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RESUMO

A esquistossomose € reconhecida como um sério problema de satde publica no mundo e, dentre
as doencas negligenciadas, é a segunda mais abrangente do mundo, atras apenas da malaria. O
namero estimado de pessoas afetadas pela doenga em todo mundo passa de 240 milhdes. No
Brasil, estima-se que o0 numero de infectados varia em torno de 6 milhGes. Fatores como a falta
de acesso a 4gua potéavel e saneamento basico contribuem para a disseminacéo e prevaléncia da
doenca, que € mais presente em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, em regides
tropicais do globo. O Praziquantel (PZQ) é o medicamento de escolha para o tratamento. No
entanto, a literatura j& apresenta relatos de possiveis cepas de S. mansoni resistentes ao
tratamento, demonstrando a necessidade de haver desenvolvimento de novos farmacos mais
eficazes e menos toxicos para 0 tratamento da esquistossomose mansonica. O nucleo
tiossemicarbazona apresenta uma estrutura privilegiada, apresentando um perfil farmacologico
amplo. Gracas a essas caracteristicas, é descrito na literatura inimeras atividades, para as quais
ele é estudado, incluindo a esquistossomicida. Neste trabalho foram sintetizados seis novos
compostos tiossemicarbazonas, a partir da reacdo indireta de obtencdo de derivados
tiossemicarbazidas (LQIT/LT) através de reacdo de adicdo nucleofilica entre a hidrazina e o
isotiocianato correspondente. Em seguida, foi realizada reacdo de condensacdo da
tiossemicarbazida obtida com o aldeido correspondente. Os derivados obtidos (LQIT/AP)
apresentaram rendimentos satisfatérios e foram elucidados estruturalmente através de técnicas
espectroscopicas (RMN H e RMN 3C). Foram submetidos aos testes de citotoxicidade para
avaliar a viabilidade celular em células Vero e linhagem macrofagicas J774, teste de
quantificacdo de 6xido nitrico, além de teste de atividade in vitro frente a parasitos adultos de
S. mansoni. O derivado LQIT/AP-02 apresentou menor citotoxicidade dentre todos os
compostos tiossemicarbazonas testados, sendo, inclusive, menos toxico que o proprio PZQ.
Todos os derivados tiossemicarbazonas apresentaram capacidade de estimular a producéo de
oxido nitrico, sugerindo atividade imunomoduladora. Nos testes in vitro o composto LQIT/AP-
02 foi capaz de matar 100% dos helmintos em 96 horas de teste. Diante dos resultados obtidos,
foi possivel concluir que o derivado LQIT/AP-02 é o promissor deste estudo.

Palavras-chave: Esquistossomose. Tiossemicarbazonas. Praziquantel.



ABSTRACT

Schistosomiasis is recognized as a serious public health problem in the world and, among
neglected diseases, is the second broadest in the world, behind only malaria. The estimated
number of people affected by the disease worldwide is over 240 million. In Brazil, it is
estimated that the number of infected varies around 6 million. Factors such as lack of access to
safe drinking water and basic sanitation contribute to the spread and prevalence of the disease,
which is more present in underdeveloped and developing countries in tropical regions of the
globe. Praziquantel (PZQ) is the medicine of choice for treatment. Nevertheless, the literature
already presents reports of possible strains of S. mansoni resistant to the treatment,
demonstrating the necessity of development of new drugs more effective and less toxic for the
treatment of schistosomiasis mansoni. The nucleus thiosemicarbazone presents a privileged
structure, presenting a broad pharmacological profile. Thanks to these characteristics, a number
of activities for which it is studied, including the schistosomicidal agent, are described in the
literature. In this work six new thiosemicarbazones compounds were synthesized, from the
indirect reaction to obtain thiosemicarbazides derivatives (LQIT/LT) through nucleophilic
addition reaction between the hydrazine and the corresponding isothiocyanate. Then, a
condensation reaction of the thiosemicarbazide obtained with the corresponding aldehyde was
performed. The obtained derivatives (LQIT/AP) showed satisfactory yields and were
structurally elucidated by spectroscopic techniques (*H NMR and *C NMR). They were
submitted to cytotoxicity tests to evaluate cell viability in Vero cells and J774 macrophages,
nitric oxide quantification test as well as in vitro activity test against adult S. mansoni parasites.
The LQIT/AP-02 derivative shown less citotoxicity among all thiosemicarbazones compounds
tested, has been even less toxic than PZQ. All derivatives thiosemicarbazones showed able to
stimulate production of nitric oxid, suggesting immunomodulatory activity. In vitro tests the
compound LQIT/AP-02 was able to erradicate 100% of parasites in ninety-sixty test hours. In
view of these results it was possible to conclude that the compound LQIT/AP-02 is the
promising of this study.

