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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada causada por parasitos do género
Schistosoma. No Brasil apenas o Schistosoma mansoni transmite esta doenca. A
Organizagdo Mundial de Saude estimou em 2012 cerca de 249 milhdes de pessoas em
risco de adquirirem esta doenca por meio de diferentes espécies e paises. A principal
estratégia no controle desta doenca é o tratamento dos individuos que vivem em &reas
endémicas com o farmaco praziquantel. O praziquantel € o farmaco utilizado em ampla
escala no tratamento desta doenca e atualmente h& casos de resisténcia relatados, sendo
necessario a descoberta de novos farmacos. O reposicionamento in silico é uma estratégia
que reduz o tempo e o custo na busca de farmacos esquistossomicidas. Neste trabalho,
por meio da ferramenta de bioinformatica e com base em estudos anteriores, identificou-
se potenciais novos alvos homdlogos a alvos de farmacos em uso em humanos,
identificando com isso, potenciais novos farmacos esquistossomicidas. Compilou-se uma
lista com os potenciais alvos do S. mansoni que fazem parte das vias esséncias da base de
dados do TDR e encontrou-se os alvos que fazem parte do tegumento na literatura
cientifica. O arquivo com os alvos do S. mansoni continha 1376 alvos, sendo que destes
apenas 61 alvos do S. mansoni possuia homologia com alvos de farmacos associados a
399 farmacos. Apds a remocdo dos farmacos duplicados, farmacos encontrados em
estudos anteriores e ap0s a analise da conservacao do sitio ativo restou 28 alvos do S.
mansoni associados a 102 farmacos que tinha 60% ou mais do sitio ativo. Encontrou-se
alguns farmacos com atividade comprovada e validam o estudo como: artemeter,
lumefantrina, meloxicam. Dentre os farmacos encontrados cerca 18 farmacos foram
selecionados para serem testados e a sua atividade entdo comprovada, utilizando os
seguintes critérios: baixa toxicidade in vivo, patente expirada e um valor de log P
interessante para um farmaco de administrag&o oral.

Palavras chave: controle, Schistosoma mansoni, reposicionamento de farmacos,
bioinformatica.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease caused by parasites of the genus
Schistosoma. In Brazil only Schistosoma mansoni transmits this disease. The World
Health Organization estimated in 2012 approximately 249 million people at risk of
acquiring this disease around the world. The main strategy to control this disease is the
treatment of individuals living in endemic areas with Praziquantel. The drug praziquantel
is used on a large scale in the treatment of schistosomiasis and currently there are reported
cases of resistance, indicating the need to discover new drugs. In silico drug repositioning
is a strategy that reduces the time and cost in the search of anti-schistosomal agents. This
work used bioinformatics tools and methodology based on previous studies, as a means
to identify potential new S. mansoni targets and drug homologs, consequently identifying
potential new schistosomal drugs. A list was compiled with S. mansoni potential targets
that are part of essential processes in the database TDR and the targets that are part of the
tegument were obtained in the scientific literature. The file with S. mansoni targets
contained 1376 targets, and of these only 61 targets associated with 399 drugs had
homology with drug targets. After removal of duplicate drugs, drugs found in previous
studies and after the analysis of the conservation of the active site only 28 S. mansoni
targets associated with 102 drugs had 60% or more of the active site conserved. Some of
the drugs had activity and are interesting to validate this study such as: artemether,
lumefantrine, meloxicam. Among the drugs found 18 drugs were selected to be tested
using the following criteria: low toxicity in vivo, expired patent and a value of log P
interesting for oral administration.

Keywords: control, Schistosoma mansoni, drug repositioning, bioinformatics



1.0. INTRODUCAO
1.1. Doencas Tropicais Negligenciadas

As doengas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um grupo de doencas que afetam
principalmente as populacdes pobres que vivem nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, essas populacdes nao recebem o apoio da comunidade nacional e internacional
(MACKEY et al., 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
existem 17 DTN causadas por: protozodrios, helmintos, virus e bactérias (WHO, 2015).
As DTN’s atingem cerca de 1 bilhdo de pessoas no mundo em 149 paises. Em 2010, um
estudo avaliou o impacto das DTN nas Gltimas décadas em todo o mundo e relatou um
aumento de 111,000 mortes, sendo a maioria na Africa Subsaariana (BHUTTA et al.,
2014).

A disability adjusted life year (DALY) é parametro que tenta quantificar o
impacto dessas doencas na sociedade. O DALY € um calculo da soma da perda de vida
devido a morte prematura adicionado aos anos perdidos devido a invalidez (FENWICK,
2012). O DALY pode ainda ser aprimorado por ndo considerar a perspectiva do paciente
e nem o contexto em que este se inseri, 0 peso das complicagdes cronicas na invalidez
associadas as DTN e a invalidez associada as comorbidades e coinfeccdes (KING;
BERTINO, 2008). O parametro do DALY permite avaliar o impacto dos investimentos
da comunidade internacional nas DTN’s.

A partir do DALY ¢ possivel determinar o impacto de uma doenga na satde
publica e a sua influéncia na capacidade produtiva e econémica de um local
(TORGERSON et al., 2015). O prejuizo no crescimento das criancas, retardo mental,
cegueira, amputacdo e deficiéncia nutricional sdo causadas pelas seguintes DTN’s:
filariose, leishmaniose, esquistossomose, cisticercose, hidatidose, helmintiase transmitida
pelo solo entre outras doencas e afetam mais de um bilhdo de pessoas no mundo
(BOUTAYEB, 2007). Determinados fatores sociais podem agravar o impacto dessas
doencgas nas areas endémicas e estes incluem: género, desemprego, analfabetismo, ma
nutri¢do, poluicdo do ar, instabilidade politica, falta de saneamento basico adequado,
salde e educacdo. Aqueles que vivem na pobreza estabelecem ambientes favoraveis a
transmissdo de patdgenos e vetores e o0 aumento das doencas acentua a pobreza
(diminuicg&o na produtividade devido a invalidez) (BHUTTA etal., 2014). Com o objetivo

de reduzir o impacto global dessas doengas, a OMS elaborou um roteiro denominado de



Declaragédo de Londres de 2012 que teve por meta o controle e a eliminagdo de 10 DTN
até 2020 (WHO, 2013).

As metas propostas na Declaragdo de Londres visam reduzir a morbidade das
DTN por meio de algumas estratégias: facilitar o acesso das populacbes de areas
endémicas aos tratamentos preventivos e aumentar os investimentos nas areas de pesquisa
e inovagéo associada a implementacdo de programas de profilaxia e controle. Ao longo
dos ultimos 15 anos, os resultados das metas implementadas pela OMS surtiram alguns
resultados, como por exemplo: a reducdo em 90% dos casos da tripanossomiase africana
humana, a eliminacdo na Colémbia da oncocercose e a reducédo da leishmaniose visceral
no Bangladesh (WHO, 2015).

As barreiras que dificultam a execucdo das metas propostas pela OMS podem ser
divididas em: fatores ambientais, como os desastres ambientais e as mudancas climaticas,
e os fatores humanos, como o crescimento populacional e a falta de investimento das
empresas (WHO, 2013). O investimento por parte das industrias farmacéuticas nessas
doencas ainda esta bem abaixo do esperado, apenas 200 milhdes por ano paraas 10 DTN,
isso equivale a 2% de todo o investimento (LIESE; HOUGHTON; TEPLITSKAYA,
2014). Para alcancar as metas até 2020 a OMS sugere propostas como: 0 aumento Nnos
investimentos na &rea de pesquisa e inovacao e doagdes de medicamentos por parte das
instituicOes publicas e privadas. Outras metas complementares as metas da OMS séo: a

adequada monitoracdo da fase IV e a avaliacao dos casos de resisténcia das DTN.

1.2. Esquistossomose

A esquistossomose € considerada uma DTN causada por trematddeos do género
Schistosoma sp. que afeta cerca de 240 milhGes de pessoas em 78 paises e 800 milhdes
de pessoas vivem em areas endémicas incluindo criancas e adultos (WEERAKOON et
al., 2015). Seis espécies diferentes de parasitos do género Schistosoma sp. infectam seres
humanos, sendo trés espécies amplamente distribuidas no mundo: S. mansoni (Africa,
Arébia e América do Sul), S. haematobium (Africa e Arabia) e S. japonicum (China e Sul

Asiético) e trés espécies localmente distribuidas: S. intercalatum (Oeste e Centro da



Africa), S. mekongi (Bacia do Rio Mekong) e S. malayensis (Malasia). (GRYSEELS,

2012). A distribuicdo da esquistossomose no mundo (Figura 1).

B Alta (prevaléncia = 50%) = Paises que requeram avaliagio do astatus da ssquistossomoss 2 %
- fim de varificar 32 2 interrupgdo da transmiss3o foi aleangada. c;'
. [ Moderada (prevaléneia 10%:-49%) y
1 Baisa (prevaléncia < 10%)

[ Paises nio endémicos
[ Nio aplicivel

Figura 1-Mapa da distribuicéo da esquistossomose no mundo em 2012. Adaptado de
(WHO, 2013).

O ciclo desses parasitos é heteroxénico (dois hospedeiros um definitivo e um
intermediario) os hospedeiros definitivos sdo vertebrados e os hospedeiros intermediarios
caramujos aquéticos dos géneros: Biomphalaria sp. (S. mansoni), Bulinius sp. (S.
haematobium) e o anfibio Oncomelania sp. (S. japonicum) (GRYSEELS, 2012). O S.
haematobium foi o primeiro parasito do género Schistosoma sp. a ser descoberto em 1851
pelo pesquisador Theodore Bilharz e o seu ciclo de vida foi elucidado em 1915 por Leiper
(BARAKAT, 2013). Apesar dessa doenga ter sido descrita recentemente na historia da
humanidade, em 1910 pesquisadores encontraram ovos do S. haematobium calcificados
em duas mumias que datam desde a 20" dinastia do antigo Egito sendo o caso mais antigo
h& 5000 anos atrés. A esquistossomose perde apenas para a malaria como a principal
causadora de morbidade nas doencas parasitarias (CHOI; YU, 2015). O valor do DALY
atribuido a essa doenga varia muito de 3,3 milhdes até 36 milhdes, essa diferenga
exorbitante deve-se principalmente a dificuldade de avaliar as diversas morbidades

3



associada a mesma (MOLEHIN et al., 2015). De acordo com a OMS, essa doenca foi
marcada para ser eliminada até 2015 nas regides do leste do Mediterraneo, Caribe,
Indonésia e na bacia do rio Mekong e a mesma deve ser eliminada até 2020 nas Américas,
Pacifico Ocidental e alguns paises da Africa (WHO, 2012). No Brasil estima-se que entre
2,5 a 8 milhdes de pessoas estejam infectadas com o S. mansoni em 19 estados mais o
Distrito Federal, sendo que a sua distribuicéo se estende do Maranhdo até o Espirito Santo
e Minas Gerais com focos em outros estados (AMORIM et al., 2014). A alta prevaléncia
dessa doenca pode ser encontrada no Brasil nos seguintes estados: Alagoas, Pernambuco,

Sergipe, Bahia, Paraiba e Minas Gerais. Distribuicdo do S. mansoni no Brasil (Figura 2).
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Figura 2-Mapa da distribui¢do do Schistosoma mansoni no Brasil de 2005 a 2009.
Sistema de Coordenada Geografica Horizontal Datum WGS84. Adaptado de
(SCHOLTE et al., 2014).

1.3. Esquistossomose mansonica



1.3.1. Ciclo de vida

O trematddeo S. mansoni possui diferentes fases de vida: as fases de vida livre
(miracidio e cercéria), as fases de vida no hospedeiro intermediario (esporocisto | e I1) e
as fases de vida no hospedeiro vertebrado (esquistossomulo ou adulto jovem e adulto)
(SATOSKAR; SIMON, 2009). O hospedeiro intermediario do helminto S. mansoni, o
caramujo do género Biomphalaria sp. pertence a classe Gastropoda, subclasse Pulmonata,
ordem Basommatophora, familia Planorbidae (BARBOSA, 1995). Esses organismos
habitam locais fisicos bem definidos como: corpos de agua doce rasa ou agua parada ou
um rio com correnteza fraca e se alimentam de alga verde e matéria organica em
decomposicdo. O ciclo de vida pode ser observado abaixo na Figura 3.

9 A=Fase mfectiva

A\ =Fase de diagnéstico

5. mansoni

Figura 3-Ciclo de vida do Schistosoma mansoni adaptado do Centers for disease control
and prevention (CDC). 1. Os ovos sdo liberados nas fezes eclodem na agua liberando o
miracidio. 2. O miracidio nada em dire¢do ao caramujo Biomphalaria sp. 3. O miracidio
penetra nos tecidos do caramujo. 4. No caramujo 0 miracidio passa por esporocistos do
tipo 1 e 1l e entdo se diferencia em cercaria. 5. As cercarias saem do caramujo e nadam
em direcdo ao hospedeiro vertebrado que esta na superficie e penetra na pele. 7. As
cercarias perdem a cauda e transformam em esquistossémulo. 8. O esquistossémulo
migra para o pulmé&o onde aumenta de tamanho. 9. O esquistossdmulo migra para o figado
e transforma-se em adulto. 10. Os adultos pareiam e migram para as veias mesentéricas
onde ocorre a reproducao sexuada e a postura dos ovos.
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Os ovos sdo liberados nas fezes para 0 meio ambiente, quando 0s ovos entram em
contato com &gua doce, 0 mesmo eclode liberando o miracidio que por sinais
quimiotéticos encontram o caramujo aquético do género Biomphalaria sp. penetrando no
mesmo. O miracidio entdo se modifica em um aglomerado celular denominado de
esporocisto do tipo | e se multiplica por meio da reproducéo assexuada. O esporocisto do
tipo | apds se multiplicar transforma em esporocisto do tipo Il e migra para o ovotestis do
caramujo onde ocorre a sua diferenciacdo em cercéria (REY, 2001). A luz estimula a
saida da cercaria do caramujo, entdo a mesma nada em direcéo a superficie onde encontra
o homem (hospedeiro vertebrado) e penetra na sua pele. A fase desde a infeccdo do
caramujo até a saida da cercaria dura cerca de quatro a seis semanas (COLLEY et al.,
2014).

A penetracdo na pele faz com que a cercaria perca a sua cauda bifurcada
transformando-se em esquistossomulo (REY, 2001). Com 48 horas de infeccdo o
esquistossdmulo pode ainda ser encontrado na derme, apés 72 horas de infeccéo, 0 mesmo
atravessa os capilares sanguineos e migra para o pulméo (TALLIMA; EL RIDI, 2007). O
esquistossomulo fica de 3 a 16 dias nos capilares pulmonares onde ele modifica a sua
morfologia, apos esse periodo, ele migra para o figado onde se transforma em adulto
(REY, 2001). Cerca de 28 a 35 dias, o adulto migra para as veias mesentéricas onde
sucede o pareamento da fémea e do macho. Nas veias mesentéricas ha a reproducao
sexuada seguida da postura dos ovos pela fémea (REY, 2001). Os ovos produzidos séo
eliminados nas fezes do hospedeiro vertebrado. A fase desde a penetracdo da cercaria no
hospedeiro vertebrado até a producdo de ovos e a sua eliminacgdo nas fezes dura de cinco
a sete semanas (COLLEY et al., 2014).

