1674, 1610, 1595, 1458, 1389, 1153, 831 cm™. NMR'H (8 ppm
DMSO dg): 3.3 (s, 3H NCH3), 4.57 (s, 2H CH,), 6.83 (s, CH ethylene), 7.31-7.49
(m, 5H benzyl), 7.25 (t, 2H benzylidene, J=8.8Hz), 8.33 (dd, 2H benzylidene).
MS m/z(%): 326(M+ 71,4), 293(100), 235(22,7), 148(23,9), 134(33,3).

3-(4-Chloro-benzyl)-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-
one JT59

Ci3H14CIFN,OS Rdt 33%. M.p. 218-220°C. TLC, (CHCl;:CH;0H 98:2) Rf 0,91.
IR cm™ (KBr): v 1684, 1594, 1453, 1373, 1152, 826 cm™. NMR'H (8 ppm
DMSO d¢): 3.29 (s, 3H NCH3), 4.57 (s, 2H CHa), 6.84 (s, CH ethylene), 7.25 (t,
2H benzylidene, J=8.9Hz), 7.4 (d, 2H benzyl, J=8.4Hz), 7.5 (d, 2H benzyl,
J=8.4Hz), 8.33 (dd, 2H benzylidene). MS m/z(%): 360(M+ 100), 327(92.7),
292(41.8), 235(64), 148(40.5), 134(50.2).

3(4-Bromo-benzyl)-5-(4-fluoro-benzylidene)- 1 -methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-
one JT60

CisH14BrFN,OS Rdt 69%. M.p. 215-217°C. TLC, (CHCj;3:CH30H 98:2) Rf 0,76.
IR cm™ (KBr): v 1689, 1612, 1595, 1453, 1374, 1158, 837 cm™. NMRIH (8 ppm
DMSO dg): 3.29 (s, 3H NCH3), 4.55 (s, 2H CHy), 6.83 (s, CH ethylene), 7.25 (t,
2H benzylidene, J=8.8Hz), 7.43 (d, 2H benzyl, J=8.3Hz), 7.54 (d, 2H benzyl,
J=8.2Hz), 8.33 (dd, 2H benzylidene). MS m/z(%): 404(M+ 100), 406(100),
373(65.7), 371(59), 292(74.3), 235(58.5), 148(36.3), 134(35.1).

3-(4-Fluoro-benzyl)-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-
one JT61

CigH14F2N>,OS Rdt 54%. M.p. 220-222°C. TLC, (CHCI3:CH;30H 98:2) R 0,85. IR
cm” (KBr): v 1674, 1616, 1600, 1510, 1463, 1242, 1160, 837 cm”. NMR'H (5
ppm DMSO de): 3.29 (s, 3H NCHs), 4.57 (s, 2H CH,), 6.84 (s, CH ethylene), 7.17
(t, 2H benzyl, J=8.8Hz), 7.25 (t, 2H benzylidene, J=8.8Hz), 7.54 (dd, 2H benzyl),
8.33 (dd, 2H benzylidene). MS m/z(%): 344(M+ 100), 311(66.5), 235(25.1),
148(25.8), 134(26.2).

Biological activity

The BH (BH - Belo Horizonte, MG, Brazil) strain of Schistosoma mansoni was
routinely maintained at LIKA (Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami) by
standard  passage through Biomphalaria glabrata snails provided by the
Department of Tropical Medicine (University Federal of Pernambuco). Adult
schistosomes, obtained by perfusion using dissecting needles, were recovered
from the mesenteric and portal veins of untreated Swiss albino mice, weighing 18-
22g, infected 8-12 weeks earlier [5]. There are models available which can be
used to study adult worms susceptibility of S. mansoni to drugs in vitro [6]. Male
and female were examined in the experiments. The worms were maintained in
RPMI-1640 medium (Sigma) buffered to pH 7.5, supplemented with HEPES
(20mM), 10% foetal bovine serum (Cultilab), penicillin (100U/mL), and
streptomycin (100mg/mL). Incubation was carried out at 370C in a humid
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atmosphere containing 5% CO2. The effect of 3-benzyl-5-(4-fluoro-benzylidene)-
1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-ones compounds JTS58-61 on the viability of
the S. mansoni was examined by incorporating the drugs into the medium
employed for parasite culture. The drugs, at appropriate concentrations, were
dissolved in DMSO (1.5% v/v). This solvent concentration did not affect worms
mortality, pairing, or motility. In all experiments two adult worms, unpaired were
placed in multi-well plastic tissue culture dishes containing 3mL of medium. A
minimum of 30 worms was used in each treated and control groups. Worms
viability was observed under a inverted microscope (60X) until 15 days after
drugs addition. Worms just treated with DMSO were included as control in every
experiment. Praziquantel = was chosen as standard control. Parasites were
considered dead when no movement could be detected over a 3-min period. Strict
aseptic techniques were used throughout the experiments.

Results

The viability in vitro of adult worms was observed during incubation with 120 or
180ug/mL of 2-thioxo-imidazolidin-4-ones derivatives. The Figure 1 shows that
from the 7th day was not observed the mortality of the worms, male and female, at
120pg/mL of JTS8. In the 11th day of assay all the worms, in both doses, had
revealed sensible to this compound. To the end of 15 days it was gotten maximum
reply for the female worms. Also it was observed a relation time- and dose-
dependent response.

The compound para-chloro-benzyl JTS9 was the most active of the series (Figure
2). From the 3th day of contact with this compound the female worms, in the dose
of 180ug/mL, showed sensibility, and at the end of the period of the assay no
parasites survived. The maximum response was reached in the 7th day with the
female worms incubated with 180ug/mL. This compound also presented a relation
time- and dose-dependent response.

The results obtained with para-bromine-benzyl compound JT60 are atypical for
the relation dose-response. However, at the end of 15th day, the females were
more sensible than the males, in both doses. The compound JT61, where the
fluorine atom is present in the para position of two aromatic rings, from 8th day,
on the male worms had revealed sensibility in the dose of 180ug/mL, and female
worms in both doses. With this compound the maximum response was not
reached, but the females shown more sensibility than the males.

The action of praziquantel, 2-cyclohexylcarbonyl-1,2,3,6,7,11b-hexahydro-4H-
pyrazino[2,1-a]-isoquinolin-4-one, in the dose of 60pug/mL showed that female
and male were sensible in the first day, and at the end of 15th day no parasite
survived.

Figure 1- Survival of schistosomes maintained in vitro for 15 days in the presence
of 2-thioxo-imidazolidin-4-ones compounds at 120 and 180pug/mL.

Figure 2- Survival of male and female schistosomes maintained in vitro for 15 days
in presence of 2-thioxo-imidazolidin-4-ones compounds at 180pug/mL.

In relation to the movements, the motility of the worms was considerably reduced
after 24 hours of contact with the drugs. Through microscopic observation,
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alterations on the worms’ tegument had been observed. With JT58, in the dose of
120pg/mL, the male worms presented bending and shortened body, suggesting
contraction of the longitudinal muscles. With the JT59 compound, females had
presented many bubbles when the dose of 180ug/mL was used. JT61 caused
degeneration in the internal structure of the worms, losing the transparency. It is
necessary to point out that those surviving worms, at the end of the period of
assay, presented irreparable alterations on the tegument and discrete movements.
Control groups were not affected for up to 15 days of observation and all worms
remained paired throughout the observation period and exhibited vigorous
activity.

Conclusion

The presented results demonstrate that JT59, in the dose of 180ug/mL, is the most
active of the series, reaching the maximum at 9th day of contact with the worms.
Except JT60, a dose-dependent in the studied derivatives is observed. To the end of
the experiments the worms of the groups control had remained viable. A great
difference in the biological reply is observed among four composites of the series
due to the different substitutes in the benzyl ring. The impossibility of
determining a relation dose-response in the JT60 are, perhaps, due to presence of
the voluminous bromine atom. The mechanism through which the antiparasitic
effect is mediated still remains unknown. The potency of these derivatives might
be taken as a starting basis for the development of new antischistosomal
compounds.
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Figure 1- Survival of schistosomes maintained in vitro for 15 days

in the presence of benzylidene imidazolidine compounds at 120 and 180ug/mL.
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Introduction

Schistosomiasis is considered the most important
of the human helminthiasis in therms of morbidity
and infection. It was reported by WHO that
(World Health Organization) 200 million people
are infected, a further 600 million people are at
risk situations in endemic regions and an estimate
of 200.000 deaths occurs annually. Anthelmintics
are used for the treatment and control of the
human schistosomiasis, considering that no
vaccines are yet commercially. Resistance to
medical  anthelmintics has  occurred in
schistosomes and can be expected to increase
concomitantly ~ with  continued use  of
chemotherapeutic agents [1].

The drug discovery and development process
takes a long time and is expansive. To design a
drug totally from scratch is theoretically possible,
but it complex and usually unnecessary. The lead
compounds can often be modified and provide
starting points for the synthesis of analogues.
Niridazole, chemically 1-(5-nitro-2-thiazolyl)-2-
imidazolidinone, was employed in the second
decade of XX century for the treatment of
schistosomiasis infections. Its efficacy is good but
it presents serious drawbacks, such us the need
for multiple oral doses and the occurrence of side
effects. For this reason, it is recommended to
synthesize chemical analogues with potential
antischistosomal activity [2].