Keywords: Schistosomiasis. Thiossemicarbazones. Praziquantel.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é reconhecida como um sério problema de satde publica no mundo.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que mais de 240 milhGes
de pessoas em todo o mundo sao afetadas pela doenca e que mais de 700 milhGes de pessoas
vivem em &reas onde a doenca é endémica (WHO, 2016).

A incidéncia desta patologia é descrita majoritariamente em regiGes que carecem de
saneamento béasico de qualidade, permitindo a proliferacdo dos agentes contaminantes, assim
como, da continuidade de pessoas sendo infectadas (SILVA; DOMINGUES, 2011).

O tratamento medicamentoso é um fator importante no tratamento da doenca, associado
com melhorias e, até mesmo, implementacdo do saneamento basico em muitas regides, a fim
de combater ou diminuir as chances de novos individuos serem infectados, evitando também
gue outros sejam novamente infectados. Acrescentado a isso, a auséncia de campanhas que
promovam educacdo sanitaria a populacdo, bem como, a falta de divulgacdo de dados
epidemioldgicos, favorecem a continuidade da doenca. O tratamento atual estd centrado no
Praziquantel, sendo este capaz de atuar contra as principais cepas de S. mansoni que infectam
o ser humano, além de ser de baixo custo e apresentar menos efeitos colaterais aos pacientes
(KATZ; COELHO, 2008).

No entanto, 0 uso exclusivo do Praziquantel possibilitou surgir relatos na literatura de
que, em algumas regides, alguns pacientes passaram a apresentar resisténcia ao tratamento
farmacolégico (PICA-MATTOCCIA et al., 2009). Diante deste cenario torna-se imprescindivel
gue novas terapias sejam desenvolvidas, permitindo que mais pessoas possam ter acesso ao
tratamento desta parasitose.

As tiossemicarbazonas sdo consideradas estruturas quimicas privilegiadas, uma vez que
permitem que seja realizadas varias subtituicdes em seu esqueleto, permitindo uma grande
variedade de compostos. Esta possibilidade permite que inimeras reacdes possam ocorrer, a
depender dos seus radicais substituintes. Estudos realizados e descritos na literatura ja
apresentaram resultados bastantes promissores em diversas areas, como antibacteriana, anti-
inflamatdria, anti-tumoral, entre outras (BERALDO, 2004). Sua estrutura quimica permite que
uma ampla variedade de radicais sejam combinados, possibilitando lancar mao de recursos da
quimica medicinal a fim de obter estruturas previamente planejadas, objetivando obter novas

moléculas com potencial atividade para a qual se destinam (BARREIRO; FRAGA, 2015).
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Partindo desta premissa, 0 presente trabalho buscou sintetizar e estudar novos
compostos tiossemicarbazonas, realizar estudos de citotoxicidade e testes in vitro a fim de

avaliar seu potencial terapéutico frente a parasitos adultos de S. Mansoni.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar, elucidar estruturalmente e avaliar o potencial terapéutico de novos derivados

de tiossemicarbazonas das séries LQIT/AP, a partir da série de intermediarios LQIT/LT.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a sintese de 6 novos derivados tiossemicarbazonas da série LQIT/AP;