1.3.2. Morfologia e Fisiologia

O S. mansoni, como todos platelmintos, € triblastico e acelomado, possui trés
camadas germinativas, é achatado dorso-ventralmente e possui simetria bilateral
(WILSON, 2012). O ovo do S. mansoni tem um tamanho de 110 a 180 um é formado por
uma casca externa de proteinas acoplado a uma estrutura denominada de espinho e na
parte interna ha o corium, ele pode sobreviver até 7 dias no meio externo (REY, 2001).
A forma larval do parasito denominada de miracidio é alongada e revestida por um
epitélio ciliado, enquanto que a forma larval da cercaria é piriforme com cauda bifurcada

e duas ventosas (a ventosa oral e a ventosa ventral). Além disso, a cercaria também possui
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glandulas de penetracdo que secretam enzimas proteoliticas. Os adultos séo dioicos com
dimorfismo sexual possuem um corpo cilindrico e uma coloragdo branca ou acinzentada,
além de duas ventosas terminais (importantes na aderéncia do parasito a parede dos vasos
sanguineos), um trato digestivo incompleto, Orgdos reprodutivos e um tegumento
complexo (GRYSEELS et al., 2006).

O tegumento possui vérias funcbes como a absor¢do de nutrientes, secrecdo de
metabdlitos, serve de interface entre o parasito e 0 hospedeiro na evasdo do mesmo pelo
sistema imune do hospedeiro. Proteinas compdem o tegumento: proteinas do
citoesqueleto, proteinas de choque térmico e enzimas glicoliticas, além de enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase (BRASCHI et al., 2006). No adulto, o
tegumento é formado por células fundidas em forma de sincicio que se estendem por todo
0 corpo do Schistosoma formando uma Unica membra continua de bicamada lipidica
dupla (VAN HELLEMOND et al., 2006). A bicamada lipidica externa é denominada de
membranocélice, ela é formada por uma barreira de glucanos e lipideos, cuja funcéo é
impedir que os antigenos do parasito fiqguem expostos.

O macho tem 1,0 cm de comprimento e as margens do seu corpo sao encurvadas
ventralmente em uma estrutura denominada de canal ginecoforo (SKELLY; WILSON,
2006). Ao mesmo tempo, 0 macho tem papilas sensoriais na por¢do dorsal do corpo
denominadas de tubérculos. A fémea tem 1,2 cm de comprimento e também possui 0s
tubérculos, mas em menor quantidade e € mais lisa e mais fina do que a 0 macho. A fémea
e 0 macho adulto passam a maior parte da sua vida in copula nas veias mesentéricas, onde
afémea produz os ovos que séo liberados e fertilizados pelo macho (REY, 2001). O adulto
pode viver em média de 3 a 10 anos no hospedeiro humano chegando a 40 anos (COLLEY

etal., 2014). As imagens do S. mansoni adulto, cercaria e ovo (Figura 4).
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Figura 4-Imagem de iropia eletronica do Schistosoma mansoni: adulto (1A) (X45
e bar=500um), cercaria (1) (X400 e bar=500um) e ovo (A)( X2000 e bar= 10um)



adaptado de (EISSA; EL BARDICY; TADROS, 2011; LIMA et al., 2011; PEREIRA et
al., 2013)

O parasito se nutre por meio de aminoacidos obtidos da digestdo do sangue do
hospedeiro, esses aminoécidos sdo usados no crescimento, desenvolvimento e reproducéo
do parasito (THETIOT-LAURENT et al., 2013). As fémeas ingerem uma maior
quantidade de sangue do que os machos (REY, 2001). O grupo heme oriundo da digestdo
da hemoglobina é toxico para o parasito, pois estimula a formacao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (THETIOT-LAURENT etal., 2013). Em geral, a detoxificagdo do grupo
heme é feito pela via de oxigenagdo do grupo heme, contudo parasitos como o
Schistosoma sp., Plasmodium e Rhodnius ndo possuem essa via. A hemoglobina ingerida
pelo parasito é toxica, visto que 0 mesmo ndo possui a via para oxigenacao do grupo heme
presente no hospedeiro vertebrado. Esses organismos produzem uma substancia escura e
cristalina denominada de hemozoina que captura o grupo heme. A hemozdina é entdo
regurgitada para fora 0 meio externo

O parasito concomitante a nutricdo de aminoacidos oriundos do sangue, ele
também se nutre de glicose. O metabolismo da glicose no parasito adulto é do tipo
anaerobio e o produto final é o lactato (TIELENS, 1994). O metabolismo do tipo aerdbio
ocorre no parasito adulto durante o processo reprodutivo e na producdo dos ovos. O
metabolismo energético durante a fase de vida livre (miracidio e cercaria) é um
metabolismo do tipo aerdbio, com o consumo da glicose enddgena armazenada na forma
de glicogénio e a producéo de energia ocorre por meio do ciclo de Krebs (BRUCE et al.,
1969). O esporocisto é considerado um anaerobio facultativo, ja que ajusta 0 seu
metabolismo de acordo com as condic¢des internas do molusco (TIELENS et al., 1992).
Em condigdes de anaerobiose, o esporocisto produz lactato por meio da fermentacao
lactica e succinato por meio da ativacdo da via da fosfoenolpiruvato carboxiquinase,
(PEPCK) (TIELENS, 1994).

1.3.3. Manifestac6es Clinicas

As manifestacOes clinicas da fase aguda da doenca, que corresponde a fase de
migracao do parasito pelo corpo do hospedeiro, deve-se a uma ativacdo de uma resposta
imune do tipo TH1 e ocorre principalmente em viajantes ou imigrantes de areas
endémicas (COLLEY et al., 2014). Estas manifestacbes sdo: coceira do nadador,

dermatite cercariana, broncopneumonia e a sindrome Katayama (BARSOUM; ESMAT;
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EL-BAZ, 2013; ROSS et al., 2007). A coceira do nadador € uma reacdo do sistema imune
a penetracdo das cercarias na pele e a sua duracdo depende da presenca delas na pele
(GRAY etal., 2011).

As consequéncias da coceira do nadador sdo: o edema e a dilatacdo dos capilares.
A dermatite cercaria aparece principalmente em individuos reinfectados, porquanto é
caracterizada pela erupgdo na pele de uma ferida maculopapular com coceira. A
broncopneumonia é uma reacgdo a presenca do esquistossdmulo no pulméo e nos capilares
e a sua migracdo causa 0s sintomas tosse seca e falta de ar (CHEEPSATTAYAKORN;
CHEEPSATTAYAKORN, 2014). A sindrome Katayama surge no periodo de 14 a 84
dias apo6s a infeccdo e ocorre em alguns individuos com hipersensibilidade a presenca do
parasito nos tecidos (ROCHA et al., 1995). Os sintomas da sindrome de Katayama s&o:
febre, artralgia e erupcdo na pele. Em casos graves ha perda de peso, dor abdominal,
diarreia, hepatoesplenomegalia e hipertensdo portal (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ,
2013). Cerca de 60% dos infectados sdo sintomaticos, mas desses apenas 10% possuem
sintomas graves e dos com sintomas graves apenas 0,1% véo a 6bito.

A mudanca da fase aguda para a fase crénica é caracterizada pela mudanca da
resposta imune do hospedeiro; de uma resposta do tipo TH1 para uma resposta do tipo
TH2. Essa resposta € evidenciada pelo inicio do processo de calcificacdo dos granulomas
formados pela presenca dos ovos nos tecidos (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013,
COLLEY etal., 2014). O granuloma leva a destruicdo do tecido e a sua fibrose que leva
a perda da funcdo tissular e a hepatomegalia (LAMBERTUCCI, 2014). Em cerca de 6%
dos infectados ocorre a hipertensdo do sistema porta hepéatico e o extravasamento do
plasma para a cavidade abdominal (ascite). A sintomatologia dessa doenca depende dos
seguintes fatores: ndmero total de parasitos no hospedeiro, duracdo da infeccéo,
imunidade do hospedeiro, idade e sexo do hospedeiro (UTZINGER et al., 2015). A
neuroesquistossomose é a forma mais grave dessa doenca, ela ocorre quando o adulto ou
0 ovo alcancam o sistema nervoso central (medula e cérebro) (NASCIMENTO-
CARVALHO; MORENO-CARVALHO, 2005). Os sintomas caracteristicos da
neuroesquistossomose sao: aumento da pressédo intracranial, mielopatia, epilepsia e perda
de movimento. As manifestacdes clinicas secundarias da esquistossomose mansonica sao
a disuria, hematuria e em alguns casos disenteria.

As lesdes provocadas pelo parasito e as modificagdes do sistema imune durante a

infecdo pelo S. mansoni favorece as coinfeccOes, ou seja, a infeccdo de mais de um

9



patégeno simultaneamente. No caso do S. mansoni, quando ha coinfec¢do com a malaria,
essa doenca é agravada com aumento na sua carga parasitaria (WILSON et al., 2009). Os
individuos com a esquistossomose séo susceptiveis a infec¢do por Salmonela (ABRUZZI;
FRIED, 2011). A esquistossomose também torna o individuo susceptivel a infeccdo por
virus como Hepatites C e B e human immunodeficiency virus (HIV) (BARSOUM,;
ESMAT; EL-BAZ, 2013).

1.3.4. Diagnostico e Controle

O diagnostico definitivo do S. mansoni € realizado por meio da deteccdo dos ovos
do parasito nas fezes utilizando técnicas parasitolégicas como a técnica de sedimentacao
espontdnea (RABELLO, 1992). Nos estudos epidemiol6gicos emprega-se técnicas
quantitativas, como 0 método de Kato-Katz, que determina a intensidade da infeccao de
acordo com a quantidade e morfologia dos ovos liberados (KATZ; ROCHA; CHAVES,
1979). Em alguns casos quando o ovo néo é detectado nas fezes é feito uma biopsia retal
(HAMILTON; KLINKERT; DOENHOFF, 1998). O método imunolégico utiliza os
anticorpos monoclonais para detectar os antigenos do parasito presentes no sangue do
hospedeiro, enquanto que o método da reacdo em cadeia da polimerase detecta material
genético do Schistosoma sp. (PONTES; DIAS-NETO; RABELLO, 2002). Essas técnicas
sdo altamente sensiveis e especificas.

O ultrassom permite acompanhar pacientes com hepatoesplenomegalia, embora a
técnica de ressonancia magnética de imagem ja mostrou ser bem mais eficaz e sensivel
para indicar a progressdo da doenca. As vantagens da ressonancia magnética sao: a alta
reprodutibilidade e a capacidade de avaliacdo panoramica da cavidade abdominal, além
da visualizacdo das alteracGes morfoldgicas do tecido devido a infeccdo (BEZERRA et
al., 2007). As técnicas de diagndstico sao essenciais no controle pos eliminacdo de uma
doenca, pois permitem determinar: a prevaléncia, a endemicidade e confirmar a sua
eliminacdo (UTZINGER et al., 2015).

No caso da esquistossomose mansoénica, o fator de risco para a propagacgédo dessa
doenca envolve a contaminagdo de recursos hidricos com fezes humanas contendo ovos
viaveis em associagdo a presenca do hospedeiro intermediario na agua (MOLEHIN et al.,
2015). Exemplos de atividades nas quais o individuo entra em contato com agua e pode
se contaminar sdo: pescaria, lavagem de roupas, banho, natacdo recreativa e trabalhos
como irrigagéo, entre outras atividades (GRIMES et al., 2014). Uma forma de controle

eficiente e bastante empregada é o tratamento d’agua e o saneamento basico associado ao
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uso do moluscicida niclosamida. Apesar do seu uso em grande escala, esse composto ndo
é recomendando, devido a sua elevada toxicidade para a vida aquética (DAl et al., 2010).
Outra forma de controle dessa doenca, de acordo com a OMS, é o tratamento em massa
da populacdo (quimioterapia) com o farmaco praziquantel (CHOI; YU, 2015).
Anualmente a quimioterapia € realizada em 52 dos paises endémicos, todavia, devido a
falta do farmaco, em 2012 apenas 31 dentre os 52 paises receberam a quimioterapia
preventiva (CHOI; YU, 2015; CIOLI et al., 2014). As altera¢des climaticas podem alterar
a transmissdo dessa doenca estendendo a sua distribuicdo para as altitudes mais elevadas.
A migracdo humana também favorece a reintroducdo de transmissdo em areas que ja
conseguiram eliminar a doenca (MOLEHIN et al., 2015).

Atualmente, ndo existe nenhuma vacina aprovada para essa doenca, porém existem
forte evidéncias imunoldgicas em humanos e em modelos animais que indicam a
viabilidade de uma vacina (MOLEHIN et al., 2015). Muitos dos individuos que vivem
em areas altamente endémicas sdo resistentes a esquistossomose e 0s anticorpos destes
individuos estdo sendo estudados no desenvolvimento de vacinas (GAZE et al., 2014).
Existem muitos institutos importantes na area de desenvolvimento de vacinas. O Instituto
Pasteur que desenvolveu uma vacina de proteina recombinante combinada com aluminio
contra a glutationa-S-transferase, denominada de Bilharvax, essa vacina ja est em fase
clinica Ill e consegue reduzir a excrecao de ovos pelo parasito (MOLEHIN et al., 2015).
O Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro) desenvolveu uma vacina de proteina
recombinante a Sm14, que € uma proteina de ligacdo a acidos graxos e o Instituto Sabin
(Brasilia) com a vacina SmTSP2 que atua sobre a tetraspanina 2 (uma proteina presente
no tegumento do Schistosoma sp.) (BEAUMIER et al., 2013). Atualmente, as melhores
vacinas em desenvolvimento possuem um nivel de protecdo em torno de 50-60%, essas
vacinas ainda sdo pouco eficazes para serem utilizadas no controle da doenca (MOLEHIN
et al., 2015).

1.3.5. Quimioterapia

No passado muitos farmacos foram empregados no tratamento da esquistossomose,
mas 0s mesmos foram abandonados devido a varios problemas como toxicidade e baixa
eficiéncia. Esses farmacos sdo: tartaro de antiménio, emetina, niridazol e oltipraz. O
tartaro de antimonio é ativo contra o S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum e teve o

seu uso interrompido devido a efeitos adversos: as reagOes sistémicas graves, 0S
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problemas gastrointestinais, hepaticos e dermatoldgicos (THETIOT-LAURENT et al.,
2013). Outros sintomas sdo as parestesias e dores agudas nas pontas dos dedos. Esses
sintomas ocorrem devido a baixa taxa de excregdo e a sua acumulagdo no organismo. O
mecanismo de acdo dos antimoniais, como por exemplo o oltipraz, consiste na inibicdo
da enzima fosfofrutoquinase. A inibicdo dessa enzima leva a perda de aderéncia do
parasito as paredes dos vasos sanguineos e a sua morte.

A emetina é um composto usado no tratamento da disenteria amebiana e possui
atividade esquistossomicida, mas a sua dose terapéutica é muito elevada e provoca muitos
efeitos adversos (CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003). O metrofinato € um
organofosforado que possui baixa toxicidade, porém ndo é muito eficaz no tratamento da
esquistossomose (THETIOT-LAURENT et al., 2013). Outra desvantagem ¢ a
necessidade de administracdo de repetidas dosagens, com intervalos de 14 dias, tornando
dificil a aderéncia dos pacientes ao tratamento. Além disso, estudos mostram que o
parasito adquire rapidamente resisténcia a esse composto. O mecanismo de acdo do
metrofinato envolve a inibicdo da enzima acetilcolinesterase. O niridazol foi interrompido
por apresentar reacdes adversas neuroldgicas. O Schistosoma sp. reduz o niridazol em um
composto com grupo nitro, que se liga em proteinas e acidos nucleicos do parasito e
promove a sua morte. O amoscanato possui uma taxa de cura de 92%, todavia devido a
sua elevada toxicidade hepatica substitui-o pelo Praziquantel.