Since chemotherapy is used to control
schistosomiasis and because drug resistance has
appeared in field isolates and in laboratory strains
of schistosomes, this work emphasizes research
on imidazolidinone derivatives to potential
antischistosomal compounds.

Experimental methods

e  Materials

The synthesis and physicochemical properties of
3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-fluoro-benzylidene)-
imidazolidine-2,4-dione ~ (FZ-7) has  been
described [3]. This compound was synthesized by
aldolisation-crotonisation reaction from 4-fluoro-
benzaldehyde and 3-(4-chloro-benzyl)-
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imidazolidine-2,4-dione in the Laboratory of
Design and Synthesis of Drugs, Departamento de
Antibioticos (Figure 1).

Figure 1  3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-fluoro-
benzylidene)-imidazolidine-2,4-dione (FZ-7)

e Determinations of in vitro activity of FZ-7

In vitro models are available which can be used to
study the susceptibility of schistosomes isolates to
drugs [4]. The BH (BH - Belo Horizonte, MG,
Brazil) strain of S. mansoni was routinely
maintained in our laboratory by standard passage
through Biomphalaria glabrata. Adult male and
schistosomes, obtained by perfusion of untreated
mice infected 8-12 weeks earlier [5] were
maintained suspended in vitro in RPMI-1640
medium supplemented with HEPES, foetal bovine
serum, Penicillin, and Streptomycin. Incubation
was carried out at 37°C in 5% CO, atmosphere.
The effect of FZ-7 on the viability of the S.
mansoni was examined by incorporating the drug
into the medium employed for parasite culture.

The drug at appropriate concentrations (80 and
120 pg/ml) was dissolved in DMSO (1.5% v/v).
This solvent concentration did not affect worms
mortality, pairing, and motility. In all experiments
two adult worm, paired or unpaired were placed
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in multi-well plastic tissue culture dishes. A
minimum of 18 worms was used in each
treatment group. Motility, pairing, and mortality
was observed under inverted microscope at 15
days after FZ-7 addition. Control worms were
treated with DMSO and were included in every
experiment. Parasites were considered dead when
no movement could be detected over a 3-min
period.

Results and discussion

At 80ug/ml, FZ-7 had little effect on parasite
mortality and pairing, but produced marked
decreases in worm motility within the first 24
hours. The Figure 2 shows that at 120pug/ml was
observed reductions in schistosome pairing. FZ-7,
as well Niridazole, showed a lethal action more
important on female worms than on male S.
mansoni [6].

100 Il Unpaired
[_]Female mortality

80+

60

Efficacy (%)

40

20

. o L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (Days)

Figure 2 The efficacy of FZ-7 at 120ug/ml
against female mortality (white) and unpaired
(black) of S. mansoni maintained in vitro for 15
days

The experiments show that the exposure to the
FZ-7 resulted in the death of 35% female and this
lethal effect was dependent on drug concentration
and time incubation. The degree of cell damage
caused by FZ-7 treatment was more severe than
the effect observed in worms without drug. It was

observed ballooning of the tegument on treated
group.

Conclusion

Our results indicate that this compound is
deleterious to S. mansoni maintained in vitro.
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Abstract

Tropical diseases affect hundreds of millions of people, most them are poor. They
impede social and economic development in the poorest countries, and cause great
suffering to those affected. Tools (e.g. drugs, vaccines, diagnostics) and strategies to
control tropical diseases often fail, due to difficulties in implementation or development
of drug resistance, for example. Research is needed to generate new knowledge, and to
develop new and improved tools, methods and strategies for the disease control. In the
search for compounds with schistosomicidal activity, the present work describes
chemotherapeutic investigations on (Z)3-benzyl-5-benzylidene-imidazolidine-2,4-dione
or (Z) 3-benzyl- or 3-(2-oxo-2-phenyl-ethyl)- 5-benzylidene-2-thioxo-imidazolidin-4-
one derivatives with different substituents in position para of the phenyl rings. This
study clearly showed that 3-(4-cloro-benzyl)-5-(4-nitro-benzylidene)-imidazolidine-2,4-
dione FZ-4, a nitro derivative on benzylidene, was more active than chloro, bromo and
unsubstituted compounds in producing mortality of Schistosoma mansoni adult worms
maintained in vitro.

Palavras chave: Imidazolidinonas, Schistosoma mansoni, Susceptibilidade in vitro.

Introduciao

A esquistossomose ¢ uma infeccdo parasitaria causada por espécies de vermes
trematodeos, cujo hospedeiro efinitivo € o homem. A doenca acomete cerca de 200
milhdes de pessoas das regides tropicais e subtropicais da Terra. Sua distribuicdo ¢
determinada pela espécie, as quais provocam diferentes formas clinicas da doenga. A
esquistossomose intestinal, causada pelo S. mansoni, ¢ endémica em varias partes da

Africa, América do Sul e Mediterraneo oriental. Os vermes adultos, os quais ndo se
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multiplicam no corpo humano, desenvolvem-se nas veias porto-hepaticas, e acasalados

0s seguem para as veias mesentéricas local onde fazem a oviposi¢do. As seqiielas da
doenca sdo causadas predominantemente pelos ovos, muitos dos quais sdo excretados
nas fezes, mas uma boa quantidade sdo arrastados até o figado ou ficam no intestino
grosso, induzindo a formagdo de granulomas e reagdes fibrdticas. A infeccdo severa
cronica pode resultar em hipertensdo portal caracterizada por hepato-esplenomegalia,
varizes esofagicas e ascite. Pela inexisténcia de vacinas e de agdes eficazes em satde
publica, as drogas sdo as principais ferramentas no controle da esquistossomose.

A quimioterapia ‘“moderna” contra esquistossomose iniciou-se em 1918, quando
acidentalmente, constatou-se o primeiro tratamento com éxito da doenca utilizando
tartarato de antimoénio e potassio (Christopherson, 1918). Esta droga foi usada até a
Segunda Guerra Mundial, época em que o lucantone foi introduzido na clinica. Um
periodo de intenso progresso ocorreu na década de 1960 com a introducao da emetina,
niridazol, hicantone, oxamniquine e metrifonato. Este periodo culminou em 1977 com a
sintese do praziquantel, atualmente droga de escolha no tratamento da esquistossomose.
Apesar do importante passo dado ha mais de duas décadas no tratamento clinico da
esquistossomose, na ocasido da introdu¢ao na terapéutica do praziquantel, ainda hoje no
mundo, das 200 milhdes de pessoas infectadas, 120 milhdes sdo sintomadticas e 20
milhdes desenvolvem a forma grave da doenca, ressaltando as 600 milhdes que se
encontram em situacdo de risco (Capron, 1998). Além do praziquantel, a outra
alternativa disponivel na quimioterapia da esquistossomose ¢ recomendada pela WHO ¢
o oxamniquine (WHO, 1999). Pela comprovada eficicia do praziquantel, como
conseqiiéncia da sua utilizagdo indiscriminada e praticamente exclusiva na maioria das
areas endémicas, dois potenciais perigos t€ém surgido: Primeiro, a possibilidade de que
pesquisas envolvendo novas drogas sejam interrompidas ou nem mesmo iniciadas,
provocando inclusive o desinteresse de centros de pesquisas e das companhias
farmacéuticas em desenvolverem novos medicamentos. O segundo, ap6s o pioneiro
relato de resisténcia a uma droga esquistossomicida apresentado por Rogers e Bueding
em 1971, a possibilidade de ocorrer a emergéncia de cepas de Schistosoma
praziquantel- e oxamniquine-resistentes (Danso-Appiah, De Vlas, 2002; Cioli, 2000;
Coles et al., 2001; Grover et al., 2001; Morgan et al., 2001).

A quimioterapia representa hoje o inico recurso imediato para minimizar a prevaléncia

e a incidéncia da esquistossomose no mundo (Cioli et al., 1995). Em busca de novos
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agentes ativos na esquistossomose, o niridazol, apresenta-se como protdtipo pela
presenga do anel imidazolidindnico, o qual confere, além da atividade anti-helmintica,
outras propriedades biologicas. A atividade esquistossomicida demonstrada pelas
imidazolidinonas e de andlogos estruturais norteiam as investigagdes na busca de novas
drogas que apresentem maior seletividade pelos alvos celulares do S. mansoni. A
preparagdo e avaliacdo da atividade esquistossomicida de novos heterociclos
pentagonais imidazolidindnicos certamente contribuira no desenvolvimento de novas

drogas contra esse parasito humano.

Métodos

Drogas

Os compostos imidazolidinonicos estudados foram sintetizados no Laboratorio de
Planejamento e Sintese de Farmacos da UFPE mediante a utilizagdo de duas diferentes
vias de sintese. Os derivados da série imidazolidina-2,4-diona, FZ-2B, FZ-3A e FZ-4,
foram preparados pela alquilacdo do anel imidazolidinico utilizando-se o 4-cloro-benzil-
cloreto, seguido da condensacao tipo Knoevenagel com benzaldeidos clorado e nitrado
(Goes et al., 1991). As tioxo-imidazolidinonas NN-129, NN-139, NN-140 e NN-142
foram obtidas através de uma reacdo de adi¢ao nucleofilica tipo Michael, utilizando-se
¢ésteres 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila, seguido da alquilacdo com os cloro-metil-
benzeno ou os 2-cloro-1-fenil-etanonas correspondentes (Tabela 1). Teoricamente as
imidazolidinonas em estudo podem existir sob duas formas diastereoisoméricas, porém
as moléculas isoladas apresentaram-se isomericamente puras. Adicionalmente, a
configuragdo Z foi comprovada através de estudos cristalograficos realizados com

analogos estruturais (De Simone et al., 1995; 1996).