- Caracterizar estruturalmente os compostos através de Ressonancia Magnética

Nuclear de hidrogénio e carbono treze;

- Avaliar a atividade citotoxica dos compostos tiossemicarbazonas frente a linhagem de células
VERO e células macrofégicas J774;

- Quantificar a producéo de 6xido nitrico frente a linhagem de células macrofagicas J774;

- Verificar in vitro a atividade esquistossomicida dos 6 derivados tiossemicarbazonas frente aos

parasitos adultos de S. mansoni;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dados epidemioldgicos

A Esquistossomose € uma doenca endémica causada pelo parasito do género
Schistosoma, que sdo helmintos encontrados na corrente sanguinea, apresentando prevaléncia
em regides tropicais e subtropicais do globo terrestre (figura 1). Segundo a Organizacao
Mundial da Salde, a esquistossomose é a segunda doenca negligenciada de maior abrangéncia
no mundo, ficando atrés apenas da maléaria (WHO, 2016). As trés principais espécies existentes
sdo: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, sendo estas as formas responsaveis pela
esquistossomose humana (GRYSEELS, 2012).

Figura 1: Mapa representativo dos paises identificando a prevaléncia de esquistossomose. (Adaptado)

> 4 D=z =

S "

Fonte: ANDERSON et al., 2015.

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), estima-se que mais de 240 milhdes
de pessoas em todo o mundo sao afetadas pela doenca e que mais de 700 milhGes de pessoas
vivem em areas onde a doenca é endémica (WHO, 2016). Fatores como a falta de acesso a dgua
potavel, bem como locais onde ndo ha saneamento basico contribuem para a disseminagdo e
prevaléncia da doenga. Além disso, ndo ha divulgagdo dos locais contaminados para a
populacdo, inclusive, a auséncia de programas em educacdo sanitaria para populagdes de
regides endémicas dificultam a reducdo do nimero de casos da doenca. Ainda de acordo com
dados da OMS, dos 78 paises considerados endémicos para a esquistossomose, apenas 52
possuem tratamento para a doenga. Estima-se que do nimero total de pessoas que necessitaram
de tratamento, que esta acima dos 240 milhdes de pessoas, 123,3 milhdes séo criangas em idade
escolar e que em torno de 61 milhGes de pessoas receberam o tratamento, o que equivale a um
alcance global de 20,8% (WHO, 2016).



19

3.2 Ciclo bioldgico

Apesar de ser uma doenca de abrangéncia global, a sua prevaléncia depende de
condicdes especificas em cada regido. O ciclo bioldgico do parasito depende diretamente do
encontro do miracidio com o hospedeiro intermediario — o caramujo — para que a evolucao da
doenca tenha prosseguimento. Para cada tipo de doenc¢a ha uma espécie de caramujo especifico
para que o ciclo da doenca prossiga. O Schistosoma haematobium, responsavel pelo
esquistossomose nas vias urogenitais no continente africano e Peninsula Arabica, tem como
hospedeiro intermediario o caramujo do género Bulinus; o Schistosoma japonicum, por sua vez,
precisa de caramujos do género Oncomelania e é causador da esquistossomose hepatoesplénica
e intestinal na China, Filipinas e Indonésia e o0 Schistosoma mansoni, caramujos do género
Biomphalaria, responsavel pela forma intestinal e hepéatica da doenca na Africa e América do
Sul (BARRETO et al., 2015).