A oxamniquina € um pré-farmaco que era utilizado no tratamento da
esquistossomose provocada pelo S. mansoni em alguns paises como o Brasil, mas
atualmente ndo estd sendo mais empregado (EL RIDI; TALLIMA, 2013; FOSTER,
1987). A dosagem desse farmaco € de 20 mg/kg e a taxa de cura é de 80 a 90% (FOSTER,
1987).

O termo pré-farmaco refere-se um composto que é farmacologicamente inativo
ou pouco ativo e que é convertido em um farmaco ativo apds a sua biotransformacao
metabolica (KARAMAN; FATTASH; QTAIT, 2013). O pro6-farmaco é usado quando o
farmaco ativo possui alguns problemas associado a sua: solubilidade, absorgéo,
distribuicdo entre outros. Esse pro-farmaco é esterificado por uma enzima, a
sulfotransferase, presente no S. mansoni que se dissocia espontaneamente e resulta em
um composto eletrolitico capaz de alquilar o DNA do Schistosoma sp. (PICA-
MATTOCCIA,; CIOLI, 1985). A resisténcia a oxamniquina ja foi comprovada em varios

locais no mundo. Os parasitas resistentes e 0s mamiferos possuem a enzima
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sulfotransferase mutada e diferente da que esta presente no S. mansoni susceptivel a
oxamniquina (CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995).

1.3.6. Praziquantel

O sistema de anéis denominado de pirazino isoquinolina (grupo farmacoférico)
foi descoberto em 1970 pela empresa Bayer na Alemanha. Inicialmente o praziquantel foi
utilizado como um tranquilizante e s6 em 1980 demonstrou ter atividade anti-helmintica
passando a ser comercializado internacionalmente com o nome comercial biltricide (RIM;
CHANG; LEE, 1981; SEUBERT; POHLKE; LOEBICH, 1977). O praziquantel tem sido
o farmaco de escolha no tratamento da esquistossomose por ser ativo contra as cinco
espécies que causam a esquistossomose, alem do seu tratamento requerer apenas uma
dosagem. O praziquantel é altamente efetivo e seguro quando comparado com outros
compostos ativos contra a esquistossomose, com poucas reagdes adversas podendo ser
utilizado por mulheres gravidas e que estdo amamentando (CIOLI et al., 2014). A

estrutura quimica do praziquantel pode ser observada na Figura 5.

Figura 5-Estrutura quimica do (R)-praziquantel enantibmero ativo. * Indica carbono
assimétrico (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

O praziquantel pode ser encontrado comercialmente na forma de uma capsula na
dosagem de 600 mg. Na forma de p6 possui gosto amargo, mesmo ap0s a adi¢do de aroma
e acucar, dificultando a administracdo em criancas (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER,
2008; MEYER et al., 2009). O farmaco é estavel e insoltvel em agua em condigdes de
temperatura ambiente, entretanto é bastante solivel em solventes organicos como o
cloroférmio (RIM; CHANG; LEE, 1981). Esse farmaco é uma mistura racémica, mas
apenas o “dextro” isbmero possui atividade farmacoldgica (ANDREWS, 1985). A dose
recomendada do praziquantel para o tratamento do S. mansoni e do S. haematobium ¢ de
40 mg/kg (WU; WANG; HUANG, 2011). Cerca de 80 a 100% do farmaco é absorvido,
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com meia vida no plasma de 1 a 3 horas e a sua eliminacao ocorre principalmente pela
urina e fezes ( STEINER et al., 1976; ANDREWS, 1985).

O mecanismo de agdo do praziquantel ainda ndo foi completamente elucidado
(DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008). Sabe-se que o praziquantel promove
alteracdo na morfologia e na fisiologia do parasito levando a morte. Um alvo do
praziquantel € o canal de célcio voltagem dependente que regula o influxo de célcio no
citoplasma do parasito. O praziquantel também inibe transportadores de adenosina e se
liga a canais antigénicos, ativando a resposta imune do hospedeiro (DOENHOFF; CIOLLI,
UTZINGER, 2008). Os efeitos desse farmaco no parasito sdo diversos: aumento da
atividade motora, principalmente nos parasitos mais maduros, seguido de contragdes
musculares e formacédo de vesiculas no tegumento (XIAO; CATTO; WEBSTER, 1985).
As contracGes musculares sdo as responsaveis pelo descolamento do parasito da parede
das veias mesentéricas, enquanto que a vesiculacdo favorece a ruptura do tegumento e a
exposicdo dos antigenos de superficie tornando o parasito susceptivel a ataques pelo
sistema imune do hospedeiro (HUANG et al., 2011). Os genes que foram induzidos na
presenca de praziquantel foram o precursor da superoxido dismutase, glicerol-3-fosfato
desidrogenase, isocitrato desidrogenase e tioredoxina peroxidasse (ARAGON et al.,
2008, 2009). Isso significa que a resposta do Schistosoma ao praziquantel é semelhante a
sua resposta ao estresse oxidativo.

A sensibilidade do parasito ao praziquantel é dependente de varios fatores como
a fase de vida do parasito no hospedeiro, 0 sexo do parasito e se 0 mesmo esta ou ndo
pareado. Alguns parametros que determinam a sensibilidade do Schistosoma sp. ao
praziquantel e a sua morte sdo: o grau de contracdo da musculatura, imobilidade e
opacidade (PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004). No inicio da infeccdo no periodo de
cercaria até os primeiros dias de infeccdo o parasito é susceptivel ao praziquantel, mas
com 2 a 4 semanas ap6s a infeccdo, o parasito torna-se insensivel ao farmaco. A
susceptibilidade ao farmaco volta e permanece durante o resto da vida do parasito apés 6
a 7 semanas da infec¢do. As desvantagens do fArmaco praziquantel sdo: ndo eficaz contra
os adultos jovens, pode ser toxico devido ao enantidmero levdgero e em alguns casos
causa alergia e reacOes de hipersensibilidade ( SHEN et al., 2007, DOENHOFF; CIOLI;
UTZINGER, 2008).

Um estudo de seleg@o de resisténcia in vivo realizado mostrou que o aumento

gradual da dose administrada do praziquantel em camundongos infectados por S. mansoni
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ao longo de sete passagens, resultou na sobrevivéncia de 93% dos camundongos
infectados e na morte de 89% dos camundongos controle (ndo infectados) (FALLON;
DOENHOFF, 1994). Associado a isso tém-se observado uma diminuicdo da
susceptibilidade do S. mansoni ao praziquantel em focos endémicos nas Ultimas decadas.
Um exemplo é o norte do Senegal que apesar do tratamento com o praziquantel a taxa de
cura dos individuos infectados foi muito baixa de 18-38%, sendo que o0 esperado em um
tratamento com praziquantel é uma taxa de cura de 60-90% (DOENHOFF; CIOLI,
UTZINGER, 2008). Acredita-se que essa taxa de cura baixa pode ter ocorrido devido
alguns fatores como: resisténcia, infec¢éo de alta intensidade, rapida reinfeccéo, grande
quantidade de adultos jovens, técnicas de diagndstico pouco sensiveis e tolerancia nativa
ao farmaco (FALLON et al., 1995; GRYSEELS et al., 2001).

No Egito alguns pacientes infectados, apesar da administracdo de trés doses do
Praziquantel, ainda continuavam eliminando ovos viaveis nas fezes e estudos posteriores
confirmaram a reducéo da sensibilidade dos parasitos ao praziquantel (ISMAIL et al.,
1999). Enfim, h&d um crescente nimero de relatos de casos de individuos que viajaram
para areas endémicas e que ndo conseguiram se curar. Existe ainda muita especulacao a
respeito do mecanismo de resisténcia ao praziquantel. Acredita-se que a alteracdo na
sequéncia de aminoacidos da subunidade B dos canais de célcio voltagem dependente,
seja responsavel pela diminuicdo da susceptibilidade do parasito ao praziquantel
(DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

1.3.7 Descoberta e planejamento de farmacos

A descoberta de um novo farmaco e o seu langamento no mercado é um processo
dispendioso (1,5 bilhdes) e demorado (10 a 15 anos) devido as etapas do processo
(pesquisa, fase pré-clinica e clinica) (TAMIMI; ELLIS, 2009). O objetivo das empresas
farmacéuticas no desenvolvimento de farmacos abrange desde o desenvolvimento de
farmacos para as doencas que nao possuem tratamento, até a melhoria dos farmacos ja
existentes, tornando 0s mesmos mais seguros, eficazes e baratos (MIGNANI et al., 2016).
H& uma falta de novos farmacos para as doencas que atingem as populagdes pobres em
paises em desenvolvimento, visto que o custo do processo de desenvolvimento € maior
do que retorno financeiro apos o lancamento do farmaco no mercado (TAMIMI; ELLIS,
2009). Essas empresas tendem a investir em doengas de alta prevaléncia: doengas

cardiovasculares, diabetes, dislipidemias, artrite entre outras (KAKKAR; DAHIYA,
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2014). Apenas cerca de 20 novos farmacos ou novas entidades moleculares anualmente
séo aprovados pelo Food and Drug Admnistration (FDA) dos Estados Unidos (CHEN et
al., 2015).

O primeiro passo na producdo de um novo farmaco é a identificacdo de novos
compostos lideres por meio de tecnologias como: high throughput screening (HTS) e
virtual screening (VS). Por dia, a técnica de HTS que emprega ferramentas de robdtica e
computacéo testa bibliotecas com cerca de 120 mil compostos visando identificar alguns
com atividade farmacoldgica (LOMBARDINO; LOWE, 2004). O modelo estatistico que
relaciona a estrutura quimica com atividade de um composto, denominado de QSAR ¢é
usado para rastrear em bancos de dados compostos com estruturas quimicas semelhantes
em um processo denominado de VS (GUNER; BOWEN, 2013; SPECK-PLANCHE;
CORDEIRO, 2015). Além dos modelos de QSAR, os modelos farmacofdricos podem
prever as propriedades farmacologicas de um composto ADME/ Tox (absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, excre¢éo e toxicidade) (GUNER; BOWEN, 2013). O grau de
afinidade entre um alvo biol6gico e o seu ligante € estudado por meio da técnica
computacional Docking (PADHY; GUPTA, 2011).

Apdbs a identificacdo do composto lider, 0 mesmo pode ser sintetizado e
purificado utilizando de tecnologias de sintese como a reacao de ligagdo carbono-carbono
catalisada por metais e a purificagdo dos compostos pode ser feita por meio de
equipamentos como a ressonancia magnética nuclear e a cromatografia liquida de alta
performance (LOMBARDINO; LOWE, 2004). Esses compostos lideres passam por
etapas desde a sua descoberta até o seu lancamento no mercado. As etapas podem ser
observadas na Figura 6. Apos a pesquisa e as analises computacionais 0s compostos sao
testados em ensaios in vitro, bioquimico e com células para confirmar a sua poténcia e
seletividade. Os ensaios in vitro e em animais determinam a farmacodindmica e
farmacocinética e a seguranca de um composto. Apos a fase pré-clinica o composto passa
de um composto lider para ser denominado de candidato a um novo farmaco. O préximo
passo sdo 0s testes em humanos essa etapa € denominada de fase clinica A fase clinica |
cujo objetivo é avaliar a seguranca do farmaco, farmacodindmica, farmacocinética e
tolerabilidade e abarca poucos individuos saudaveis (TAMIMI; ELLIS, 2009).

Se o farmaco for considerado seguro, a dose do mesmo determinada e a
farmacocinética conhecida, o proximo passo é a fase clinica Il, nessa fase o farmaco vai

ser testado em uma populagdo maior e doente para conhecer a sua eficacia. (TAMIMI;
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ELLIS, 2009). A ultima etapa antes do farmaco ser lancado no mercado é a fase clinica
Il onde se estudam os efeitos adversos, nessa fase o farmaco sera testado em uma
populacdo grande. Posteriormente ao seu lancamento no mercado, o fArmaco continua
sendo monitorado, fase clinica IV, principalmente para identificar efeitos adversos raros.
Os efeitos adversos raros decorrem das diferencas genéticas do tipo polimorfica entre
individuos, isso resulta em uma resposta farmacoldgica variada (ANTMAN; WEISS;
LOSCALZO, 2012).

Os ensaios clinicos conduzidos no processo de desenvolvimento de farmacos
fornece informacGes importantes para prever o custo do novo medicamento que sera
introduzido na pratica médica (JONSSON, 2015). O patenteamento de um candidato a
farmaco pode ocorrer posteriormente a fase pré-clinica ou posteriormente a fase clinica |
ou Il. A patente de um novo farmaco dura cerca de 25 anos e como e 0 processo de
desenvolvimento de um farmaco pode durar até 15 anos, ou seja, sobram s6 10 anos para

uma empresa recuperar todos os gastos desse processo (TAMIMI; ELLIS, 2009).

Estratégia de Desenvolvimento de Farmaco

Teclr?ologias De?‘em"o}lv'rmmto pré-clinico, Desenvo%ﬁmento clinico, Lancamento no
;auxj]{arjcs: Pesquisa Pré- toxic ologcoi formulagdes, Fases thmcas I- [.H: mercado, Fase
Genorhmcla e Clinica entrega de farmacos, Regulagdes, Qualidade e Clinica TV
Proteémica farmacocinética, etc. Manufatura

Figura 6- Estratégia de Desenvolvimento de Farmacos. Adaptado de (KAKKAR;
DAHIYA, 2014).

1.3.8. Reposicionamento de fadrmacos

O reposicionamento in silico de farmacos &€ uma estratégia alternativa ao
desenvolvimento de farmacos tradicional que busca novos usos terapéuticos para 0s
farmacos que ja sdo usados em humanos. A principal vantagem do reposicionamento € a
diminuicdo do tempo e do custo do processo de desenvolvimento de um farmaco. O tempo
do processo é reduzido devido ao conhecimento das propriedades farmacoldgicas do
farmaco que vai ser reposicionado, como por exemplo, a farmacocinética, a
farmacodindmica e a toxicologia (ASHBURN; THOR, 2004). O reposicionamento
tambem reduz as chances de fracasso de um farmaco na fase clinica em humanos e o
tempo necessario para regulamentar o0 mesmo € reduzido. O custo do reposicionamento
de um farmaco é baixo quando comparado ao processo tradicional, principalmente

quando associado as tecnicas computacionais as quais reduzem o nimero de ensaios in
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vitro e in vivo realizados na busca de compostos ativos (DUDLEY; DESHPANDE;
BUTTE, 2011).

Alguns principios aplicados no reposicionamento sdo: a polifarmacologia que diz
que um determinado alvo bioldgico pode estar presente em diferentes vias bioquimicas
de diferentes processos patoldgicos e o off target que é quando um farmaco se liga a um
alvo diferente do alvo terapéutico (KEISER et al., 2009). Esse efeito off target pode ser
o responsavel pelos efeitos adversos de muitos fA&rmacos. Em média um Gnico farmaco
pode se ligar a seis receptores diferentes (KOCH; HAMACHER; NUSSBAUMER,
2014). Varias agéncias governamentais nos Estados Unidos desenvolveram programas
para encontrar novos usos para os s terapéuticos que ja séo utilizados no tratamento de
doengas (LANGEDIK; MANTEL-TEEUWISSE; SLIJKERMAN, 2015).

O sidenafil, foi desenvolvido para o tratamento da angina e é utilizado no
tratamento de disfuncéo erétil. A talidomida era utilizada no tratamento de enjoo matinal
nas mulheres gravidas, mas devido ao fato de causar desfiguraco nos recém-nascidos foi
retirada do mercado. Esse farmaco mostrou eficaz no tratamento do eritema nodoso
hansénico grave (WU; WANG; CHEN, 2013). O minoxidil foi desenvolvido para o
tratamento da hipertensdo e posteriormente aprovado pelo o Food and Drug
Admnistration (FDA) dos Estados Unidos para o tratamento da calvicie. Enfim, o
raloxifeno que era utilizado no tratamento do cancer de mama é também eficaz no
tratamento da osteoporose.