Susceptibilidade in vivo do S. mansoni frente a 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (FZ4)

Nos ensaios in vivo para avaliacdo da atividade esquistossomicida de drogas utiliza-se
camundongos infectados com S. mansoni (cepa BH-Belo Horizonte, Brasil) e verifica-
se a alteragdo do oograma, estudo que avalia o desenvolvimento dos ovos de S. mansoni
encontrados na parede intestinal distal do hospedeiro, sob a agdo dessas drogas. A
susceptibilidade do S. mansoni é entdo avaliada pela presenca de animais com alteragao

de oograma: ¢ considerado alterado quando estiverem ausentes um ou mais dos estadios
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correspondentes a ovos imaturos (Pellegrino e Faria, 1965; Katz et al. 1966; Katz e

Pellegrino, 1973; Coelho e Pereira, 1991).

Susceptibilidade in vitro do S. mansoni frente a derivados imidazolidinonicos
A susceptibilidade de vermes adultos de S. mansoni, mantidos in vitro em meio de

cultura RPMI 1640 enriquecido, frente a drogas ¢ avaliada quanto a sua atividade
motora, alteragcdes no tegumento e taxa de mortalidade (Badr et al., 1999; Barth et al.,
1996). Apds remogao dos vermes adultos de camundongos, os mesmos sao lavados no
meio e, em seguida, em duplas, sdo transferidos para placas estéreis de 35mm de
didmetro contendo 2mL de meio e incubados a 37°C, em atmosfera imida contendo 5%
de CO, Apdés um periodo de 2 horas de adaptagdo, adicionam-se as drogas em
concentragdes variadas. Sao realizadas triplicatas para cada concentragdo utilizada. Os
parasitos sdo mantidos durante 15 dias sendo monitorados a cada 24 horas para

avaliacdo do seu estado geral.

Resultados e Discussiao
Na avaliagdo da susceptibilidade in vivo do S. mansoni frente a 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-

nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (FZ-4) foram utilizadas concentragdes de
50mg/kg, administrada em dose Unica, pelas vias oral (VO) e intraperitoneal (IP), e de
10mg/kg de peso corporal, administrada cinco vezes a cada 24 horas, pelas mesmas
vias. Os resultados obtidos, expressos em percentagem de ovos invidveis contidos em
lg de fragmento intestinal de camundongos fémeas, apds 15 dias de tratamento com
FZ4, encontram-se na Tabela 2.

Os resultados relativos a viabilidade de ovos de S. mansoni analisados em fragmento da
por¢do distal do intestino grosso de camundongos fémeas demonstraram, nos grupos
controles, que a percentagem de ovos viaveis foi maior do que a de ovos invidveis,
indicando uma predominancia das formas imaturas e maduras viaveis e, portanto,
capazes de manter a evolucdo parasitaria. Quando submetidos ao tratamento com FZ-4
os resultados mostraram-se inversos. A inviabilidade dos ovos, somada a auséncia de
uma das fases evolutivas dos estddios imaturos vidveis, demonstrou o efeito bioldgico
do composto testado. O grupo tratado por via IP, em cinco doses consecutivas de
10mg/Kg, teve um acréscimo de 69% de ovos invidveis. Quando a mesma via foi
empregada com a dose unica de 50mg/Kg, observou-se um aumento de apenas de 4%,

quando comparado ao controle. O tratamento por VO apresentou um aumento de
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inviabilidade de 56 e de 30%, respectivamente para as dose de 5x10 e de 50mg/Kg. O
esquema terapéutico em 5 doses diarias de 10mg/Kg evidenciou ser mais efetivo em
inviabilizar os ovos de S. mansoni.

A susceptibilidade do S. mansoni mantidos in vitro frente a derivados
imidazolidinonicos, na dose de 120ug/mL, foi observada a cada 24 horas durante 15
dias. Os vermes controles foram mantidos em meio de cultura acrescido de DMSO
(1,5%), solvente utilizado para dissolugdo das drogas. As percentagens de mortalidade
de vermes adultos ao final de 15 dias sao mostrados na Tabela 3.

FZ-4, composto nitro substituido no anel benzilidénico, mostrou-se o mais ativo
entre os compostos ensaiados, causando o efeito maximo em 12 dias. Enquanto que FZ-
2B, derivado ndo substituido neste mesmo anel, ndo causou efeitos deletérios nos
vermes adultos de S. mansoni, embora tenha provocado acentuada redug¢do na
motilidade. A substitui¢do do grupo nitro do composto FZ-4 pelo atomo de cloro
provocou uma diminuicdo da susceptibilidade, ocasionando uma mortalidade de 24,32%
em FZ-3A.

Os ensaios realizados com a série NN, substituida no nitrogénio em posicao 3 do
anel 2-tioxo-imidazolidin-4-ona por radicais benzila ou fenacila e em posi¢ao 5 por um
radical para-bromo-benzilideno, demonstraram que o tratamento com o derivado NN-
140 provocou a mortalidade de 82,50% dos vermes. Neste composto, quando
comparado ao NN-139, inversamente ao que aconteceu com a série FZ, a substitui¢do
do 4atomo de cloro pelo grupo nitro aboliu a atividade do NN-139 frente ao S. mansoni.
Por sua vez, 31,11% dos vermes mostraram-se sensiveis ao composto NN-142, derivado
para-nitro substituido. O derivado NN-129 ndo apresentou atividade frente a S. mansoni
mantidos in vitro. O grupo controle permaneceu viavel durante os 15 dias de ensaio.
Exame em microscopico invertido (60x) mostrou que todas as drogas causaram danos
na superficie nos vermes, observando-se a presenca de vesiculas no tegumento
semelhantes as citadas primeiramente por Shaw e Erasmus (1977). Este efeito foi

dependente do tempo de exposic¢ao.

Conclusoes
O grupo nitro ¢ considerado parasitoférico devido a sua indispensavel, ou no minimo

favoravel, contribui¢do para a atividade antiparasitaria de um grande niimero de nitro-
derivados, notadamente furanos, tiofenos, tiazois e imidazois. A presenca deste grupo

em derivados imidazolidina-2,4-dionas conferiu melhor atividade esquistossomicida,
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como observado em FZ-4. Os parasitas mostraram-se menos sensiveis aos derivados 2-
tioxo-imidazolidinonas, nos quais procedeu-se a substituicdo do carbonila em posicao 2
do anel heterociclico pelo grupamento tioxo. Os efeitos causados pelos derivados
imidazoldinonicos in vitro sobre a integridade do tegumento e viabilidade de vermes
adultos de S. mansoni, assim como a interrup¢do da oviposicdo pelo oograma
mostrando auséncia de um dos estadios evolutivos, estimulam as pesquisas para sintese

e avaliacdo bioldgica de novas moléculas.
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Tabela 1- Estrutura dos derivados imidazolidinonicos
H N N~ RZO Rs
i N
H

o

R1

Composto Ry X R, R;
FZ-2B H (0] CH, Cl
FZ-3A Cl 0O CH, Cl

FZ-4 NO, O CH, Cl
NN-129 Br S CH,C (I
(0]
NN-139 Br S CH, NO,
NN-140 Br S CH, Cl
NN-142 Br S CHzC NOz
(0]

Tabela 2- Percentagem de ovos em lg de fragmento intestinal de camundongos fémeas
sob acdo da FZ-4, na dose unica de 50mg/Kg e na dose de 10mg/Kg, a cada 24 horas
durante cinco dias e administrada pelas vias oral (VO) e intraperitoneal (IP).

1P IP VO VO
mg/Kg mg/Kg
Controle 5x10 50 Controle 5x10 50

Percentagem de ovos
nao vidveis por
18 41 87 45 23 36 79 66

grama de fragmento

intestinal

Tabela 3- Susceptibilidade de vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro frente a
derivados imidazolidinonicos na dose de 120pug/mL, durante 15 dias.

Composto % Mortalidade
FZ-2B 0
FZ-3A 24,32

FZ-4 100

NN-129 0

NN-139 0

NN-140 82,50

NN-142 31,11
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Abstract: In the search for compounds with schistosomicidal activity, the present work
describes chemotherapeutic investigations on (Z)-3-benzyl-5-benzylidene-imidazolidine-
2,4-dione derivatives with different substituents in position para of the benzylidene ring.
This study clearly showed that FZ-4, a nitro derivative, was more active than chloro and
unsubstituted compounds in producing mortality of Schistosoma mansoni adult worms

maintained in vitro.
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Introduction

Schistosomiasis is one of the major diseases in the developing world. In several areas of
South and Central America, Africa, and Asia, schistosomiasis has been considered a very
important parasitic infection in human beings. At present, 200 million people are infected,
among them 120 million are symptomatic and 20 million have severe disease. 600 million
people are at risk situations in endemic regions. Anthelmintics are used for the treatment
and prevention of the human schistosomiasis, considering that no suitable vaccines are yet
commercially available (Chitsulo et al 2000). Only three drugs are currently available for
the treatment of schistosomiasis and recommended by WHO: metrifonate, oxamniquine
and praziquantel. Antimonials, hycanthone and niridazole now have been largely replaced
because of their greater toxicity. Praziquantel is the drug of first choice for schistosomiasis
in mass treatment programs due mainly to its activity against all schistosome species. Since
some resistant strains to praziquantel have been described (Cioli 1998, Doenhoff et al.
2000) the availability of only two schistosomicidal drugs is very dangerous. Thus WHO
and the scientific community have recommended to develop new drugs and to test the
schistosomicidal properties of alternatives drugs (WHO 1998). In order to design a drug
with a particular biological activity, the medicinal chemist requires a lead compound — a
compound that shows useful pharmaceutical activity. The activity level may not be high
and there may be undesirable side-effects, but the lead compound provides an starting
point. By altering the structure, an useful drug may be developed with improved activity
and reduced side-effects (Patrick 1997). Some nitrofurans were synthesized and tested to
explore for antischistosomal drugs. In the early 1960s, furapromidium (F30066) was

widely used in China on animal and human infections with S. japonicum (Werbel 1970).
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Niridazole, chemically 1-(5-nitro-2-thiazolyl)-2-imidazolidinone, was employed in the
second half of the 20th Century for the treatment of schistosomiasis infections, its efficacy
is good but presents serious drawbacks, such us the need for multiple oral doses and the
occurrence of side effects. Trams-5-amino-3-[2-(5-nitro-2-furyl)vinyl]-1,2,4-oxadiazole
(SQ18506), a molecule bearing some structural similarity to niridazole, demonstrated
antischistosomal activity (Robinson et al. 1970). In our laboratory we synthesized (Z)-3-
benzyl-5-benzylidene-imidazolidine-2,4-dione compounds structurally related analogues of
Niridazole with potential schistosomicidal activity. Using imidazolidinedione derivatives
containing chloro and nitro substituents, we studied the susceptibility of Schistosoma

mansoni adult worms.
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Materials and methods

The BH (BH - Belo Horizonte, MG, Brazil) strain of S. mansoni was routinely
maintained at LIKA (Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami) by standard passage
through Biomphalaria glabrata snails provided by the Department of Parasitology
(Universidade Federal of Pernambuco, Brazil). Adult male and female schistosomes,
obtained by perfusion using dissecting needles were recovered from the mesenteric and
portal veins of untreated Swiss albino mice, weighing 18-22¢, infected 8-12 weeks earlier
(Duvall & Dewitt 1967). There are models available which can be used to study adult
worms susceptibility of Schistosoma mansoni to drugs in vitro (Mercer & Chapell 1985).
The worms were maintained in RPMI-1640 medium (Sigma) buffered to pH 7.5,
supplemented with HEPES (20mM), 10% foetal bovine serum (Cultilab), penicillin
(100U/mL), and streptomycin (100mg/mL). Incubation was carried out at 37°C in a humid
atmosphere containing 5% CO,. The effect of imidazolidinedione compounds on the
viability of the S. mansoni was examined by incorporating the drugs into the medium
employed for parasite culture. The drugs, at appropriate concentrations, were dissolved in
DMSO (1.5% v/v). This solvent concentration did not affect worms mortality, pairing, and
motility. In all experiments two adult worm, paired or unpaired were placed in multi-well
plastic tissue culture dishes. A minimum of 30 worms was used in each treated and control
groups. Worms viability was observed under an inverted microscope until 15 days after
drugs addition. Control worms just treated with DMSO were included in every experiment.
Parasites were considered dead when no movement could be detected over a 3-min period.

Strict aseptic techniques were used throughout the experiments.
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The synthesis and physicochemical properties of (Z)-5-benzylidene-3-(4-chloro-
benzyl)-imidazolidine-2,4-dione (FZ-2B), (Z)-3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-chloro-
benzylidene)-imidazolidine-2,4-dione (FZ-3A), and (Z)-3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-nitro-
benzylidene)-imidazolidine-2,4-dione (FZ-4) have been described (Goes et al. 1991, Lima
et al. 1992). These compounds were synthesized by Knoevenagel condensation reaction
from benzaldehyde compounds and 3-(4-chloro-benzyl)-imidazolidine-2,4-dione in the

Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos, Departamento de Antibioticos (Fig.

).

Fig. 1- Structure of imidazolidinedione derivatives: FZ-2B R=H; FZ-3A R=Cl; FZ-4
R=N02.
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Results

The viability in vitro of adult worms was observed with different concentrations of the
imidazolidinedione derivatives. FZ-2B at concentrations of 40, 60, and 100pg/mL had no
effect on parasite mortality, but 8% mortality of male worms was observed after 120pg/mL
addition to the culture. In the presence of FZ-2B, the motility of the worms was
considerably reduced after 24 hours. The effects of incubation in vitro of FZ-3A and FZ-4
against the BH isolate of S. mansoni are presented in Fig. 2 e 3, respectively. These figures
show that the exposure to the drug resulted in the death of the parasites and this lethal
effect was dose- and time-dependent. FZ-3A at three concentrations had little effect on
parasite mortality. Better activity was shown with FZ-4, a drug that contains the nitro
group in the para position of benzylidene ring. The control groups were not affected for up
to 15 days of observation and all worms remained paired throughout the observation period
and exhibited vigorous activity. The degree of cell damage caused by FZ-2B, FZ-3A, and
FZ-4 was more severe than the effect observed in worms without drug. Light microscope
observations of whole worms showed a progressive tegumental vesiculation of the
parasites, analogous to the tegumental ballooning observed by Shaw & Erasmus (1977).

The amount and extent of this damage was proportional to the time exposure.
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Fig 2- The efficacy of FZ-3A at 80, 100, and 120pg/mL against adult worms of

Schsitosoma mansoni maintained in vitro for 15 days.

72



—m— FZ4 60pg/mL
1007 _e— Fz4 120ug/mL (35 Sl Bt

{ —a—Fz4 180ug/mL A/ 4 /
go4 —Vv— Controle

] / v
60 -

% Mortality
»
o
\

40 H s °
u
4 /A/ /
l/.
20 ‘/o
4 ./
_u/"e
0-T—Ietct4v—v—v—v—v—v—v—v—v—v—v—v
rrrrrrrrr~ 1~ 11 1+ 1717 rrrrrTrT17r T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Time (Day)
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mansoni maintained in vitro for 15 days.
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Discussion

The structural formula of an organic compound, in principle, contains coded within
it all of the information which predetermines the chemical, physical, and biological
properties of that compound. Biological activity may depend not only on how well the
compound interacts with its receptor, but also on a whole range of physical features such as
basicity, lipophilicity, electronic distribution, and size. The idea of varying substituents is
to attach a series of substituents such that these physical features are varied one by one. In
reality, it is rarely possible to change one physical feature without affecting another. For
aromatic compounds, a favorite approach is to vary the substitution pattern. This may give
increased activity in the relevant binding groups are not already in the ideal position for
bonding.

The electronic effects of various substituents will clearly have an effect on a drug’s
ionization or polarity. This in turn may have an effect on how easily a drug can pass
through cell membranes or how strongly it can bind to a receptor.

The nitro group gives more activity on FZ-4 than that unsubstituted and chloro
substituted compounds in the same position. In the para position, the electron withdrawing
power of the nitro group is due to the resonance influence. An electron withdrawing nitro
group will affect the basicity of an aromatic compound more significantly if it is in the
para position rather than the meta position. It is know that varying the basicity of a
nitrogen atom may have a biological effect (Andrews et al. 1984).

The nitro group is considered as parasitophoric because it is an indispensable, or at

least very favorable, factor for the antiparasitic activity of a great number of nitro
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derivatives, mainly of furans, thiophenes, and thiazoles. The main effects exerted by the
nitro group are physicochemical, biochemical, and pharmacological (Korolkovas 1988).

If the substitution pattern is ideal, then we can try varying the substituents
themselves. Substituents of different sizes and electronic properties are usually tried to see
if steric and electronic factors have any effect on activity. It may be that activity is
improved by having a more electron withdrawing substituent, in which case nitro

substituent might be tried in place of a chloro substituent.
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Abstract
Ultrastructural observations were made on the tegument of

Schistosoma mansoni after 24 h treatment with three imidazolidine

derivatives. Treatment with FZ-4 at 120ug/ml, the general changes observed
in male worms were a body wrinkled, damage of the oral sucker, decrease in
the size and disorganization of the tubercules, whereas in females the most
prominent alteration was severe tegumental erosion with peeling or rupture of
the surface. Treatment with JT-59 caused slight damage to the tegument.
Male worms showed shortening of ridges in close proximity of the tubercules
and numerous diminutive blebs emerging from the tegument; female worms
showed peeling away and focal erosion of the surface. Treatment with JT-62,
induced severe tegumental damage in male worms including erosion with
exposure of internal structures. Female worms showed throughout all
tegument innumerous protuberances and deep grooves.

The range of ultrastructural abnormalities in the S. mansoni tegument caused
by imidazolidine derivatives possibly indicated a novel antischistosomal
compounds.

Key-words: S. mansoni, imidazolidine derivatives, scanning electron

microscopy.
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1. Introduction

The tegument of Schistosoma mansoni is an important structure

involved in nutrition absorption (Pappas and Read, 1975; Carlisle and
Weisberg, 1978), in secretion of some products (Wilson and Barnes, 1979),
and in protection from the immune response of the host (Cox, 1979; Lima et
al, 1994). For that reason, the tegument is of crucial importance as a target for
antischistosomal drugs.