Os compostos antimalaricos artemeter e lumefantrina sdo ativos contra o S.
mansoni. Esses compostos inibem a formacdo da hemozoina (KUMAR et al., 2007). O
artemeter que é utilizado no tratamento da maléria mostrou ser ativo em camundongo
com uma reducéo de cerca de 83% dos parasitos imaturos (XIAO; CATTO, 1989). Esse
composto mostrou ser mais eficaz contra a forma jovem do parasito do que contra o adulto
e a sua eficacia aumenta quando combinado com o praziquantel (PEREZ DEL VILLAR
et al., 2012). No momento o farmaco artemether tem sido utilizado na prevencdo da
infeccdo pelo S. mansoni, é recomendado a administracdo de 6 mg/kg uma a duas semanas
apos o contato com agua contaminada (UTZINGER et al., 2001).

Existem dificuldades no processo de reposicionamento principalmente quando a
dose efetiva for maior que a empregada no tratamento original, a fase clinica I deve ser
repetida e nesses casos pode ser que o candidato a um novo farmaco seja toxico (ZHANG

et al., 2014). Outra limitacdo é que muitos farmacos que estdo no mercado estdo em
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patente dificultando o reposicionamento dos mesmos (PADHY; GUPTA, 2011). O uso
de farmacos que ainda estdo em fase clinica e que ndo foram pateados sdo interessantes
para o reposicionamento e devem ser priorizados, principalmente os que j& passaram pela
fase clinica | (PADHY; GUPTA, 2011).

1.3.9. Ferramentas in silico de reposicionamento

O reposicionamento in silico de farmacos baseia-se em diversas ferramentas
computacionais como: a farmacogendmica, quimioinformatica, a bioinformatica entre
outras ferramentas. A farmacogendmica é a convergéncia da genbmica com a
farmacologia e surgiu na tentativa de prever a resposta humana aos farmacos e entender
0S mecanismos genéticos importantes em uma resposta farmacoldgica (ANTMAN;
WEISS; LOSCALZO, 2012). O objetivo da farmacogendmica e prever a eficacia de um
farmaco e a sua seguranca (WEN et al., 2015). O genoma do S. mansoni e o S.
haematobium ainda ndo foi completamente anotado, todavia ja se sabe que o genoma
desses organismos é organizado em oito pares de cromossomos, sendo que sete pares sdo
de cromossomos autossdmicos e um par de cromossoma sexual (MOURAO et al., 2012).
O genoma do S. mansoni contém 11809 e o genoma do S. haematobium contém 13469
genes codificadores de proteinas. Além disso, 0 S. mansoni possui 205892 sequéncias
expressas (EST) e 0 S. japonicum 103725 EST. A base de dados SchistoDB contém dados
de genoma, os dados proteoma e os dados de metaboloma. A quimioinformatica permite
prever a interacdo entre ligante e alvos, essa analise pode ser feita identificando alvos
similares ou ligantes similares e com isso identificar novos ligantes para um determinado
alvo (KOCH; HAMACHER; NUSSBAUMER, 2014). Isso é possivel devido ao principio
de que “alvos semelhantes podem interagir com ligantes semelhantes” (BREDEL;
JACOBY, 2004; ROGNAN, 2007).

Atualmente, existe um grande numero de bases de dados disponiveis
gratuitamente na internet que auxiliam no processo de reposicionamento. Essas bases de
dados possuem um grande nimero de compostos, cujos perfis farmacoldgicos estdo cada
vez mais completos. A base de dados Therapeutic Drug Research (TDR) contém
informacdes de genomas de varios organismos, como por exemplo, o genoma do S.
mansoni (AGUERO et al., 2008). Essa base de dados se associa a diversas outras bases
de dados como GenBak, SchistoDB, GeneDB e a base de dados Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG). A funcdo da base de dados do KEGG é interpretar a
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sequéncia de genomas e anotar o genoma, ou seja, armazenar informacéo a respeito da
funcdo dos genes e proteinas (OGATA et al., 2000). A funcdo de cada gene € predita
comparando 0 mesmo com 0s genes de organismos modelos como: Caenorhabditis
elegans, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis and Saccharomyces cerevisiae.
Essas informacbes sdo interessantes na identificacdo de potenciais novos alvos
terapéuticos.

A base de dados Drugbank surgiu em 2006 e contém informacdes de cerca de
1500 farmacos e os seus alvos terapéuticos alem das propriedades farmacologicas dos
mesmos (RASK-ANDERSEN; ALMEN; SCHIOTH, 2011). Essa base de dados contém
farmacos aprovados pelo FDA, nutracéuticos e farmacos ndo aprovados. De 4100
compostos apenas 1300 farmacos sdo aprovados para o uso em humanos. Outra base de
dados que complementa as informacgdes do Drugbank a respeito dos alvos e 0s seus
farmacos é a base de dados Therapeutic Target Database (TTD). Essa base de dados
possui informacdes a respeito dos alvos e dos farmacos aprovados para 0 uso em humanos
e os farmacos que ainda estdo em ensaio clinico, especialmente os alvos primarios de
cada farmaco (ZHU et al., 2009).

A base de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
permite verificar o grau de similaridade entre duas proteinas por meio de andlises de
bioinforméatica. O alinhamento par a par de sequéncias denominado de BLAST é um
procedimento que permite comparar duas sequéncias de aminoacidos visando identificar
relacGes de similaridade entre os residuos disponiveis na mesma ordem das sequéncias
AGARWAL,; STATES, 1998). Essa técnica permite identificar sequéncias homologas,
ou seja, se duas sequéncias compartilham um ancestral comum e a presenca de sitios
ativos conservados em ambas as proteinas e o grau de cobertura entre as proteinas. O
valor de E-value (valor esperado, do inglés, expectation value) é um parametro estatistico
que descreve o numero esperado de vezes que uma homologia pode ocorrer ao acaso a
partir de um determinado nimero de ensaios. O Overlap é um valor calculado no BLAST
gue determina o grau de cobertura entre as proteinas. O Consurf é uma ferramenta que
avalia os aminoacidos funcionais conservados em uma proteina opor meio de analises
filogenéticas, essa informacédo € usada no calculo do grau de conservacdo do sitio ativo
de uma proteina (ZAWAIRA; SHIBAYAMA, 2012).
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2.0. JUSTIFICATIVA

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada que afeta cerca de 8
milhGes de pessoas no Brasil e cerca de 240 milhdes de pessoas no mundo. Essa doenca
é incapacitante podendo provocar a hepatoesplenomegalia e a hipertensdo portal e em
casos graves a neuroesquistossomose. O Unico farmaco que é utilizado para o tratamento
e para o controle da doenca por meio da quimioterapia nas areas endémicas € o
praziquantel. Esse farmaco mostrou causar reagdes alérgicas e de hipersensibilidade, além
de n&o ser eficaz no tratamento no inicio da infeccdo. Estudos em laboratério de selecao
de resisténcia in vivo, mostrou que o S. mansoni pode tornar-se resistente ao praziquantel.
Andlise da populacdo tratada com o praziquantel mostrou uma diminuicdo da
susceptibilidade do parasito ao praziquantel nas areas endémicas.

A descoberta de um novo farmaco e o langamento do mesmo no mercado depende
de vérios fatores e € um processo de alto custo e dispendioso. H& pouco tempo as
empresas farmacéuticas aumentaram o seu investimento na busca de novos farmacos para
as DTN’s e novas estratégias de descoberta de novos farmacos estdo sendo empregadas
para reduzir o tempo e o custo do processo. O resposicionamento in silico é uma estratégia
que associa a bioinformaética, a genémica e a protebmica na busca de novos usos
terapéuticos para os farmacos existentes.

Neves e colaboradores identificou cerca de 2,016 genes do S. mansoni que foram
diferencialmente expressos nas fases de esquistossémulo e adulto. Os alvos do S. mansoni
homdlogos mostraram ser interessantes alvos terapéuticos, ja que fazem parte de
processos importantes para o parasito como a manutencdo da homeostase do calcio,
proteinas que regulam o dobramento de outras proteinas, entre outros processos. Este
trabalho diferencia-se do trabalho de Neves e colaboradores, pois busca novos alvos
terapéuticos do S. mansoni que fazem parte de processos essenciais a sobrevivéncia do

parasito.
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3.0. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Reposicionar por meio de ferramentas in silico farmacos ja aprovados em humanos para

0 tratamento da esquistossomose.

3.2. Objetivos especificos
» Identificar e selecionar potenciais novos alvos terapéuticos que fazem parte da
morfologia, tegumento, crescimento, mobilidade e metabolismo energético do S.
mansoni.
» Realizar uma busca por ligantes aos potenciais alvos do S. mansoni em base de
dados de farmacos que foram aprovados em humanos.
» Confirmar a homologia entre os alvos e o0 grau de conservacéo do sitio ativo.

» Selecionar farmacos para serem testados em ensaios in vitro.
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4.0. METODOS

Este trabalho baseia-se no uso de ferramentas in silico e dos conhecimentos do
genoma do Schistosoma mansoni para reposicionar farmacos para o tratamento da
esquistossomose mansonica humana e baseou-se em estudos anteriores (NEVES et al.,
2015).

4.1. Compilacédo de uma lista com os alvos do S. mansoni

Compilou-se uma lista de dados com os potenciais novos alvos terapéuticos
(genes codificadores de proteinas) do S. mansoni encontrados na base de dados
Therapeutic Drug Research (TDR Targets) que faziam parte das seguintes vias esséncias
do parasito: growth deffect (defeito de crescimento), larval/adult lethal arrest
(mobilidade da larva e do adulto), morphology deffect (defeito na morfologia). Obteve-se
também os genes que faziam parte da via metabdlica do KEGG: energy metabolism
(metabolismo energético). Os alvos do S. mansoni que faziam parte do tegumento foram
obtidos em artigos cientificos usando o seguinte termo chave: “proteome” OR/AND
“Schistosoma mansoni” OR/AND “tegument”). A anotagdo das proteinas dos alvos do
S. mansoni e a sequéncia de aminoacidos no formato FASTA foram obtidas na base de
dados GeneDB.

4.2. Identificacdo dos alvos de farmacos homdlogos aos alvos do S. mansoni

Por meio da sequéncia FASTA das proteinas do S. mansoni foi feita uma busca na
base de dados Therapeutic Targets Database (TTD) e a base de dados Drugbank visando
identificar as sequéncias dos alvos de farmacos aprovados ou em fase clinica Il e 11l em
humanos. Essa busca permitiu identificar alvos de farmacos que apresentavam elevada
homologia com os alvos do S. mansoni. Os alvos de farmacos aceitos foram aqueles cujo
valor do Expectation value (E-value) foi inferior a 10%°. Os alvos de farmacos
considerados nutracéuticos ou anticorpos monoclonais ndo foram incluidos no estudo,
uma vez sendo improvavel eles terem atividade esquistossomicida. As duplicatas e/ou

alvos farmacos descritos em outro estudo foram excluidos (NEVES et al., 2015).

4.3. Alinhamento par-a-par e comparacgao de regides funcionais entre os alvos
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Confirmou-se a homologia entre os alvos dos farmacos e os alvos do S. mansoni
por meio da andlise de BLAST realizada na base de dados do NCBI. O valor de Overlap
obtido permitiu determinar o grau de cobertura entre os alvos e o valor de Identity
permitiu dizer o grau de similaridade entre as sequéncias. O proximo passo foi a analise
de conservacdo do sitio ativo entre os alvos. O servidor Consurf determinou os
aminoacidos funcionais dos alvos dos fa&rmacos, ou seja, quais aminoacidos fazem parte
do sitio ativo e interagem com os farmacos. O grau de conservagdo do sitio ativo dos
alvos dos farmacos quando comparado com os alvos do S. mansoni foi determinado
comparando visualmente a sequéncia dos aminoacidos funcionais dos alvos homdélogos.
Os resultados foram considerados satisfatorios quando o grau de conservagdo dos
residuos do sitio ativo foi superior ou igual a 60%. Os alvos preditos com um grau de

conservacao do sitio ativo inferior a 60% foram descartados.

4.4. Selecdo dos farmacos para serem testados em ensaios in vitro

Pesquisou-se em artigos cientificos os farmacos que ja& possuem atividade
esquistossomicida. Apos a remocao dos farmacos com atividade comprovada selecionou-
se alguns farmacos que possuiam um baixo custo de acordo com o site de compras de
compostos quimicos Sigma. Posteriormente avaliou-se: a patente, a toxicidade in vivo e
o valor do coeficiente de particdo octanol/agua (Log P). A patente do farmaco foi
verificada por meio dos seguintes sites: Google patent, WIPO e Scifinder. O valor do log
P foi obtido na base dados do Drugbank e os valores de toxicidade in vivo na literatura

cientifica.
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5.0. RESULTADOS

Figura 7-Fluxograma dos resultados encontrados no estudo do reposicionamento in silico

1376 genes do S. mansoni
eXpressos em vias
metabolicas essencials

|

toxicidade in vivo)

de farmacos para a esquistossomose.

5.1. Compilacédo de uma lista com os alvos do S. mansoni

Os alvos do S. mansoni que fazem parte das seguintes vias essenciais:
crescimento, morfologia, mobilidade da larva e adulto e metabolismo energético do
parasito foram obtidos na base de dados do TDR e os alvos pertencentes ao tegumento
foram obtidos em artigos cientificos da base de dados do Pubmed. (Figura 8.) Do total
de 3492 alvos do S. mansoni, 2116 alvos foram removidos por terem sido encontrados
em estudos anteriores, o resultado foi 1376 alvos (NEVES et al., 2015). Esses 1376 alvos

sdo interessantes como potenciais novos alvos de farmacos.
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TDR Targets e PubMed

Alvos Vias metabdlicas essenciais
59 Metabolismo energético
995 Morfologia

1009 Mobilidade da larva e adulto

995 Crescimento
434 Tegumento
3492 Total

Figura 8-Alvos do S. mansoni resultantes da busca nas bases de dados TDR Targets e
Pubmed

5.2. Identificacao dos alvos de fArmacos homologos aos alvos do S. mansoni

Buscou-se dentre os 1376 alvos do S. mansoni os alvos homélogos a alvos de
farmacos em uso em humanos nas seguintes bases de dados: TTD e Drugbank. Para ambas
as bases de dados respeitou-se o valor de E-value menor ou igual a 10%°. No TTD foram
encontrados 40 alvos do S. mansoni homologos a alvos de farmacos associados a 197
farmacos. No Drugbank foram encontrados 68 alvos do S. mansoni homdlogos a alvos
de farmacos associados a 202 farmacos. O resultado foi 108 alvos do S. mansoni
homologos associados a 399 farmacos, apos a remocdo dos farmacos duplicados (163
farmacos) e os farmacos presentes no estudo de Neves e colaboradores (63 farmacos)

restou 172 farmacos (Figura 7) associado a 58 alvos do S. mansoni.

5.3. Alinhamento par-a-par dos alvos e comparacao das regides funcionais

Dos 58 alvos do S. mansoni apenas 28 alvos associados 102 farmacos possuiam
60% do sitio ativo conservado com alvos de farmacos. Os resultados dos 102 farmacos
encontrados podem ser visualizados na tabela do anexo 1. Identificou-se inicialmente os
aminoéacidos funcionais dos alvos dos farmacos por meio do servidor Consurf e entdo
comparando manualmente a sequéncia de aminoacido entre os alvos, descobriu-se a
porcentagem do sitio ativo conservado entre os alvos. A Figura 9 exemplifica como foi
feito a andlise da conservacdo do sitio ativo para a anidrase carbonica Il. A anidrase
carbonica Il do S. mansoni teve 77% do seu sitio ativo conservado quando comparado

com a anidrase carbonica Il humana. A maioria dos alvos fazem parte do processo de

26



mobilidade do parasito ou fazem parte do tegumento. Dos alvos encontrados neste estudo

apenas o alvo manose-6-fosfato isomerase possui homologia com um alvo de farmaco do

organismo Escherichia coli, os outros alvos possuem homologia com alvos do organismo

Homo sapiens.
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Figura 9- Exemplo da analise da conservacdo do sitio ativo da anidrase carbonica Il. O
resultado o Consurf mostra os aminoacidos funcionais da anidrase carbonica Il de Homo
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sapiens (CA2), sendo os aminoacidos com a letra f em baixo os aminoacidos funcionais
e 0s com a letra s 0s aminoacidos estruturais. A comparacdo manual dos aminoacidos
funcionais da anidrase carbonica Il do Homo sapiens e a anidrase carbonica Il do S.
mansoni mostrou que 77% do sitio ativo conservado entre os alvos.

Classes terapéuticas

Antineoplésico Antibacteriano
Antimicrobiano Anti-inflamatorio )
® Anestésico m Agente de Conservacdo Ossea

m QOutras classes

Figura 10-Porcentagem das classes terapéuticas dos 102 farmacos encontrados no
estudo que tiveram 60% ou mais do sitio ativo conservado.

5.4. Farmacos encontrados no estudo e selecionados para teste

As classes terapéuticas dos 102 farmacos encontrados no estudo podem ser
observadas na Figura 9. A maioria dos farmacos encontrados pertencia a classe dos
antineoplasicos e outras classes terapéuticas. A pesquisa na literatura cientifica mostrou
que dentre os farmacos encontrados no estudo, alguns ja sdo ativos contra o S. mansoni e
validam este estudo, como por exemplo: lumefantrina, lucantona ciclosporina, artemeter,

entre outros (Tabela 1)

Tabela 1- Farmacos com atividade esquistossomicida comprovada na literatura
encontrados neste estudo.

Alvo do S. Processo , Classe do .

. C Farmaco . Referencia
mansoni Biologico Farmaco

3°,5’- AMP e - (EL KOUNI,

GMP ciclico Metablj’r'i';g‘o 9 pipiridamol Va Qgﬁ’;ﬁg tor  MESSIER:
fosfodiesterase P CHA, 1987)
] : . (MOHAME

6 Fos_fogluconato Via de biossintese Meloxicam  Anti-inflamatério Detal.,
desidrogenase da pentose
2006)
L Regula o transporte . . (TALLA et
Calcineurina de calcio Ciclosporina  Imunossupressor al., 1998).
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Canais de sodio-
potéssio ATPase

Canais de sodio-
potassio ATPase

DNA
topoisomerase Il

Glutamato
desidrogenase

Serina-treonina
proteina quinase

Transportador de
sodio-potassio
ATPase
Transportador de
s0dio-potassio
ATPase

Transporte de sodio
e potassio

Transporte de sédio
e potassio

Replicacdo do DNA

Biossintese do
etileno glicol

Biossintese do 6xido
nitrico

Transporte de sédio
e potassio

Transporte de s6dio
e potassio

Artemeter

Lumefantrina

Lucantona

Hexaclorofeno

Perifosina

QOuabaina

Digoxina

(XIAO;

Antimalarico CATTO,
1989)
- (KUMAR et
Antimalarico al., 2007).
(THETIOT-
Antineoplasico LAURENT
etal., 2013).
) (PANIC et
Anti-infectivo al., 2015)
_ - (YEPES et
Antineoplasico al., 2014)
Agente (FETTERER
Cardiotonico etal., 1981)
- (FETTERER
Antiarritmia etal., 1981)

Dentre os farmacos de baixo custo alguns foram selecionados para serem testado

usando os seguintes critérios: patente expirada, valor de Log p e baixa toxicidade in vivo.

Os farmacos selecionados para serem testados in vitro estdo na tabela 2. Dentre os 399

farmacos encontrados nas bases de dados do Drugbank e TTD ap6s a remocao das

duplicatas, 235 farmacos restaram e foram comparados com os farmacos encontrados nos

estudos de Neves e colaboradores e Panic e colaboradores (Figura 11).

Tabela 2-A lista dos farmacos para o teste em ensaios in vitro dentre os farmacos
encontrados neste estudo.

Toxicidade in vivo

Alvo do S. mansoni #7 A Farmaco Log LD50
Biologico p
(camundongo)
Aldoceto redutase | Omdagaio ¢ Doxorubicina 1.27 570mg/kg oral
Reducéo

Mannose-6-fosfato  Metabolismode g y¢anijamiga  -0.62  3000mgrkg oral
isomerase Carboidrato
Transportador Transporte de
cationico de 1SPOrte Sulfassalazina 25 12500 mg/kg oral

o aminoacido
aminoacido
Tra_nsplor_tador de Tran_qurt_e de Levotiroxina 4 10000 mg/kg oral
aminoacido y aminoacido

. Movimentagéo do 2-

LU microtubulo Metoxiestradiol 3.7 S g e,
9 o9 —AlPE el VIESe U eE Sildenafila 1.9 1000 mg/kg oral

ciclico fosfodiesterase

sinais
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3°,5’- AMP e GMP

Transducgdo de

ciclico fosfodiesterase sinais Vardenafila 14 1000 mg/kg oral
DNA topoisomerase Il Repllijc&(fo ofe Ciprofloxacino  0.28 5000 mg/kg oral
DNA topoisomerase 11 Repllijclfl(fo do Pefloxacina 0.27 4000mg/kg oral
DNA topoisomerase Il Repllijc&(fo e Lomefloxacina -0.30 4000mg/kg oral
DNA topoisomerase 11 Repllijclfl(fo do Norfloxacino -1.03 4000mg/kg oral
DNA topoisomerase Il Repllijc&(fo e Sparfloxacino 2.5 2000mg/kg oral
DNA topoisomerase 1l Replgﬁfo do Levofloxacina 2.1 1803 mg/kg oral
DNA topoisomerase Il Replg&?jo i Moxifloxacina 2.9 300 mg/kg oral
DNA topoisomerase 1l Replg:l%(fo do Gatifloxacina 2.6 300 mg/kg oral
DNA topoisomerase Il Replgﬁfo i Novobiocina 4.1 1500 mg/kg oral
DNA topoisomerase 1l Replg:l%(fo do Etoposideo 0.60 215 mg/kg oral

DNA topoisomerase Il Replgzsﬁilo ot Teniposideo 1.24 nft? g;gﬁggﬁ%l

*Todos os farmacos possuem patentes expiradas.

Panic et al.

343

48 163

42

235 @ 276

Arantes et al. Neves et al.

Figura 11- Esse grafico mostra a comparagdo dos farmacos potencialmente ativos no S.
mansoni no adulto e no jovem em estudos de reposicionamento (NEVES et al., 2015;
PANIC et al., 2015).
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6.0. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi reposicionar farmacos ja aprovados em humanos ou
usados em ensaios clinicos para o tratamento da esquistossomose. A identificacdo de
farmacos potencialmente ativos contra a esquistossomose foi feita por meio da técnica de
andlise de similaridade entre alvos, comparando a sequéncia proteica de alvos do S.
mansoni com a sequéncia proteica de alvos de farmacos em uso em humanos. Este
trabalho diferenciou-se do trabalho de Neves e colaboradores em relagdo ao critério de
selecdo dos alvos do S. mansoni. Os genes do S. mansoni selecionados sdo importantes
para a sobrevivéncia do parasito e para o seu desenvolvimento como: metabolismo
energético, tegumento, morfologia, crescimento e mobilidade da larva e do adulto. Os
1376 genes encontrados no estudo sdo interessantes novos alvos de farmacos.

Posteriormente a construcdo da compilacdo da lista com os genes codificadores
de proteinas do S. mansoni, a sequéncia proteica desses genes no formato FASTA foi
utilizada na busca por alvos de farmacos homdlogos aos alvos do S. mansoni. A busca
por similaridade é uma ferramenta da bioinformatica que permite identificar proteinas
homologas, ou seja, proteinas que originaram de um ancestral em comum e que
provavelmente possuem a mesma funcéo (VERLI, 2014). Os alvos encontrados possuiam
um valor de E-value inferior ou igual 2 10%°. O valor de E-value baixo é interessante, pois
garante que a homologia é devido ao grau de similaridade entre os alvos e ndo devido ao
acaso e isso assegura a confiabilidade dos resultados. A maioria dos alvos do S. mansoni
possuiam homologia com alvos de farmacos humano, isso significa que além do farmaco
se ligar a proteinas do S. mansoni 0 mesmo se liga as proteinas humanas. Para o
reposicionamento isso ndo é necessariamente um problema, visto que a dose para o efeito
terapéutico de um farmaco pode variar muito no tratamento de doencas distintas, as vezes
sendo abaixo da dose toxica.

O valor obtido do BLAST em porcentagem determina o grau similaridade entre as
proteinas. O valor de Overlap encontrado foi calculado relacionando a sequéncia proteica
do alvo farmaco com a sequéncia do alvo do S. mansoni, a porcentagem do Overlap diz
qual a porcentagem da sequéncia proteica do alvo do farmaco que estd contida na
sequéncia proteica do alvo do S. mansoni. Quanto maior o valor de Overlap melhor, pois
garante que as interacBes entre a micromolécula e a macromolécula tem alta
probabilidade de ocorrer culminando na atividade farmacoldgica. O Consurf avalia quais

aminoacidos sdo estruturais e funcionais para uma proteina, podendo calcular a
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porcentagem da conservacdo do sitio ativo entre os alvos homdlogos, podendo
desempenhar a atividade farmacologica desejada.

Dos 1376 potenciais novos de farmacos somente 108 alvos do S. mansoni
possuiam homologia com alvos de farmacos e esses estavam associados a 399 farmacos,
ou seja, pode haver mais um farmaco capaz de se ligar em um mesmo alvo. Apds a
remocdo dos 163 farmacos repetidos restou 235 potenciais novos farmacos 48 farmacos
estavam presentes no trabalho de Panic e colaboradores e 63 farmacos presentes no
trabalho de Neves e colaboradores, sendo que 42 dos farmacos estavam presentes em
ambos os trabalhos (NEVES et al., 2015; PANIC et al., 2015) (Figura 10). O rol
exemplificativo dos farmacos encontrados em todos os trés trabalhos: alendronato,
vinblastina, cisplatina, mefloquina. Os farmacos encontrados sdo potencialmente ativos
no adulto e no esquistossémulo.

Os farmacos encontrados no trabalho de Neves e colaboradores foram removidos
restando 172 farmacos dos 235 iniciais 0s quais apenas 102 associados a 28 alvos
possuiam 60% ou mais do sitio ativo conservado (NEVES et al., 2015). Dos alvos
encontrados a maioria faziam parte da morfologia e do tegumento do parasito. Esse
resultado € interessante, pois a maioria dos farmacos esquistossomicidas no mercado,
como por exemplo o praziquantel, atuam na morfologia ou no tegumento do parasito
(DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008). Dentre os potenciais novos alvos terapéuticos
muitos sdo interessantes como por exemplo: a DNA topoisomerase Il, a calmodulina,
transportadores de aminoacidos e metais e enzimas do metabolismo energético. De
acordo com a literatura cientifica, dentre os farmacos encontrados alguns ja
demonstraram ter atividade esquistossomicida literatura (Tabela 1). Ap6s a remocgao dos
farmacos ativos, 18 farmacos de baixo custo foram selecionados para serem testados em
ensaios in vitro usando os critérios de baixa toxicidade in vivo, patente expirada e um
valor de log p intermediério.

Um farmaco que ainda estd em patente deve ser utilizado em ultimo caso no
reposicionamento, pois a dificuldade de producdo do mesmo em larga escala torna o
reposicionamento do mesmo inviavel para o tratamento de um DTN. As DTN atingem
principalmente paises com populagdes com uma renda econémica baixa, logo é
importante que os farmacos usados no tratamento das DTN possuam um baixo custo. A
toxicidade in vivo € um critério importante na selecao dos farmacos, pois um farmaco que

é toxico em um animal, como por exemplo, em camundongo provavelmente sera toxico
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em humano. O valor de log P é um critério interessante de selecdo, pois indica o grau de
hidrofobicidade e lipofilicidade de um determinado composto, é interessante um farmaco
ter um valor de log P intermediério cerca de dois (LIPINSKI et al., 2012). O valor de log
P adequado garante que o farmaco seja absorvido por via oral e seja bem distribuido nos
tecidos pelo plasma.

De acordo com a literatura dentre os fA&rmacos encontrados no estudo que alguns
ja possuem atividade esquistossomicida e sdo interessantes para validar o estudo séo eles:
dipiridamol, meloxicam, ciclosporina, artemeter, lumefantrina, lucantona, hexaclorofeno,
perifosina, ouabaina e digoxina. Esses resultados podem ser encontrados na tabela 1 dos
resultados. O dipiridamol, um anéalogo toéxico de nucleosideo, quando coadministrado
com um inibidor de transporte de nucleosideo promoveu a morte do S. mansoni e a
sobrevivéncia do hospedeiro (EL KOUNI; MESSIER; CHA, 1987). O meloxicam é um
inibidor da ciclooxigenase-2 (COX-2) e mostrou ter atividade contra o Schistosoma, pois
houve uma reducdo na carga parasitaria e no nimero de ovos quando combinada com o
praziquantel promoveu a erradicacdo do parasito (MOHAMED et al., 2006). Nos meus
resultados o meloxicam mostrou inibir a enzima 6-fosfoglucanato desidrogenase que é
importante na via das pentoses, pois ela converte a glicose-6-fosfato e 0 NADP(+) em 6-
fosfogluconato e NADPH (BANHEGYI; CSALA; BENEDETTI, 2009).

A ciclosporina é um agente imunossupressor que promove a alteracdo do
tegumento e do sistema digestivo do parasito e com isso possui atividade
esquistossomicida (SERRA; LARDANS; DISSOUS, 1999). Acredita-se que a
ciclosporina se liga nas proteinas da familia das ciclofilina (CYP) que sdo importantes no
processo de dobragem das proteinas que sdo produzidas no reticulo endoplasmatico e que
sdo transportadas para a superficie (SERRA; LARDANS; DISSOUS, 1999). Nas células
dos mamiferos a ciclosporina se liga as CYP e inibe a calcineurina que é uma fosfatase
dependente de calmodulina (SERRA; LARDANS; DISSOUS, 1999). A calcineurina é
importante pois a mesma promove a desfosforilacdo do fator de transcricdo NF-AT
(SERRA; LARDANS; DISSOUS, 1999).

No S. mansoni o fator de transcricgdo NF-AT é importante na regulagdo da
expressao da proteina Sm28GST que é uma enzima antioxidante com atividade de
glutationa-S-transferase e que é importante no desenvolvimento do tegumento e na
sobrevivéncia do parasito (SERRA; LARDANS; DISSOUS, 1999). Os resultados

indicam que a ciclosporina se liga a calcineurina e promove a inibigdo da mesma e a
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inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo NF-AT ndo e com isso a expressdo da
Sm28GST é prejudicada.