Several studies have demonstrated that drugs active against
schistosomiasis promote severe damage to the tegument. Praziquantel, the
drug of choice for schistosomiasis, produces rapid and extensive tegumental
alterations (Mehlhorn et al, 1981; Lima et al, 1994; Fallon et al, 1996).
Similar tegumental alterations have been described with the use of
oxamniquine to treat S. mansoni infections (Kohn et al, 1982; Fallon et al,
1996). Recently, the drug artemether, a derivative of artemisinin have been
shown to cause extensive and severe damage to the tegument of adult and
juvenile forms of S. mansoni (Xiao et al, 2000a; Xiao et al, 2001).

Others kinds of compounds that show antischistosomal activities are
imidazolidine derivatives. In fact, several biological activities have been
related to imidazolidine compounds. The phenytoin (5,5-diphenyl-2,4
imidazolidinedione) is used largely as anticonvulsant (Hardman, et al, 1996).
Others derivatives present activities such as platelet aggregation inhibition
(Barraclough et al, 1989), bactericidal and fungicidal (Marton et al, 1993),
hypoglycaemic (Ware 1950; Soliman et al, 1981), and tuberculostatic effects
(Brandao et al, 1997). The antischistosomal activity of imidazolidinone
derivatives was attained from niridazol, the 1-(5-nitro-2-thiazolyl)-2-
imidazolidinone (Lambert, 1964), which had been employed in the sixties and

seventies’s. Others imidazolidine compounds also showed antischistosomal
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activity in mice infected with S. mansoni (Werbel and Elslager, 1977;
Benazet and Leroy, 1974). These observations induced us to test new
imidazolidine derivatives synthesized in the Laboratorio de Planejamento e
Sintese de Farmacos, Departamento de Antibioticos da Universidade Federal

de Pernambuco.
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2. Materials and methods

2.1. Parasites and mice

The BH (BH - Belo Horizonte, MG, Brazil) strain of S. mansoni was
routinely maintained at Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami by

standard passage through Biomphalaria glabrata snails provided by the

Department of Tropical Medicine (UFPE). Adult male and female
schistosomes were obtained by perfusion using dissecting needles from the
mesenteric and portal veins of Swiss albino mice, which had been infected 8-

12 weeks earlier; weigh at infection 18-22 g (Duvall and Dewitt, 1967).

2.2. Drugs
The synthesis and physicochemical properties of (Z)-3-(4-chloro-

benzyl)-5-(4-nitro-benzylidene)-imidazolidine-2,4-dione (FZ-4) has been
described (Goes et al, 1991; Lima et al, 1992). (Z)-3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-
fluoro-benzylidene)-1-methyl-2-thioxo-imidazolidin-4-one (JT-59) and (Z)-5-
(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-3-(4-phenyl-benzyl)-2-thioxo-imidazo-lidin-
4-one (JT-62) are original compounds. These derivatives were synthesized by
the Knoevenagel condensation reaction from benzaldehyde compounds and

substituted imidazolidines.
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Fig. 1- Structure of imidazolidine derivatives. FZ-4: R=NO,, R,=H, R;=0,
R4:C1, JT-59: R1:F, R2:CH3, R3:S, R4: Cl, JT-62: RIZF, RZZCHg, R3:S,
R4=CsHjs

2.3. In Vitro Treatment

To study the susceptibility of adult worms S. mansoni to drugs in vitro
we used methods previously described (Mercer and Chapell, 1985). The
worms were maintained in RPMI-1640 medium (Sigma) buffered to pH 7.5,
supplemented with HEPES (20mM), 10% foetal bovine serum (Cultilab),
penicillin (100U/ml), and streptomycin (100mg/ml). Incubation was carried
out at 37°C in a humid atmosphere containing 5% CO,. The effect of
imidazolidine compounds on the viability of the S. mansoni was examined by
addition of the drugs into the medium employed for parasite culture. The
drugs were dissolved in DMSO (1.5% v/v) at 60, 80, 120, 180 and/or 240
ng/ml. This solvent concentration did not affect worms mortality, pairing, and
motility. In all experiments, female and male adult worms, paired or unpaired,
were placed in multi-well plastic tissue culture dishes. Worms viability at 120
ug/ml was observed under a inverted microscope until 5 days after drug
addition. Control worms treated only with DMSO were included in every
experiment. Parasites were considered dead when no movement could be
detected over a 3-min period. Strict by aseptic techniques were used
throughout the experiments. The drug concentration chosen for scanning
electron microscopy was 120 pg/ml, since for the most imidazolidine
derivatives tested in our laboratory, mortality began to be observed at this

dose.
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2.4. Scanning Electron Microscopy

At 24 h after treatment with FZ-4, JT-59 and JT-62 at 120 pg/ml worms
were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) for 2 h
at room temperature. Then, they were washed twice in the same buffer and
post-fixed in 1% osmium tetroxide in phosphate buffer for 1 h at room
temperature. All worms were dehydrated in ethanol, washed several times in
100% ethanol, critical-point-dried in CO,, mounted on stubs, coated with

gold, and examined in a JEOL 25SII scanning electron microscope.
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3. Results

The wviability in vitro of adult worms was observed with different
concentrations of the imidazolidine derivatives. The effects of incubation in
vitro of FZ-4, JT-59 and JT-62 against the of S. mansoni are presented in Fig.
1 and 2. JT-59 and JT-62 at concentration of 60ug/ml had no effect on
parasite mortality. These figures show that the exposure to the drug JT-62
resulted in the death of the parasites and this lethal effect was dose- and time-
dependent. The best activity was shown with JT-62, the drug that contains the
group phenyl in the para position of the benzyl ring. JT-59 and FZ-4 at four
concentrations had little effect on parasite mortality. Control groups were not
affected for up to 15 days of observation and all worms remained paired
throughout the observation period and exhibited vigorous activity.

The morphological features of the tegument in untreated control adult
S. mansoni (Fig. 3 a,b) were similar to those described by others (Machado-
Silva et al, 1997; Xiao et al, 2000a,b).

Effect of FZ-4 — 24 h after in vitro treatment, the drug-induced changes
were observed on the entire surface of the body. The general changes were
body wrinkled, damage of the oral sucker, decrease in the size and
disorganization of the tubercules (Fig. 4a). In all individuals observed,
striking alterations were observed in the tubercules due to their total collapse
and loss of the spines and also to numerous diminutive blebs emerging from
the tegument around (Fig. 4b).

In female worms the most prominent alteration was the tegumental
severe erosion with peeling or rupture of the surface (Fig. 4c). Complete
disappearance of sensorial structures and formation of deep grooves were also

seen (Fig. 4d).
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Effect of JT-59 — After 24 h treatment all worms showed slight damage
to the tegument. Male worms showed shortening of ridges with close
proximity of the tubercules (Fig. 5a). Some of the tubercules presented a
smooth appearance due to the absence of spines (Fig. 5b). Numerous
diminutive blebs emerging from the tegument were also observed (Fig. 5b).
Female worms showed peeling away and erosion of the focal tegument (Fig
5¢,d).

Effect of JT-62 — Erosion with exposure of internal structures of the
tegument was observed in male worms at 24 h after treatment (Fig. 6a). The
tubercules showed severe damage with loss of spines, decrease in size and
collapse (Fig. 6b). In female worms, throughout tegument innumerous
protuberances and deep grooves were observed revealing a severe damage of

the worm surface (Fig.7).
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4. Discussion

At present, praziquantel and oxamniquine are the only antischistosomal
compounds readily available. However, there is a pressing need for research
and development of novel antischistosomals, since have been shown the
development of tolerance or resistance to oxamniquine and praziquantel
(Cioli., 2000).

In the present study of females and males of S. mansoni, the tegumental
alterations induced by imidazolidines were assessed by means of scanning
electron microscopy. All drugs studied produced severe and extensive damage
to the tegument characterized by focal or general peeling and fusion of
tegumental ridges, as well as erosion and collapse of the damaged tegument.
JT-62 and FZ-4 were substantially more active than the drug JT-59 in causing
damage to the tegument of adult S. mansoni. Therefore, the worm tegument is
the critical target for the imidazolidine derivatives as for others
antischistosomal drugs until now studied (Xiao et al, 2000a,b; 2001; Irie et al,
1989; Leitch et al, 1984). Otherwise, in vivo, the loss of the worm integrity
due to occurrence of tegumental lesions and erosions, could be followed by an
exposure of the surface to lethal attack by host cell.

The pattern of tegumental damage resulting from imidazolidine
derivatives treatment was similar to that previously observed in S. mansoni
adults and schistosomules treated with praziquantel (Mehlhorn et al, 1981;
Irie et al, 1989; Lima et al, 1994; Xiao et al, 2000b), oxamniquine (Kohn et al,
1982; Fallon et al, 1996) and artemether (Xiao et al, 2000a; Xiao et al, 2001).
Although, the damage caused by JT-62 and FZ-4 was more severe than the
antischistosomal recommended drugs.

Comparison of worm viability and the tegumental morphology

indicated that lesion may not always results in death, but killing the worms
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appears to be related directly to the intensity to the damage. Indeed, the JT-59
derivative which in all studied doses induced the minor rate of mortality, also
produced discrete tegumental lesions as diminutive vesicles. Other
antischistosomal drugs and host antibodies have been described to induced
surface blebbing in Schistosome. This phenomenon represents a tentative of
repair mechanism when the worm suffer mild surface attack (Leitch et al,
1984).