Os seguintes compostos antimalaricos  mostraram  ter  atividade
esquistossomocida: artemeter, lumefantrina e lucantona. O mecanismo de acdo do
artemeter e lumefantrina é a inibicdo da formacdo da hemozoina, importante para a
detoxificacdo do grupo heme no S. mansoni (KUMAR et al., 2007). O artemeter que é
utilizado no tratamento da malaria mostrou ser ativo em camundongo com uma redugéo
de cerca de 83% dos parasitos imaturos (XIAO; CATTO, 1989). Esse composto mostrou
ser mais eficaz contra a forma jovem do parasito do que contra o adulto e a sua eficacia
aumenta quando combinado com o praziquantel (PEREZ DEL VILLAR et al., 2012). A
Lucantona é um anélogo do miracil A e mostrou ser ativo in vivo, mas néo in vitro, pois
0 mesmo deve ser biotransformado no hospedeiro e transformado em hicantona que é a
sua forma ativa (THETIOT-LAURENT et al., 2013). A lucantona foi descontinuada
devido ao fato de causar hepatotoxicidade e teratogénia (THETIOT-LAURENT et al.,
2013).

O composto hexaclorofeno mostrou ser um bom agente profilatico em area de
risco, pois 0 mesmo impede a penetracao da cercaria pela pele e consegue ficar na pele
por até 48 horas apds vérias lavagens (FRIPP; ARMSTRONG, 1974).A perifosina faz
parte de uma familia de compostos sintéticos denominados de analogos alquilfosfolipideo
(APL) que possuem estruturas semelhantes como: eldefosina, miltefosina entre outros e
que possuem atividade esquistossomicida (YEPES et al., 2014). Nos resultados a
perifosina se liga a rac-alfa serina treonina proteina quinase, também denominada de
proteina quinase B ou Akt. As APL promovem a morte do S. mansoni por meio da
inducdo da apoptose e alteracdo das membranas celulares (YEPES et al., 2014).

Os resultados observados em experimentos foram: reducdo na mobilidade do
parasito, paralise da ventosa oral e acetabular, aumento na permeabiliza¢cdo da membrana
por meio da inducdo da apoptose por meio da interacdo com as membranas celulares
(YEPES et al., 2014). A ouabaina causa contracdo espontanea da musculatura do parasito
e a tensdo da contragdo aumenta com o aumento da dose, sendo que a dose de 3 x 10°m
ocorre a morte do parasito (FETTERER et al., 1981). A digoxina atua de maneira
semelhante a ouabaina, contudo é menos eficaz. A digoxina e a ouabaina séo inibidores
de canais de sddio-potassio e 0 seu mecanismo de acdo € por meio da alteragdo do

potencial de membrana.
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Os alvos e farmacos selecionados para teste estdo na tabela 2. Os seguintes alvos
foram selecionados: aldoceto redutase, manose-6-fosfato isomerase, tubulina, 3’-5 AMP
e GMP ciclico fosfodiesterase, 6-fosfogluconato desidrogenase, DNA topoisomerase Il e
transportadores de aminoacidos. As aldoketo reductase (AKR) sdo uma superfamilia de
oxidoredutase com mais de 100 membros identificados divididos em 6 subgrupos
distintos de acordo com a sequéncia de aminoécidos (GAUDET et al., 2003). A maioria
das AKR usam o NAD (P)(H) como cofator em rea¢des quimicas de reducéo de: aldeidos,
monossacarideos, esteroides, prostaglandinas, hidrocarbonetos aromaticos, etc.
(GAUDET et al., 2003).

No Echinostoma caproni um trematodeo, cujo hospedeiro intermediario é o
mesmo hospedeiro do Schistosoma mansoni: o caramujo Biomphalaria glabrata, a AKR
€ uma enzima antioxidante que promove a detoxificacdo dos produtos da peroxidagédo
lipidica (GUILLOU et al., 2007). O hospedeiro intermediario reage a presenca do parasito
por meio da producdo de reactive oxygen species (ROS) (GUILLOU et al., 2007). As
ROS promovem uma peroxidacdo da membrana lipidica do parasito e uma das
consequéncias dessa peroxidacdo lipidica é a producéo de aldeidos, os quais modificam
as proteinas do parasito por carbonilacdo (GUILLOU et al., 2007). A enzima AKR, por
conseguinte, reduz a maioria dos aldeidos dos fosfolipideos reduzindo com isso o impacto
da peroxidagcdo lipidica induzida pelo hospedeiro (GUILLOU et al., 2007).

A mannose é um acucar simples que dependendo do seu nivel no organismo pode
causar complicacdes boas ou ruins, desde a producdo de energia que é essencial para a
sobrevivéncia dos organismos até a cegueira em camundongos e levar a complicacGes da
diabete no humano (SHARMA; ICHIKAWA; FREEZE, 2014). A mannose quando
fosforilada pela hexoquinase produz a mannose-6-fosfato que serve de substrato para trés
enzimas importantes: hexoquinase, mannose-6-fosfato isomerase e a mannose-6-fosfato
mutase (SHARMA; ICHIKAWA,; FREEZE, 2014). A mannose-6-fosfato isomerase faz
parte da via glicolitica e é essencial no metabolismo energético de carboidratos de
diversos organismos. O artemeter além da sua atividade esquistossomicida estar
relacionado com a producéo de hemozoina, esse farmaco também mostrou inibir enzimas
importantes no metabolismo do carboidrato como a mannose-6-fosfato isomerase (ZHAI
et al., 2000).

O tegumento do schistosoma adulto € composto por duas bicamadas lipidicas na

superficie e uma camada continua de células denominada de sincicio. Algumas moléculas
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como a glicose conseguem atravessar essa barreira, outras moléculas necessitam de
transportadores especificos (SKELLY et al., 2014). Alguns transportadores de
aminoacidos, importantes para a nutricdo do parasito e absor¢do desses nutrientes, ja
foram caracterizados no parasito como o transportador do schistosoma permeasel
(SKELLY et al., 2014). Os aminoacidos sdo obtidos por meio da digestdo do sangue e
promovem o crescimento, a reproducéo e o desenvolvimento dos parasitos (THETIOT-
LAURENT et al., 2013). Os microtubulos sdo formados por heterodimeros de a e B
tubulina que séo proteinas estruturais importantes em Varios processos como: transporte
intracelular, modificacao do citoesqueleto, producao de cilios e flagelos e segregacao dos
cromossomos (DUVAUX-MIRET et al., 1991).

No Schistosoma a tubulina esta presente nos processos: troca do tegumento,
formacéo do cilio no miracidio e na divisao celular do esporocisto (DUVAUX-MIRET et
al., 1991). A 6-fosfogluconato desidrogenase faz parte do metabolismo energético e da
via das pentoses na cercaria e no adulto do S. mansoni (COLES, 1970). O AMP ciclico
(cCAMP) e 0 GMP ciclico (cGMP) sdo segundos mensageiros importantes em diversos
processos no organismo como: transcricdo génica, migracao celular, proliferacdo celular,
morte celular entre outros (MARTINEZ; GIL, 2014). A formacao e a ativacdo do CAMP
e cGMP ocorre a partir da enzima adenilato ciclase por meio do ATP e GTP, enquanto a
inativacao desses mensageiros ocorre por meio da enzima fosfodiesterase (MARTINEZ;
GIL, 2014). Farmacos que inibem a 3’-5> AMP e GMP ciclico fosfodiesterase interferem
na transducao de sinais e na regulacao de processos celulares importantes.

No S. mansoni o CAMP mostrou ser importante na regulacdo do metabolismo
energético de carboidratos. O cAMP também regula o processo de transformacdo do
miracidio, pois uma diminuicdo na concentracdo do cCAMP favorece a transformacao
(KAWAMOTO et al., 1989). Portanto, o aumento do cAMP intracelular prejudica o
desenvolvimento do parasito e a inibicdo da fosfodiesterase leva a um aumento do cAMP
intracelular. A DNA topoisomerase € importante nos seguintes processos: replicacdo do
DNA, recombinacéo, transcri¢do e mediagéo da resposta inflamatoria em mamiferos (DE
OLIVEIRA et al., 2006). As DNA topoisomerase sdo essenciais em todos 0s organismos,
visto que ela altera a topologia do DNA formando rupturas na estrutura da dupla hélice
(DEWEESE; OSHEROFF, 2010). Todas as topoisomerase precisam de ATP para
catalisar a reacdo e removem a tensdo do enrolamento do DNA e 0s nos na fita. As

topoisomerase Il precisam de metais ions no sitio ativo para desempenhar a sua atividade.
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Cerca de 18 farmacos foram selecionados para serem testados: doxorubicina,
sulfonilamida, tiroxina, etc. A doxorubicina, também conhecida como adriamicina, é uma
antraciclina que inibe a DNA topoisomerase Il (inibe a sintese de acidos nucleicos) e trata
diversos tipos de cancer, desde cancer hematoldgico, sarcoma e tumores sélidos em
criancas e adultos, além disso possui atividade antibidtica (BARRANCO, 1984;
CHAURASIA et al., 2015; HOLMGREN et al., 2015). A capacidade desse farmaco de
matar as células cancerigenas rapidamente e diminuir a progressdo da doenca ja é
conhecida a muito tempo, contudo o uso prolongado e em doses elevadas desse farmaco
pode resultar em toxicidade cardiaca e celular devido a ativacdo das vias: intrinseca
apoptdtica da mitocondria e extrinseca (HOLMGREN et al., 2015). Esse composto
mostrou ser ativo no tratamento da leishmaniose em baixas dosagens e no tratamento da
tripanossomiase africana que causa a doenca do sono (CHAURASIA et al., 2015;
DETERDING et al., 2005). A sulfanilamida é um antibacteriano pertence a classe de
compostos organicos denominado de aminosulfonamidas (LIU; JOUANNETAUD;
ZUNINO, 2010). Esse farmaco inibe a enzima anidrase carbdnica do Plasmodium
falciparum e possui atividade antimalarica (KRUNGKRALI et al., 2005).

A sulfassalazina é um azobenzeno que foi introduzido no mercado em 1941 e
inicialmente foi utilizado no tratamento da artrite reumatoide (KLOTZ, 1985). Desde
1941 esse composto mostrou ser eficaz no tratamento da inflamagéo do intestino e pode
ser usado também no tratamento da doenca de Crohn e na colite ulcerativa (KLOTZ,
1985). O farmaco possui a estrutura de uma sulfapiridina (atividade antibacteriana) e o 5-
aminosalicilico (atividade anti-inflamatéria) ligados por uma ligacdo azo que pode ser
quebrada por bactérias presentes no colon (KLOTZ, 1985). O 5- aminosalicilico é
metabolizado e desempenha a sua atividade farmacol6gica por meio da inibicdo da sintese
de prostaglandinas (SACK; PEPPERCORN, 1983). A sulfapiridina é a principal
responsavel pelas reacfes adversas: nausea, dor de cabeca, anorexia, problema hepatico,
febre, feridas, trombocitopenia, etc.

A levotiroxina é um horménio da tireoide que é usado no tratamento do
hipotireoidismo e é importante na regulacéo da producgéo das ROS (PAN et al., 2013). No
hipotireoidismo h& um aumento das ROS, o seu aumento causa: oxidacdo de
macromoléculas essenciais e diminui¢do na capacidade cognitiva. Esse farmaco mostrou
ser ativo contra o Typanosoma cruzi (BELLERA et al., 2014). O 2-metoxiestradiol & um

horménio do tipo estrogénio que ndo possui atividade estrogénica (KUMAR et al., 2016).
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Ele € um interessante agente quimioterapico no tratamento do cancer e a sua atividade
anticancerigena tem sido associada as seguintes propriedades: antitubulina,
antiangiogénica, proapoptética e inducdo de ROS (KUMAR et al., 2016). A
citotoxicidade desse composto é devida a interrupcdo do processo de producdo de
microtUbulos e a inducgédo de apoptose ligada a p53.

A sildenafil e a vardenafil s&o benzenosulfonamidas inibidores reversiveis da
fosfodiesterase-5 que esta presente no muasculo liso (CORBIN; FRANCIS, 1999). Este
farmaco é usado no tratamento da angina e problemas eréteis. Os efeitos adversos desse
farmaco séo: dor de cabeca, reducdo da pressao arterial e perturbacéo visual. Os seguintes
compostos fazem parte da classe organica das fluorquinolonas e foram selecionados para
serem testados: ciprofloxacino, gatifloxacina, levofloxacina, lomefloxacina,
moxifloxacina, norfloxacino, pefloxacino e sparfloxacino (ZHANEL et al., 1999). Esses
compostos sdo antibidticos eficazes no tratamento de infec¢bes por bactérias gram-
negativa e algumas gram-positiva. As fluorquinolonas entram na célula bacteriana por
difusdo passiva e se inibem a DNA girase, um tipo de DNA topoisomerase Il formada
por duas subunidades A e duas subunidades B, inibindo por consequéncia a sintese de
DNA (ZHANEL et al., 1999). Os efeitos adversos desses compostos sao: nausea, vomito,
diarreia, tontura, dor de cabeca, coceira, fototoxicidade e hepatotoxicidade.

A novobiocina é um antibiético aminocumarina da classe organica dos glicosideos
e eficiente no tratamento de infec¢Ges por bactérias gram-positiva (DONNELLY;
BLAGG, 2008; HEIDE, 2014). Esse composto se liga a DNA topoisomerase 11 (DNA
girase) inibindo a hidrélise do ATP e a proteina de choque térmico 90 (Hsp90)
(DONNELLY; BLAGG, 2008). O teniposideo e o etoposideo sdo podofilotoxinas com
atividade antineoplasica. Esses compostos atuam por meio da inibicdo da enzima DNA
topoisomerase Il causando com isso a interrupcdo do ciclo celular na fase de S-G2 e a
morte celular (KAMAL et al., 2015). O teniposideo é eficiente no tratamento de varios
tipos de cancer: carcinoma do pulméo, tumor maligno intracraniano, linfoma, leucemia,
entre outros. Alguns sintomas sdo: leucocitopenia, vomito, diarreia, anorexia e perda de
cabelo (HE et al., 2015). O estudo do encapsulamento desse composto em nanoparticulas
para a reducgdo da toxicidade estd em processo de desenvolvimento (HE et al., 2015). Os

resultados encontrados véo ser publicado no artigo que se encontra no anexo 2.
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7.0. CONCLUSAO

Este trabalho buscou reposicionar farmacos para o tratamento da esquistossomose
usando as ferramentas de gendmica e bioinformatica. A metodologia deste trabalho
baseou-se nos trabalhes de Neves e colaboradores e diferenciou-se deste no critério de
selecdo dos alvos. Inicialmente, compilou-se uma lista com potenciais alvos terapéuticos
do S. mansoni que faziam parte de vias essenciais para o parasito como: morfologia,
tegumento, crescimento mobilidade e metabolismo energético e entdo buscou-se em base
de dados de farmacos alvos de farmacos homdélogos aos alvos do S. mansoni. Selecionou-
se dentre os farmacos encontrados que possuiam 60% ou mais do seu sitio ativo
conservado 18 farmacos para serem testados em ensaios de atividade usando os seguintes
critérios: baixo custo, patente expirada, baixa toxicidade in vivo e log P. Dos 1376
potenciais novos alvos encontrados neste estudo, apenas 61 alvos associados a 191
farmacos possuiam homologia com alvos de farmacos em uso em humanos. Contudo,
destes 61 alvos apenas 28 associados a 102 farmacos possuiam um 60% do sitio ativo
conservado apds a remocdo de duplicatas e farmacos encontrados em estudos anteriores.
Dentre os farmacos encontrados muitos farmacos ja mostraram ter atividade
esquistossomicida na literatura cientifica como por exemplo: artemether, lumefantrina,
ciclosporiana. Alguns farmacos para serem testados: sulfassalazina, levotiroxina,
ciprofloxacino, 2-metoxyestradiol, sparfloxacino, novobiocina. Os farmacos
selecionados pertencem a diversas classes organicas como: fluorquinolonas,
benzenosulfonamidas, podofilotoxinas, etc. Neste estudo encontrou-se alvos interessante
como: DNA topoisomerase Il, calmodulina, tubulina, transportador de aminoéacido e
3°,5’- AMP e GMP ciclico fosfodiesterase. Os farmacos encontrados neste estudo podem
ser interessantes como compostos lideres para a identificacdo e desenvolvimento de

novos compostos analogos ativos.
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ANEXO 1

Tabela 3- Lista com os 102 farmacos com 60% ou mais da sua regido funcional conservada.

Alvo do S.
mansoni

Calmodulina
Calcineurina b

Tubulina beta

Transportador
de sddio-
potassio
ATPase

Transportador
de sodio-
potassio
ATPase

Transportador
de sodio-
potéssio
ATPase

Transportador
de sddio-
potéssio
ATPase

ID do S.
mansoni

Smp_026560
Smp_064950

Smp_078040

Smp_015020

Smp_015020

Smp_015020

Smp_015020

Alvo do
farmaco

Calmodulina
Calcineurina b

Tubulina beta

Transportador de
sodio-potassio
ATPase

Transportador de
sodio-potassio
ATPase

Transportador de
sodio-potéssio
ATPase

Transportador de
sodio-potassio
ATPase

ID do alvo do
farmaco

CALM1

PPP3R2

TTDS00308

ATP1Al

TTDS00045

TTDS00045

TTDS00045

BLAST TTD Drugbank

289,7

260,8

355,0

14757

1475,0

1475,0

1475,0

3,00E
-99

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

3,23E-103

3,89E-91

0,00E+00

Farmaco

Cichocaina

Ciclosporina

2-

Metoxiestradiol

Acetildigito-
xina

Almitrina

Artemeter

Ciclopirox

Classe do
farmaco

Anestésico

Imunossupre-
Ssivo

Antineopla-
sico

Cardiotbnico

Anti-
inflamatorio

Antimaléarico

Antiflngico

Fase do
farmaco

Aprovada
Aprovada

Fase Il

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

100%
100%

100%

98%

98%

98%

98%

Iden
-tity

99%

76%

97%

74%

74%

74%

74%

52

Regido
funcio-
nal

100%
100%

100%

99%

99%

99%

99%



Transportador
de sodio-
potéssio
ATPase

Transportador
de sddio-
potéssio
ATPase

Transportador
de sddio-
potéssio
ATPase

Transportador
de sadio-
potéssio
ATPase

Transportador
de sddio-
potéssio
ATPase

Anidrase
carbonica Il

Smp_015020

Smp_015020

Smp_015020

Smp_015020

Smp_015020

Smp_028670

Transportador de
sodio-potéssio
ATPase

Transportador de
sodio-potéssio
ATPase

Transportador de
sodio-potassio
ATPase

Transportador de
sodio-potéssio
ATPase

Transportador de
sodio-potéssio
ATPase

Anidrase
carbonica Il

TTDS00045

ATP1Al

ATP1Al

TTDS00045

TTDS00045

CA2

1475,0

1475,7

1475,7

1475,0

1475,0

196,4

0,00E
+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E
+00
0,00E
+00
4,08E-63

Deslanosideo

Digoxina

Acido
etacrinico

Lumefantrina

Ouabaina

Bendroflume-
tiazida

Antiarritmia

Antiarritmia

Diurético

Antimalarico

Cardiotonico

Anti-
hipertensivo

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

98%

98%

98%

98%

98%

98%

74%

74%

74%

74%

74%

40%

53

99%

99%

99%

99%

99%

98%



ATP sintase

Glutamina
sintetase

Glutamina
sintetase

Rac-alfa serina-
treonina
proteina
quinase

Rac-alfa serina-
treonina
proteina
quinase

Rac-alfa serina-
treonina
proteina
quinase

Smp_147050

Smp_091460

Smp_091460

Smp_073930

Smp_073930

Smp_073930

ATPase V

Glutamina
sintetase

Glutamina
sintetase

Rac-alfa serina-

ATP6V1A

GLUL

GLUL

treonina proteina  TTDC00132

quinase

Rac-alfa serina-

treonina proteina  TTDC00132

quinase

Rac-alfa serina-

treonina proteina  TTDC00132

quinase

968,8

502,3

502,3

548,0

548,0

548,0

1,00E
-157

1,00E
-157

1,00E
-157

0,00E+00

3,91E-180

3,91E-180

Acido

etidronico

Ceftriaxona

Pegvisomant

Enzastaurina

Afuresertib

MK-2206

Agente de
Conservagéo
Ossea

Antibacteria-
no

Anabdlico

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Fase 111

Fase Il

Fase Il

98%

96%

96%

98%

98%

98%

78%

65%

65%

60%

60%

60%

54

98%

94%

94%

92%

92%

92%



Alvo do S.
mansoni

Rac-alfa serina-
treonina
proteina
guinase

Rac-alfa serina-
treonina
proteina
guinase

Rac-alfa serina-
treonina
proteina
guinase

Citocromo C

Ribonucleosi-
deo difosfato
redutase

Ribonucleosi-
deo difosfato
redutase

ATP sintase
mitocondrial

ATP sintase
mitocondrial

ID do S.
mansoni

Smp_073930

Smp_073930

Smp_073930

Smp_033400

Smp_055890

Smp_055890

Smp_082120

Smp_082120

Alvo do
farmaco

Rac-alfa serina-
treonina proteina
quinase

Rac-alfa serina-
treonina proteina
quinase

Rac-alfa serina-
treonina proteina
guinase

Citocromo C

Ribonucleosideo
difosfato
redutase M2

Ribonucleosideo
difosfato
redutase M2

ATP sintase
mitocondrial

ATP sintase
mitocondrial

ID do alvo do
farmaco

TTDCO00132

TTDC00132

TTDCO00132

CYCS

RRM2

TTDS00421

ATP5D

ATP5D

BLAST

548,0

548,0

548,0

170,6

521,9

521,0

141,7

141,7

TTD Drugbank

1,00E
-157

1,00E
-157

1,00E
-157

1,00E
-149

1,75E-57

0,00E+00

2,73E-44

2,73E-44

Farmaco

Perifosina

Rigosertib

Archexin

Minociclina

Nitrato de galio

Motexafin
gadolinio

Desflurano

Methoxyflura-
no

Classe do
farmaco

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Antineoplési-
co

Antibacterian
0

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Anestésico

Anestésico

Fase do
farmaco

Fase Il

Fase 111

Fase Il

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

98%

98%

98%

97%

83%

83%

97%

97%

Iden

-tity

60%

60%

60%

75%

75%

75%

45%

45%

55

Regido
funcio-
nal

92%

92%

92%

92%

90%

90%

89%

89%



Alvo do S.
mansoni

ATP sintase
mitocondrial

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I
DNA
topoisomerase
I
DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

ID do S.
mansoni

Smp_082120

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Alvo do
farmaco

ATP sintase
mitocondrial

DNA

topoisomerase Il

DNA

topoisomerase Il

DNA

topoisomerase Il

DNA

topoisomerase Il

DNA

topoisomerase Il

DNA

topoisomerase Il

DNA

topoisomerase Il

DNA

topoisomerase Il

ID do alvo do

farmaco

ATP5D

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

BLAST

141,7

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

TTD Drugbank

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

Farmaco

Sevoflurano

Aclarubicin

Amsacrina

Besifloxacino

Cinoxacino

Ciprofloxacino

Dexrazoxano

Enoxacina

Epirubicina

Classe do
farmaco

Anestésico

Antineoplési-
co

Antineoplasi-
co

Anti-infectivo

Anti-infectivo

Anti-infectivo

Antineoplasi-
co

Anti-infectivo

Antineoplasi-
co

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

97%

88%

88%

88%

88%

88%

88%

88%

88%

Iden

-tity

45%

58%

58%

58%

58%

58%

58%

58%

58%

56

Regido
funcio-
nal

89%

89%

89%

89%

89%

89%

89%

89%

89%



Alvo do S.
mansoni

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

ID do S.
mansoni

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Alvo do
farmaco

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

ID do alvo do

farmaco

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

BLAST

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

TTD Drugbank

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

Farmaco

Etoposideo

Fleroxacina

Fluorquinolona

Gatifloxacina

Gemifloxacina

Idarrubicina

Levofloxacina

Lomefloxacina

Classe do
farmaco

Antineoplasi-
co

Anti-infectivo

Anti-infectivo

Anti-infectivo

Antibacterian
0

Antineoplasi-
co

Antibacterian
0

Antibacteria-
no

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

88%

88%

88%

88%

88%

88%

88%

88%

Iden

-tity

58%

58%

58%

58%

58%

58%

58%

58%

57

Regido

funcio-

nal

89%

89%

89%

89%

89%

89%

89%

89%



Alvo do S.
mansoni

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

ID do S.
mansoni

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Alvo do
farmaco

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

ID do alvo do
farmaco

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

BLAST

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

TTD Drugbank

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

Farmaco

Lucantona

Mitoxantrona

Moxifloxacina

Acido

Nalidixico

Norfloxacino

Novobiocina

Ofloxacino

Pefloxacina

Classe do
farmaco

Antineoplasi-
co

Analgésico

Antibacteria-
no

Antibacteria-
no

Antibacteria-
no

Antibacteria-
no

Antibacteria-
no

Anti-infectivo

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

88%

88%

88%

88%

88%

88%

88%

88%

Iden

-tity

58%

58%

58%

58%

58%

58%

58%

58%

58

Regido

funcio-

nal

89%

89%

89%

89%

89%

89%

89%

89%



Alvo do S.
mansoni

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

DNA
topoisomerase
I

Proteina de
choque térmico

Proteina de
choque térmico

ID do S.
mansoni

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_065840

Smp_072330

Smp_072330

Alvo do
farmaco

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

DNA
topoisomerase Il

Proteina de
choque térmico
90

Proteina de
choque térmico
90

ID do alvo do
farmaco

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDS00080

TTDCO00018

TTDC00018

BLAST

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

1614,0

561,0

561,0

TTD Drugbank

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

0,00E
+00

1,00E
-161

1,00E
-161

Farmaco

Rosoxacino

Voreloxin

Sparfloxacino

Teniposideo

Trovafloxacina

Valrubicina

Retaspimycin

Tanespimicina

Classe do
farmaco

Anti-infectivo

Antineoplési-
co

Antibacteria-
no

Antineoplasi-
co

Anti-infectivo

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Fase Il

Fase Il

Over-
lap

88%

88%

88%

88%

88%

88%

100%

100%

Iden

-tity

58%

58%

58%

58%

58%

58%

67%

67%

59

Regido

funcio-

nal

89%

89%

89%

89%

89%

89%

83%

83%



Alvo do S.
mansoni

Proteina de
choque térmico

Proteina de
choque térmico

Manose-6-
fosfato
isomerase

Manose-6-
fosfato
isomerase

Manose-6-
fosfato
isomerase

Cdc42 proteina
celular polar

Glutamato
desidrogenase

Aldoceto
redutase familia
1 membro B4

ID do S.
mansoni

Smp_072330

Smp_072330

Smp_089590

Smp_089590

Smp_089590

Smp_082810

Smp_093820

Smp_053220

Alvo do
farmaco

Proteina de
choque térmico
90

Proteina de
choque térmico
90

Manose-6-
fosfato isomerase

Manose-6-
fosfato isomerase

Manose-6-
fosfato isomerase

Toxina botulinica
ligada ao ras C3

Glutamato
desidrogenase 1

Alcool
desidrogenase
[NADP (+) ]

ID do alvo do
farmaco

HSP90AA1L

HSP90AA1L

TTDS00450

TTDS00450

TTDS00450

RAC1

GLUD1

AKR1A1

BLAST

561,6

561,6

264,0

264,0

264,0

231,9

620,5

299,3

TTD Drugbank Farmaco
0,00E+00  Nedocromil
0,00E+00 Rifabutina

8’_22E Sulfacetamida

8’_(7)(2)E Sulfanilamida

8,_(;(;E Sulfoxona
3,40E-79 Dextror:etorfan

0,00E+00 Hexaclorofeno

1,12E-101 Doxorubicina

Classe do
farmaco

Oftalmoldgi-
co

Antibiotico

Antibacteria-
no

Antibacteria-
no

Antibacteria-
no

Analgésico

Anti-infectivo

Antineoplasi-

co

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

100%

100%

98%

98%

98%

84%

80%

97%

Iden

-tity

67%

67%

35%

35%

35%

66%

65%

48%

60

Regido

funcio-

nal

83%

83%

81%

81%

81%

81%

80%

79%



Alvo do S.
mansoni

Aldoceto
redutase familia
1 membro B4

Alcool
desidrogenase

Transportador
de cobre
ATPase 1, 2

Transportador
de cobre
ATPase 1, 2

6-
fosfogluconato
desidrogenase

6-
fosfogluconato
desidrogenase

6-
fosfogluconato
desidrogenase

Farnesil
pirofosfato
sintase

ID do S.
mansoni

Smp_150700

Smp_044440

Smp_144970

Smp_144970

Smp_071840

Smp_071840

Smp_071840

Smp_070710

Alvo do
farmaco

Aldose redutase

Alcool
desidrogenase 1B

Transportador de
cobre ATPase 1

Transportador de
cobre ATPase 1

6-fosfogluconato
desidrogenase

6-fosfogluconato
desidrogenase

6-fosfogluconato
desidrogenase

Farnesil
pirofosfato
sintase

ID do alvo do
farmaco

TTDS00115

ADH1B

ATP7A

ATP7A

PGD

PGD

PGD

TTDS00372

BLAST TTD Drugbank

285,0

362,8

695,3

695,3

470,7

470,7

470,7

226,0

2,00E
-78

1,00E
-60

5,96E-125

0,00E+00

0,00E+00

9,93E-166

9,93E-166

9,93E-166

Farmaco

Fidarestat

Fomepizole

Carboplatina

Oxaliplatina

Dacarbazina

Meloxicam

Ritodrina

Ibandronato

Classe do
farmaco

Hipoglicémi-
co

Antidoto

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Antineoplasi-
co

Anti-
inflamatoério

Simpatomi-
mético

Agente de
Conservacao
Ossea

Fase do
farmaco

Fase 111

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

98%

99%

94%

94%

77%

7%

77%

81%

Iden

-tity

48%

52%

38%

38%

61%

61%

61%

35%

61

Regido

funcio-

nal

7%

77%

73%

73%

73%

73%

73%

70%



Alvo do S.
mansoni

Farnesil
pirofosfato
sintase

Farnesil
pirofosfato
sintase

Farnesil
pirofosfato
sintase

3°.5- AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase

3°,5-AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase

3°,5’-AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase

3°.5- AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase
3°.5-AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase
3°.5- AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase

ID do S.
mansoni

Smp_070710

Smp_070710

Smp_070710

Smp_179590

Smp_179590

Smp_179590

Smp_179590

Smp_179590

Smp_179590

Alvo do
farmaco

Farnesil
pirofosfato
sintase

Farnesil
pirofosfato
sintase

Farnesil
pirofosfato
sintase

3'5'- GMP
ciclico
fosfodiesterase
3'5'-GMP
ciclico
fosfodiesterase
3'5'- GMP
ciclico
fosfodiesterase
3'5'- GMP
ciclico
fosfodiesterase
3'5'- GMP
ciclico
fosfodiesterase
3'5'- GMP
ciclico
fosfodiesterase