The present study showed that imidazolidine derivatives are capable of
inducing a range of ultrastructural abnormalities in the S. mansoni tegument.
However, further biochemical and physiological analysis are necessary to
elucidate the mechanism of action by which they breakdown the worm

architecture.

91



References

Barraclough, P., Caldwell, A.G., Harris, C.J., Jackson, W.P. and Whittle,
B.R.J. (1989) Synthesis and platelet aggregation inhibiting activity of 1°-

carboxyl modified hydantoin prostaglandin analogues. J. Chem. Soc. Perkin

Trans. 1, 1815-1821.

Benazet, F. and Leroy, J.P. (1974) Activité de la (nitro-5-thiazolyl-2)-I
imidazolidine thione-2 (26354 R.P.) sur la bilharziose expérimentale des

animaux de laboratoire. Bull. Soc. Pat. E. 3, 287-297.

Branddo, S.S.F., Rocha-Filho, J.A., Chantegrel, J., Albuquerque, J.F.C.,
Ximenes, E.A., Galdino, S.L., Pitta, I.R., Perrissin, M., Luu-Duc, C. (1997)
Synthése et structure des arylaso-imidazolidines et arylidénethiazolidines

substituées. Ann. Pharm. Fr. 55, 206-211.

Cioli, D. (2000) Praziquantel: is there a real resistance and are there

alternatives? Curr. Opin. Infect. Dis. 13, 659- 663.

Carlisle S. and Weisberg LS. (1978) S. mansoni: tracer studies in mice.

Parasitol. 44, 124-35.

Cox, F.E.G. (1979) Death of a Schistosome. Nature 278, 401-402

Duvall, R.H., Dewitt, W.B. (1967) An improved perfusion technique for

recovering adult schistosomes from laboratory animals. Am. J. Trop. Med.

Hyg. 16, 483-486.

92



Fallon, P.G., Fookes, R.E. and Wharton, G.A. (1996) Temporal differences in
praziquantel and oxamniquine induced tegumental damage to adult

Schistosoma mansoni: Implication for drug-antibody synergy. Parasitol. 112,

47-58.

Goes, A.J.S., Lima, M.C.A., Galdino, S.L., Pitta, I.LR., Luu-Duc, C. (1991)
Synthése et activité antifongique des chlorobenzyl benzylidéne

thiazolidinediones et imidazolidinediones substituées. Ann. Pharm. Fr. 49, 92-

98.

Hardman, J.G., Limbird, L.E., Molinoff, P.B., Ruddon, R.W. and Gilman,
A.G. (1996) In: Godman & Gilman (Eds.) — As bases farmacoldgicas da
terapéutica. México: McGraw-Hill Conpanies, 9° edic¢éo, pp. 436.

Irie, Y., Utsunomiya, H., Tanaka, M., Ohmae, H., Nara, T. and Yasuraoka, K.

(1989) Schistosoma japonicum and S. mansoni: Ultrastructural damage in the

tegument and reproductive organs after treatment with levo- and dextro-

praziquantel. Am. J. Trop. Med. Hyg. 41, 204-211.

Kohn, A., Lopez-Alvarez, M.L. and Katz, N. (1982) Transmission and
scanning eletron microscopical studies in the tegument of male S. mansoni

after oxamniquine treatment. Ann. Parasitol. Hum. Comp. 57, 285-291.
Lambert, C.R. (1964) Chemotherapy of experimental S. mansoni infection

with a nitro-thiazole derivative CIBA 32,644-Ba. Ann. Trop. Med. Parasitol.
58, 292-303.

93



Leitch, B. and Probert, A.J. (1984) Schistosoma haematobium: Amoscanate

and adult worm ultrastructure. Exp. Parasitol. 58, 278-289.

Lima, M.C.A., Costa, D.L.B., Goes, A.J.S., Galdino, S.L., Pitta, I.LR., Luu-
Duc, C. (1992) Synthése et activité antimicrobienne de dérivés chlorobenzyl
benzylidéne imidazolidinediones et thiazolidinediones substituées. Pharmazie.

47, 182-184.

Lima, S.F.L.Q., Vieira, L.Q., Harder, A. and Kusel J.R.. (1994) Altered
behaviour of carbohydrate-bound molecules and lipids in areas of the

tegument of adult S. mansoni worms damaged by praziquantel. Parasitol. 109,

469-477.

Marton, J., Enisz, J., Hosztafi, S. and Timar, T. (1993) Preparation and
fungicidal activity of 5-substituted hydantoins and their 2-thio analogs. J.
Agric. Food Chem. 41, 148-152.

Machado-Silva, J.R., Lanfredi, R.M. and Gomes, D.C. (1997). Morphological
study of adult males worms of S. mansoni Sambon, 1907 by scanning electron

microscopy. Mem. Inst. Oswaldo. Cruz 92, 647-653.
Mehlhorn, H., Becker, B., Andrews, P., Thomas, H. and Frenkel, J. K. (1981)

In vivo and in vitro experiments on the effect of praziquantel on S. mansoni:

A light and electron microscopic study. Arzneimittel-Forschung 31, 544-554.

94



Mercer, J.G. and Chapell, L.M. (1985) S. mansoni: effect of maintenance in
vitro on the physiology and biochemistry of adult worms. Parasitol. 90,339-
349.

Pappas, P.A. and Read, C.P. (1975) Membrane transport in helminth
parasites: A review. Exp. Parasitol. 37, 469-530.

Soliman, R.; Feid-Allah, H.M. and Mohamed, H.F. (1981) Preparation and
antidiabetic activity of cyclic sulfonylthiourea derivatives. J. Pharm. Sci. 70,

952-956.

Xiao, S., Binggui, S., Chollet, J., Utzinger, J. and Tanner, M. (2000a)
Tegumental changes in adult S. mansoni harbored in mice treated with

artemether. J. Parasitol. 86, 1125-1132.
Xiao, .S., Binggui, S., Chollet, J. and Tanner, M. (2000b) Tegumental

changes in adult S. mansoni harboured in mice treated with praziquantel

enantiomers. Acta Trop. 76, 107-117.

Xiao, S., Binggui, S., Chollet, J., Utzinger, J. and Tanner, M. (2001)
Tegumental alterations in juvenile S. mansoni harboured in hamsters

following artemether treatment Parasitol. Intern. 50, 175-183.

Ware, E. (1950)The chemistry of hydantoins. Chem. Rev. 46, 403-470.

95



Werbel, L.M. and Elslager, E.F. (1977) Antischistosomal effects of 5-(2,4,5-
trichlorophenyl) hydantoin and related compounds. J. Med. Chem. 20, 1569-
1572.

Wilson, R.A. and Barnes, P.E. (1979) Synthesis of macromolecules by the

epithelial surfaces of S. mansoni: An autoradiographic study. Parasitol. 78,

295-310.

96



Figure 1. Effect on worm viability related to the imidazolidine derivatives
concentration after 5 days treatment
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Figure 2. Time dependence of the effect on worm viability after treatment at
120 pg/ml imidazolidine derivatives
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Legends

Figure 3. Scanning electron micrographs of S. mansoni tegument. (a)
tegument of untreated control male worm (1,050X); (b) Tegument of
untreated control female worm (990X)

Figure 4. Tegumental alterations of S. mansoni 24 h after FZ-4 treatment. (a)
surface of male showing damage in oral sucker, and body wrinkled (150X);
(b) disorganization, collapse of the tubercules (1,500X); (c) surface of female
showing severe extensive erosion, as well as exposure of circular muscle layer

(1,500X); (d) female surface characterized by deep grooves and erosion
(1,500X)

Figure 5. Tegumental alterations of S. mansoni 24 h after JT-59 treatment. (a)
surface of male showing shortening of ridges with close proximity of the
tubercules ( 2,250X); (b) tubercules with smooth appearance, and numerous
diminutive blebs emerging from the male tegument (3,000X); (c) surface of
female showing focal damage (450X); (d) female tegument characterized by
peeling away and erosion (975X)

Figure 6. Tegumental alterations of S. mansoni 24 h after JT-62 treatment (a)
surface of male worm showing erosion with exposure of internal structures
(525X); (b) male surface with severe damaged tubercules and loss of spines
(2,250X)

Figure 7. Tegument of S. mansoni 24 h after JT-62 treatment. Female worm
showing protuberances and deep grooves (1,500X)
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Schistosoma mansoni: efeitos de uma imidazolidina-2,4-diona em
receptores colinérgicos
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Schistosoma mansoni: efeitos de uma imidazolidina-2,4-

diona em receptores colinérgicos

Schistosoma mansoni: effects of an imidazolidine-2,4-dione in

cholinergic receptors

Monica C.P.A. Albuquerque’, Jodo I. Irmao’, José V. Santana?,
E. Malaguefio?, Maria C.A. Lima®, Ivan R. Pitta® e Suely L. Galdino®

Resumo Os estudos sobre os efeitos do composto 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (FZ-4) em receptores colinérgicos de Schistosoma
mansoni foram efetuados através da observacdo visual da atividade motora de vermes
adultos machos mantidos in vitro. O estimulo da motilidade provocado por FZ-4 foi
bloqueado pelo colinomimético carbacol. O sistema nervoso singular do schistosoma,
com caracteristicas farmacofisiolégicas Unicas, pode ser usado para estudo de drogas
destinadas a uso humano e animal e como efetivo ponto de ataque de quimioterapicos.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni. Imidazolidinona. Efeito colinérgico.