ID do alvo do
farmaco

TTDS00372

TTDS00372

TTDS00372

TTDS00296

TTDS00296

TTDS00296

TTDS00296

TTDS00296

TTDS00296

BLAST TTD Drugbank

226,0

226,0

226,0

339,0

339,0

339,0

339,0

339,0

339,0

1,00E
-60

1,00E
-60

1,00E
-60

3,00E
94

3,00E
-94

3,00E
-94

3,00E
-94

3,00E
-94

3,00E
-94

Farmaco

Pamidronato

Risedronato

Zoledronato

Dipiridamol

Papaverina

Pentoxifilina

PF-00489791

Sildenafil

Tadalafil

Classe do
farmaco

Anti-
inflamatoério

Agente de
Conservagao
Ossea

Agente de
Conservacao
Ossea

Agente
Vasodilatador

Agente
Vasodilatador

Agente
Vasodilatador

Antineoplasi-
co

Agente Anti-
impoténcia

Agente Anti-
impoténcia

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Fase Il

Aprovada

Aprovada

Over-

lap

81%

81%

81%

95%

95%

95%

95%

95%

95%

Iden

-tity

35%

35%

35%

36%

36%

36%

36%

36%

36%

62

Regido
funcio-
nal

70%

70%

70%

65%

65%

65%

65%

65%

65%



Alvo do S.
mansoni

3°.5- AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase

3°.5- AMP e
GMP ciclico
fosfodiesterase

Acetilcolinester
ase

Acetilcolinester
ase

Acetilcolinester
ase

Adenosina
quinase

ID do S.
mansoni

Smp_179590

Smp_179590

Smp_136690

Smp_136690

Smp_136690

Smp_008360

Alvo do
farmaco

3'5'- GMP
ciclico
fosfodiesterase

3'5'- GMP
ciclico
fosfodiesterase

Colinesterase

Colinesterase

Colinesterase

Adenosina
quinase

ID do alvo do
farmaco

TTDS00296

TTDS00296

TTDS00143

TTDS00143

BCHE

ADK

BLAST TTD Drugbank

339,0

339,0

317,0

317,0

317,0

214,5

3,00E
94

3,00E
-94

2,00E
-87

2,00E
-87

6,18E-100

1,30E-67

Farmaco

Teofilina

Vardenafil

lodeto de
Ecotiofato

Brometo
Hexafluronium

Pentagastrina

Abacavir

Classe do
farmaco

Broncodilata-
dor

Agente Anti-
impoténcia

Parasimpato-
mimético

Parasimpato-

mimeético

Agente
Diagnostico

Agente Anti-
HIV

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

95%

95%

90%

90%

90%

94%

Iden

-tity

36%

36%

34%

34%

34%

38%

63

Regido
funcio-
nal

65%

65%

64%

64%

64%

62%



Alvo do S.
mansoni

Anexina

Anexina

Anexina

Transportador
de aminoacido
cationico

Transportador
de aminoacido
catibnico

Adenilato
quinase 1

Adenilato
quinase 1

ID do S.
mansoni

Smp_045550

Smp_045550

Smp_045550

Smp_083990

Smp_083990

Smp_061940

Smp_061940

Alvo do
farmaco

Anexina Al

Anexina Al

Anexina Al

Transportador
cisteina/glutama-
to

Transportador
cisteina/glutama-
to

UMP-CMP
guinase

UMP-CMP
guinase

ID do alvo do
farmaco

ANXA1

ANXA1

ANXA1

SLC7A11

SLC7A11

CMPK1

CMPK1

BLAST TTD

246,5

246,5

246,5

287,0

287,0

85,1

85,1

Drugbank

2,02E-78

2,02E-78

2,02E-78

8,10E-92

8,10E-92

5,25E-21

5,25E-21

. Classe do
Farmaco y
farmaco
L. Anti-
Amcinonida . L.
inflamatorio
Anti-
Dexametasona . , .
inflamatorio
. . Anti-
Hidrocortisona . L.
inflamatorio

Anticonvulsa-

Riluzol

nte

Sulfassalazina . Am",.

inflamatorio

Gemcitabina  A\ntineoplasi-
co

R Agente Anti-
Lamivudina IV

Fase do
farmaco

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Aprovada

Over-
lap

94%

94%

94%

94%

94%

94%

94%

Iden
-tity

44%

44%

44%

40%
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ANEXO 2

In silico repositioning of new drugs against Schistosoma mansoni
Arantes, M.E.}; Andrade, C.H.?; Neves, B.J.?; Bezerra, J.C.B.

ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease caused by parasites of the genus
Schistosoma. In Brazil only Schistosoma mansoni transmits this disease. The World
Health Organization estimated in 2012 approximately 249 million people at risk of
acquiring this disease around the world. The main strategy to control this disease is the
treatment of individuals living in endemic areas with Praziquantel. The drug praziquantel
is used on a large scale in the treatment of schistosomiasis and currently there are reported
cases of resistance, indicating the need to discover new drugs. In silico drug repositioning
Is a strategy that reduces the time and cost in the search of anti-schistosoma agents. This
work used bioinformatics tools and methodology based on previous studies, as a means
to identify potential new S. mansoni targets and drug homologs, consequently identifying
potential new Schistosoma drugs. A list was compiled with S. mansoni potential targets
that are part of essential processes in the database TDR and the targets that are part of the
tegument were obtained in the scientific literature. The file with S. mansoni targets
contained 1376 targets, and of these only 61 targets associated with 399 drugs had
homology with drug targets. After removal of duplicate drugs, drugs found in previous
studies and after the analysis of the conservation of the active site only 28 S. mansoni
targets associated with 102 drugs had 60% or more of the active site conserved. Some of
the drugs had activity and are interesting to validate this study such as: artemether,
lumefantrine, meloxicam. Among the drugs found 18 drugs were selected to be tested
using the following criteria: low toxicity in vivo, expired patent and a value of log P
interesting for oral administration.

Keywords: Control, Schistosoma mansoni, drug repositioning, bioinformatics

INTRODUCTION

According to the world health organization there are 17 neglected tropical diseases
(NTDs) caused by protozoans, helminths, virus and bacteria that impacts especially poor
populations living in tropical and subtropical regions of the world (MACKEY etal., 2014;
WHO, 2015). NTDs affect 1 billion people around the world in 149 countries, and certain
factors can aggravate the impact of this diseases, for example: unemployment, bad
nutrition, political instability, lack of basic sanitation among other factors (WHO, 2015).
In an attempt to reduce the impact of this diseases globally, WHO elaborated the 2012
Declaration of London, whose goal was to control and eliminate this diseases by 2020
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(WHO, 2013). The strategies implemented by WHO had some results for example,
reduction in 90% of the cases of African trypanosomiasis, and a reduction in visceral
leishmaniosis in Bangladesh (WHO, 2015).

Schistosomiasis is considered a NTD caused by trematodes of the genus
Schistosoma sp., there are six species that infect human being, and three species are
broadly distributed (S. mansoni, S. haematobium, and S. japonicum) that affects around
240 million people in 78 countries (GRYSEELS, 2012; WEERAKOON et al., 2015). In
Brazil the only specie that causes schistosomiasis is S. mansoni, and it is estimated that
between 2.5 and 8 million people are infected in 19 states plus the Federal District
(AMORIM et al., 2014). The life cycle of S. mansoni is heteroxenic, the definitive host
are vertebrate and the intermediate host are aquatic mollusks of the genus Biomphalaria
sp. that inhabit defined fresh waterbodies (standing water or a river with a weak current)
and feed on green algae and decaying organic matter (BARBOSA, 1995; GRYSEELS,
2012). The life cycle of S. mansoni, S. haematobium and S. japonicum can be found in
Figure 1.
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Figure 1- S. mansoni, S. haematobium, and S. japonicum life cycle. Centers for Disease
Control (CDC).
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Schistosomiasis is a debilitating disease and some of the clinical manifestations of
this disease are: Katayama fever, bronchopneumonia, swimmers itch, hepatomegaly,
ascites and neuroschistossomiasis (NASCIMENTO-CARVALHO; MORENO-
CARVALHO, 2005; BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013; LAMBERTUCCI, 2014)
The Katayama fever is the result of the hosts reaction to the migration of the parasite in
the beginning of the infection, whereas the hepatomegaly is a result of a granuloma due
to the presence of the eggs in the tissue later on in the infection. This disease is diagnosed
by parasitological techniques that detect the presence of the eggs in the feces (RABELLO,
1992). This disease can be controlled through diverse methods, for example: water
treatment, basic sanitation, use o molluscicides like niclosamide, and preventive
treatment with praziquantel (DAI et al., 2010; CHOI; YU, 2015; MOLEHIN et al., 2015)

In the past some other drugs were used in the treatment of schistosomiasis, but
they proved to be of low efficiency or toxic (THETIOT-LAURENT et al., 2013). This
drugs are: antimonial tartarate, emetine, niridazole, and oltipraz. Since then praziquantel
has been the drug of choice in the treatment of schistosomiasis. Praziquantel is highly
effective and safe, with very little adverse reaction, and is active against five species that
cause schistosomiasis (CIOLI et al., 2014). This drug is a racemic mixture, but only the
“dextro” isomer is active (ANDREWS, 1985).

The mechanism of action of this drug has not been completely elucidated, but it is
believed that this drug acts on the calcium channels, causing an increase in the motor
activity, muscular contractions, and formation of vesicles in the tegument (DOENHOFF;
CIOLI; UTZINGER, 2008). Some of the disadvantages of this drug are: lack of efficiency
in young adults, it can be toxic due to the “levoro” isomer and it can cause allergy
reactions ( SHEN et al., 2007, DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008). A study of
selection of resistance in vivo indicated that parasites can become resistant to this drug,
also there are studies that indicate a reduction of sensibility of the parasite to this drug in
endemic areas (FALLON; DOENHOFF, 1994; SHEN et al., 2007; DOENHOFF; CIOLI;
UTZINGER, 2008).

The discovery of new drugs is a long (10 to 15 years) and expensive process (1,5
billion) due to the phases of the process (TAMIMI; ELLIS, 2009). In silico repositioning
of drugs is an alternative strategy to the traditional drug development process, this

strategy involves finding new therapeutic uses to the drugs already being used in humans
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(ASHBURN; THOR, 2004). The main advantage of this process is a reduction in the time
and cost of the process. Some drugs were successfully repositioned: sildenafil,
thalidomide, and minoxidil (WU; WANG; CHEN, 2013). The following drugs were
successfully repositioned to treat schistosomiasis, artemeter, lumefantrine, etc (KUMAR
etal., 2007).

The objective of this study is to reposition new compounds against S. mansoni,
using essential targets as potential new therapeutic targets. This work uses computational
tools to screen drug databases for drug targets homologs to S. mansoni targets. Identifying
with this strategy potential new active drugs. The methodology of this work is based on
a previous study on repositioning (NEVES et al., 2015).

METHODS
Compilation of a list with S. mansoni targets

A list was compiled with potentially new S. mansoni therapeutic targets that were
part of the following essential routes found in the Therapeutic Drug Research (TDR)
database: growth deffect, larval/adult lethal arrest, morphology deffect, and energy
metabolism. The S. mansoni targets that were part of the tegument were obtained in
scientific articles using the following key terms: “proteome” OR/AND “Schistosoma
mansoni” OR/AND “tegument”. The information of the S. mansoni targets and the
aminoacid sequence in the FASTA format were obtained in the GeneDB database.
Identification of drug targets homologs to S. mansoni targets

The following databases, Therapeutic Target Database and Drugbank, containing
drugs and their corresponding targets were screened with the list of S. mansoni targets
using the technique of sequence similarity search. Only the drug targets that had an E-
value equal to or inferior do 102° were considered, also nutraceutical and antibodies were
not included in this study. Also only drug targets of drugs that were approved or in clinical
phases Il and Il were considered in this study. All the repeated targets and targets
described in another study were excluded (NEVES et al., 2015).
Confirmation of homology and comparison of the functional region of the targets

The homology between the targets was confirmed using the tool BLAST in the

NCBI database. The next step was the analyses of the degree of conservation of the active

site between the targets. The server Consurf determined the functional aminoacid in the
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drug target and through manual comparison the degree of conservation of the active site
of the S. mansoni target was determined. The results were considered satisfactory when
the degree of conservation of active site was equal to or superior to 60%.
Selection of the drugs to test in assays in vitro

Some of the drugs found showed to be active against S. mansoni validating this
study. After the removal of the drugs with proven activity the following criteria was used
to select the drugs to be tested: patent expired, low toxicity in vivo and a good value of
log P for an oral drug. The patent of the drugs was verified in the following datebases:
Google patent, WIPO and Scifinder. The value of log P was obtained in Drugbank and

the values of toxicity in vivo in the scientific literature.

RESULTS AND DISCUSSION

1376 §8. mansoni

targets
¥
S. mansoni
homologs to drug » 108 S. mansoni targets
targets (Drugbank and 399 drugs
and TTD)
¥
163 repeated drugs « Manual removal of ‘ Gsstf;:rgcffp;lzsveenst ;f;ile
(235 drugs) drugs (172 drugs)
¥

Conservation of the ’ 28 targets and 102
active site (> 60%) drugs

Figure 2- Flowchart resuming the search for drug targets homologs to S. mansoni targets
and conservation of the active site.

In the TDR database and in the scientific literature it was found 1376 potential
new therapeutic targets, in the TTD and Drugbank databases only 108 S. mansoni targets
associated with 399 drugs had homology with drug targets. After the manual removal of
163 drugs only 235 of the 399 drugs remained. This 235 drugs were then compared to

other studies.
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Figure 3- This graph shows the drugs found to be potentially active in S. mansoni in the
adult and young adult in this study and in repositioning studies (NEVES et al., 2015;
PANIC et al., 2015).

The results found in figure 3 shows the comparison of drugs found in this study
and in other studies of repositioning. Some of the drugs found in all three studies are:
vinblastine, alendronate, cisplatin mefloquine, and others. After the removal of the 63
drugs found in the study of Neves and collaborators, remained 172 drugs. Of the 172
drugs only 102 drugs associated with 28 targets were found to have 60% or more of the
active site conserved. An example of the analyses of the active site is in Figure 4. The 28
targets found most were part of the morphology or tegument of the parasite. This result
is interesting, since most of the schistosome drugs in the market act on the tegument, like
praziquantel, or on the morphology (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008). Some of
the targets found were: DNA topoisomerase Il, calmodulin, aminoacid transporters,
enzymes in the energetic metabolism. Among the drugs found in this study some drugs
proved to already be active against S. mansoni: artemeter, cyclosporine, meloxicam, and
others. Cyclosporine is an immunosupressor that promotes alteration in the schistosome
tegument and digestive system. Artemeter inhibits the process of production of hemozoin
important in the detoxification of the heme group a result of the parasites digestion of
blood. Meloxicam interferes with the production of eggs in this parasite, and promotes a

reduction in number of parasites.
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The comparison between the drug target and the S. mansoni target shows that 77% of the
active site is conserved and 23% is not conserved.
Of the 102 drugs, 18 drugs were selected to be tested in activity assays using the

following criteria: patent expired, low cost, a good value of log P and low toxicity in vivo.
Among the drugs selected some members of the fluorquinolones class was selected:
levofloxacine, sparfloxacine, moxifloxacine. The fluorquinolones are antibiotics used in
the treatment of infections by gram-negative bacteria. This compounds enter the cell and
inhibit DNA topoisomerase Il, inhibiting DNA synthesis (ZHANEL etal., 1999). Another
interesting compound selected is 2-methoxyestradiol, this compound is an anti-cancer
agent that acts by inhibiting tubulin and microtubule formation, also it can induce
apoptosis by activating the p53 transduction pathway (KUMAR et al., 2016).
Levothyroxine was also selected, it’s a hormone that is used in the treatment of
hypothyroidism, and is important in the regulation and production of reactive oxygen
species (ROS). The excessive ROS leads to oxidation of essential macromolecules
(BELLERA et al., 2014). The next approach is the continuation of this project, by testing
the selected compounds and identifying potentially new active schistosome drugs.
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