Abstract Neuropharmacological studies of compound 3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-nitro-
benzylideno)-imidazolidine-2,4-dione (FZ-4) were conducted in vitro using visual
observations of motor activity. The stimulation of motor activity by FZ-4 was blocked by
the cholinomimetic agent carbachol. The simple nervous system of the schistosome
appears to have many unique pharmacofisiological features which may make it a useful
model for the study of drugs for human and animal uses, as well as providing an effective
point for chemotherapeutic attack.

Key-Words: Schistosoma mansoni. Imidazolidinone. Effect cholinergic.

A esquistossomose mansoni, doenca endémica causada por platelmintos do género

Schistosoma, constitui um importante problema de saude publica em cinqilienta e dois
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paises da América do Sul, do Caribe e da regido oriental do Mediterraneo (WHO, 1998),
atingindo hoje mais de seis milhdes de brasileiros (Katz e Peixoto, 2000). O sistema
nervoso dos trematddeos, aos quais pertencem as espécies do género Schistosoma,
apresenta grande interesse quimico-medicinal pelo fato de representar ponto de ataque para

novos quimioterapicos (Halton e Gustafsson, 1996).

Existem atualmente razoaveis evidéncias sugerindo que a 5-hidroxitriptamina (5-
HT) funciona como neurotransmissor excitatério do S. mansoni, causando aumento da
atividade motora desse parasito humano (Bennett et al., 1969 Hillman e Senft, 1973). Por
outro lado, a acetilcolina (ACh) ¢ atribuida uma fungdo de neurotransmissor inibitorio,
causando paralisia flacida (Barker et al., 1966; Fetterer et al., 1977). Nao apenas a
acetilcolina, mas também os agentes colinomiméticos arecolina e carbacol produzem
paralisia flaicida em vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro. Mellin e
colaboradores (1983) demonstraram que a atividade elétrica extracelular deste parasito
cessa imediatamente apos tratamento com 0,1M de carbacol, mesmo na presenca de uma

concentracao estimulante de 5-HT.
MATERIAL E METODOS

Droga. O composto 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-
diona (FZ-4) (Figura 1) foi fornecido pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de
Farmacos, cuja sintese e propriedades fisico-quimicas estdo descritos em Lima e

colaboradores (1992).
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Figura 1- Estrutura quimica do composto FZ-4

107



Animais. A cepa de S. mansoni foi rotineiramente mantida no Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), através de passagens sucessivas em caramujos
Biomphalaria glabrata fornecidos pelo Departamento de Medicina Tropical. Vermes
adultos machos de schistosoma foram obtidos por perfusdo de veias porto-mesentéricas de
camudongos suicos Mus musculus nao tratados, oriundos do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhaes (FIOCRUZ), pesando 18-22 gramas, infectados previamente por 8-12 semanas
(Olivier e Stirewalt, 1952; Duvall e Dewitt, 1967).

Atividade motora. Em todos os experimentos, seis vermes machos de schistosoma
foram colocados em placas de cultura de 35mm contendo 3mL de meio RMPI 1640
(Sigma), 10% de soro bovino fetal e tamponado com 20mM de HEPES. Apds uma hora de
adaptacdo dos vermes as condi¢des experimentais, com o objetivo de se alcangar o
equilibrio motor dos parasitos, 3 x 10*M de FZ-4 foi adicionada ao meio. A motilidade
dos vermes foi avaliada visualmente 15 e 30 minutos ap6s adi¢do da droga.

Conforme indicado em Mellin e colaboradores (1983), a motilidade foi registrada
atribuindo-se os seguintes escores: 4 (extremamente hiperativo), 3 (hiperativo), 2 (ativo), 1
(normal) e 0 (paralisado). A atividade motora 1 (normal), conferida ao grupo controle, nao
submetido a tratamento, consistiu de ondas peristalticas suaves, com contragdes ao longo
do comprimento do verme e ocasionais movimentos chicoteantes; a porc¢do cefalica
movendo-se ocasionalmente, com a ventosa oral freqlientemente aderida a superficie da
placa. Os estados de paralisia e de excitagdo foram variagdes observadas relativas a este

comportamento normal.

RESULTADOS
Vermes adultos machos de Schistosoma mansoni em presenca de 3 x 10*M de

FZ-4 apresentaram aumento da atividade motora quando comparado ao grupo

controle  (Figura2). Esta alteracdo motora foi caracterizada por freqilientes e
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volumosas ondas peristalticas, que percorriam todo o corpo dos parasitos e acompanhadas
de movimentos ritmicos alternados contracteis e distendidos com o corpo em forma de C,
de forma que dificultava a adesdo das ventosas a base das placas. Apds 30 minutos de
exposicdo ao FZ-4, os vermes mostraram-se mais retilineos e os movimentos mais
intensos. Apés a adi¢io de 10°M de carbacol, observou-se uma redugdo da atividade

motora a qual atingiu completa paralisia aos 15 minutos de exposicdo ao agente

colinomimético.
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Figura 2- Efeito do FZ-4 na atividade motora e paralisia de schistosoma induzido por carbacol. FZ4
foi adicionado no tempo 0. A seta indica a adigdo de 10°M de carbacol, incluindo o controle.

DISCUSSAO

O método visual in vitro para medida da atividade motora tem correspondéncia com
o sistema de medida de quantificagdo do potencial elétrico da superficie do schistosoma.
Segundo Fetterer e colaboradores (1977), a atividade elétrica da superficie do schistosoma

estd intimamente associada com contragdes espontaneas do corpo do verme. O emprego de
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um ou outro método possibilita a avaliagdo de agentes neurofarmacologicos e

esquistossomicidas no sistema neuromuscular do Schistosoma mansoni (Mellin et al.,

1983).

O hicantone e o oxamniquine apresentam atividade anticolinérgica, promovendo
aumento da motilidade de schistosomas. O carbacol, colinomimético de atuacao direta
sobre receptores colinérgicos pds-sindpticos, bloqueia este efeito, promovendo a paralisia
do verme in vitro com concentra¢io de 10*M em 12 minutos. No entanto, essa propriedade
anticolinérgica do hicantone e do oxamniquine ndo apresentou correlagdo com sua
propriedade esquistossomicida uma vez que schistosomas resistentes a esta droga e cepas
de S. japonicum, refratario ao seu efeito esquistossomicida, apresentaram também aumento

da atividade motora (Pica-Mattoccia e Cioli, 1986).

O aumento da atividade motora de schistosomas, devido a a¢ao da imidazolidina
FZ4 foi bloqueado pelo carbacol encontrando semelhancas com os observacdes de Pica-
Mattoccia e Cioli (1986), sugerindo ser o aumento da atividade motora mediada pelo
sistema colinérgico. O padrao do comportamento peristaltico do verme induzido pela
imidazolidina encontra similaridades com os relatos de Senft e Hillman (1977) quando
propdem que os efeitos anticolinérgicos do hicantone contribuem para a morte do verme
por promover perturbacdes peristalticas as quais dificultam a alimenta¢do favorecendo a

morte do parasito por desnutrigdo.
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12- CONCLUSOES

Considerando que a busca de novas moléculas para fins profilaticos ou
terapéuticos representa uma das principais estratégias para controle da
esquistossomose, cuja gravidade € acentuada pelos altos indices de prevaléncia
e pela insuficiéncia de alternativas quimioterapicas para as populagdes das areas
endémicas, os resultados obtidos neste trabalho, conduziram as seguintes

conclusoes:

v Entre os varios derivados imidazolidinicos estudados, foram sintetizados e
devidamente comprovados as estruturas quimicas de novos compostos

imidazolidinicos potencialmente ativos frente ao Schistosoma mansoni, a

saber:

JT-17: 5-(3-Cloro-benzilideno)-3-(4-fenil-benzil)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
JT-57: 3-(4-Fenil-benzil)-5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
JT-62: 3-(4-Fenil-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
JT-67: 3-(4-Fenil-benzil)-5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
JT-58: 3-Benzil-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona

JT-59: 3-(4-Cloro-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
JT-60: 3-(4-Bromo-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
JT-61: 3-(4-Fluor-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona

v' Os derivados benzilideno-imidazolidinicos estudados neste trabalho foram
isolados na forma de um unico isbmero. Os estudos de acoplamento por
espectrometria de RMN "*C—'H, determinando o valor da constante de
acoplamento entre o proéton etilénico e o carbono da carbonila exociclica em
posicao 4, mostraram que os compostos estudados apresentam configuragao
Z

v Os compostos imidazolidinicos estudados, em diferentes concentracgoes,
provocaram consideraveis efeitos sobre a mortalidade, pareamento, atividade
motora e integridade do tegumento de vermes adultos de Schistosoma

mansoni mantidos in vitro. Entre os compostos estudados, destacaram-se FZ-
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4, JT-59 e JT-62 por garantir 100% de mortalidade dos vermes tratados ao

final do periodo de tratamento

v As alteragdes ultraestruturais observadas no tegumento dos vermes adultos
de Schistosoma mansoni, apos tratamento com derivados imidazolidinicos,
foram consideravelmente deletérias, consistindo principalmente de erosao e
descamagao, enrugamento no corpo, danos na ventosa oral, diminuicdo no
tamanho e desorganizagdo dos tubérculos, além de descamacgéo e formagéao

de vesiculas.

v" O estimulo da atividade motora provocado pelo composto 3-(4-cloro-benzil)-5-
(4-nitro-benzilideno)-imidazolidin-2,4-diona  (FZ-4) foi bloqueado pelo
colinomimético carbacol, sugerindo uma acgdo direta deste composto em

receptores colinérgicos

v' A possibilidade de complementagcao e aprofundamento aos conhecimentos
adquiridos, visando, sobretudo, a sintese de novos analogos estruturais
imidazolidinicos, a determinacdo da contribuicdo dos grupos substituintes a
atividade biologica, os estudos das relagbes entre estrutura quimica e
atividade biologica para identificagdo do grupo farmacoforo e elucidagado do
mecanismo de agao a nivel molecular, € de fundamental importancia para dar

prosseguimento a esta pesquisa.
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14- ANEXOS

Anexo 1: Sintese dos derivados 2-tioxo-imidazolidin-4-onas

A sintese dos derivados imidazolidinicos foi realizada mediante a preparagao
inicial da 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona HT-1 (Brandao et al., 2000), seguida
da condensagao tipo Knoevenagel com os benzaldeidos. Esta condensagéo
conduziu aos derivados 5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona
HT-12, 5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona HT-13 e 5-(4-
metil-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona HT-14. Por sua vez, a
substituicdo em posi¢ao 3 dos derivados benzilideno-imidazolidinicos foi realizada
pela utilizacdo do 4-bromo-metil-bifenil em presenca de hidroxido de potassio. As
respectivas estruturas quimicas foram devidamente comprovadas por
espectrometria de massas, espectroscopia de infravermelho e de ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio.

Os procedimentos gerais de sintese e as propriedades estruturais para

esses compostos estao descritas a seqguir:

1-Metil-2-tioxo-5-benzilideno-imidazolidin-4-onas

Uma mistura de 1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-ona HT-1 (1,3g; 0,01mol),
0,012mol do aldeido, 2,5g de acetato de sodio fundido e 10mL de acido
acético foi aquecida a refluxo durante 3 horas. Apds resfriamento, o

produto precipitado foi lavado com acido acético e agua.

1-Metil-2-tioxo-3-benzil-5-benzilideno-imidazolidin-4-onas

Em um baldo de 25mL foi adicionado 1-metil-2-tioxo-5-benzilideno-
imidazolidin-4-ona (0,002mol) dissolvido em 2mL de metanol e em seguida,
sob agitacdo magnética, uma solucédo de (0,12g, 0,0022mol) de KOH em
3mL de metanol foi adicionada. Apos 30 minutos de contato, 0,0025mol de
4-bromo-metil-bifenil foi adicionado a temperatura ambiente e a agitagao foi
mantida por 24 horas. O precipitado formado foi isolado por filtragao,

lavado com agua e depois com éter etilico. Os compostos 1-metil-2-tioxo-3-

132



benzil-5-benzylideno-imidazolidin-4-onas obtidos nesta reacao
apresentaram, apos lavagem, grau de pureza suficiente para realizagao

das analises.
As caracteristicas estruturais, assim como os deslocamentos quimicos

apresentados no RMN1H (5 ppm) dos derivados benzilideno imidazolidinicos em

DMSO-ds 200MHz, encontram-se nas Tabelas 01 e 02, respectivamente.
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Anexo 2
Espectros de identificagcao dos derivados 2-tioxo-imidazolidin-4-onas
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Figura 05: Espectro de massa da 5-(3-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona HT-12
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Figura 06: Espectro de massa da 5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona HT-13
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Figura 07: Espectro de massa da 5-(3-Cloro-benzilideno)-3-(4-fenil-benzil)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona JT-17
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Figura 08: Espectro de massa da 3-(4-fenil-benzil)-5-(3-flior-benzilideno)-1-metil-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona JT-57
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Figura 09: Espectro de massa da 3-benzil-5-(4-flior-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona JT-58
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Figura 10: Espectro de massa da 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona JT-59
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Figura 11: Espectro de massa da 3-(4-bromo-benzil)-5-(4-flior-benzilideno)-1-metil-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona JT-60
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Figura 12: Espectro de massa da 3-(4-flior-benzil)-5-(4-flior-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona JT-61
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Figura 13: Espectro de massa da 3-(4-fenil-benzil)-5-(4-fluor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona JT-62
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Figura 14: Espectro de massa da 3-(4-fenil-benzil)-5-(4-metil-benzilideno)-1-metil-2-
tioxo-imidazolidin-4-ona JT-67
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Anexo 3: Avaliacao da suscetibilidade in vivo do Schistosoma mansoni
frente a derivados imidazolidinicos

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

A- Obtencéo de formas evolutivas do parasito

1- Obtengao de miracidios e infecgdo de moluscos do género Biomphalaria

Apo6s obtencgéo de fezes de camundongos com 50 dias de infecgdo com S.
mansoni, o material € homogeneizado em agua destilada, filtrado em dupla
camada de gaze e deixado sedimentar. Apds 3 lavagens do sedimento, este é
colocado em placa de Petri sob iluminagdo artificial, por 30 minutos, a
aproximadamente 28°C. Apods este periodo de tempo, a placa é levada a lupa

para verificar a presenga de miracidios.

Os miracidios eclodidos sdo contados e capturados utilizando-se lupa e
pipeta Pasteur. Grupos de 05 a 10 miracidios sdo colocados em recipientes de
vidro. Moluscos Biomphalaria, medindo em torno de 10 milimetros de diametro,
sdo expostos individualmente a cada grupo de miracidios durante 2 horas.
Decorrido esse tempo, os moluscos sdo mantidos em aquarios. Apds 45 dias de
infeccdo, os moluscos sao expostos a fonte luminosa para eliminagdo de

cercarias (Standen, 1952).

2- Infeccdo de camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni, cepa
BH (Belo Horizonte)

Camundongos Swiss (Mus musculus), pesando entre 20-25 gramas, s&o

expostos as cercarias do parasito utilizando-se a técnica da imerséo da cauda. Os

camundongos sao expostos pela cauda a suspensao cercariana, contendo
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aproximadamente 80 cercarias por animal (Olivier e Stirewalt, 1952). Apods 2
horas os animais sao devolvidos as suas respectivas gaiolas.
B- Tratamento dos camundongos infectados

Apds 50 dias de infecgdo, os camundongos sdo pesados e submetidos a
tratamento com o derivado imidazolidinico, por via intra peritoneal e via oral em
dose unica de 50 mg/mL e em cinco doses consecutivas de 10 mg/mL. Os
animais controle recebem o veiculo da droga.

C- Avaliacao da suscetibilidade in vivo do S. mansoni

A suscetibilidade do S. mansoni ao derivado imidazolidinico é avaliada através da

alteragao do oograma
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Anexo 4: Avaliagao da suscetibilidade in vitro do Schistosoma mansoni

frente a derivados imidazolidinicos

O procedimento experimental recomendado para avaliacdo da
suscetibilidade in vifro do S. mansoni estd de acordo com os trabalhos
desenvolvidos por Badr et al., 1999 e Barth et al., 1996.

A- Infecdo de camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni

Para infeccdo de camundongos com cercarias de Schistosoma mansoni,

cepa BH (Belo Horizonte) utilizamos o0 mesmo procedimento descrito no anexo 3.

B- Perfusao

A obtencdo de vermes adultos de S. mansoni se da através da perfusao
do sistema porta-hepatico dos camundongos apés 45-50 dias da infecgao (Duvall
e Dewitt, 1967). Os vermes sao expulsos e coletados em placas de Petri contendo
meio de cultura RPMI 1640.

C- Preparo do meio e solugdes para o cultivo de vermes adultos de Schistosoma

mansoni.
E utilizado o meio RPMI 1640 (SIGMA) suplementado e esterilizado.
Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute).
A suspensdo do meio RPMI em agua mili Q obedece as indicagbes do

fabricante.

HEPES - Sal sédico do acido N-(2-Hidroxietil)-piperazine-N’-(2-etanosulfénico)

Concentragao de uso 20mM.

Penicilina 100UI/mL
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Concentragao de 100Ul/mL.

Estreptomicina

A estreptomicina em po6 é pesada de acordo com a quantidade de meio a

ser preparado, de forma que a concentragao final seja 100ug/mL.

D- Avaliacéo da suscetibilidade in vitro do Schistosoma mansoni

Apos remocao dos vermes do hospedeiro definitivo (camundongo), os
mesmos sdo lavados em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM pH=7,5¢
suplementado com penicilina (100Ul/ml), estreptomicina (100ug/mL) e soro fetal
bovino a 10%. Em seguida, os vermes adultos sdo transferidos para placas de
cultura de tecidos contendo 2mL de meio. cada pogo recebe dois vermes, e em
seguida sdo incubados a 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO, Apods
um periodo de 2 horas de adaptagao ao meio, os derivados imidazolidinicos sao
adicionados em concentragbes que variam de 60 a 120ug/mL. S&o realizadas
duplicatas para cada concentragao utilizada. Os parasitos sdo mantidos durante
15 dias sendo monitorados a cada 24 horas para avaliagdo do seu estado geral:

atividade motora, alteragdes no tegumento, taxa de mortatidade e pareamento.
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