O ciclo de vida dos helmintos — ilustrado na figura 2, tanto a forma urogenital quanto
intestinal — é dependente de uma série de fatores, como a necessidade de dgua, além da presenca
de hospedeiros intermediarios especificos para a continuidade do processo. Quando um
individuo infectado elimina os ovos viaveis atraves das fezes e estas entram em contato com a
agua, ocorre a saida dos miracidios dos ovos. Apds a penetracdo cutanea, 0s miracidios entram
numa fase de multiplicacdo, havendo a formacéo do esporocisto; essa fase de multiplicacéo
continua dura de 4 a 6 semanas, havendo apds esse periodo a formacdo das cercarias. As
cercéarias constituem a forma infectante do homem. Possuem cauda bifurcada, o que permite
seu nado livre em busca do hospedeiro definitivo: 0 homem. Além de infectar o ser humano e
dar continuidade ao ciclo bioldgico, as cercérias também sdo capazes de infectar outros
mamiferos (GRYSEELS, 2012).

Figura 2: Ciclo biol6gico dos helmintos
o
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3.3 Patologia

Dividida nas fases aguda e cronica, a fase aguda inicia-se com a penetracdo das cercarias
na pele do hospedeiro. Nesta fase, dependendo da intensidade da infeccdo o hospedeiro pode
tanto ser assintomatico quanto apresentar sintomas como a dermatite urticariforme, havendo
eritema, erupcao papular, prurido e edema, podendo estes sintomas persistirem por até cinco
dias apos a infeccdo. Outros sintomas como febre, nduseas, vomitos, dor abdominal e cefaleia
podem estar presentes a partir da terceira semana (PORDEUS et al., 2008)

Realizados exames laboratoriais a taxa de eosinofilos estara elevada, o que caracteriza
infeccdo parasitaria. Além dessas manifestacfes clinicas, tosse seca, diarreia aquosa grave,
podendo haver presenca de sangue e perda de peso podem ser sintomas mais severos que 0
individuo possa vir a desenvolver. No entanto, até se comprovar a presenca de ovos do parasito
nas fezes do paciente todos os demais sintomas ndo apresentam nenhuma especificidade a
infeccéo cercariana (DA SILVA et al., 2005)

A fase cronica ocorre em torno de seis meses apés a infeccdo, periodo este em que 0s
parasitos acometem varios orgaos, inclusive, os locais onde ocorrem as manifestacdes clinicas
mais graves € que irdo caracterizar a forma crénica da doenca: intestinal, hepatointestinal,
hepatoesplénica e neuroldgica. A intensidade da doenca tem relagdo com o nimero de érgéos
afetados, bem como com a quantidade de parasitos infestando estes 6rgaos (PORDEUS et al.,
2008). Assim como na fase aguda, a crénica geralmente é assintomatica, no entanto, pacientes
que sofrem sucessivas infeccdes podem manifestar sintomatologia, devido a excessiva
oviposi¢do (LAMBERTUCCI et al., 2000).

A forma intestinal da esquistossomose ocorre devido a resposta inflamatoria
granulomatosa a presenca de ovos de S. mansoni, que foram calcificados gracas a atuacédo
imunoldgica do organismo do hospedeiro. A presenca destes no mesentério intestinal pode levar
a formacdo de granulomas que provocam lesbes no tecido (ELBAZ; ESMAT, 2013). Pode
ainda haver fibrose da alca retossigmaide, o que leva a reducédo do peristaltismo e consequente
constipacdo, no entanto, a maioria dos casos crénicos € benigna, havendo alternancia entre
periodos de constipacdo e de diarreia mucosaguinolenta — ocorrendo devido a passagem de
numerosos ovos para a luz intestinal, levando a formacéo de microlesdes no tecido. A forma
intestinal é quase sempre assintomatica, havendo a necessidade de realizacdo do exame
parasitologico de fezes para confirmacdo do diagnostico (DA SILVA et al., 2005).

A forma hepatointestinal apresenta caracteristicas semelhantes a forma intestinal, sendo

também, em sua maioria, quadro clinico inicial assintomatico, caracterizando-se pela deposi¢éo
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de ovos e fixacdo destes nas paredes do intestino e também do figado (LAMBERTUCCI et al.,
2000). A fixacdo dos ovos nessas regifes promove a liberagdo de antigenos, o que provoca uma
reacao inflamatdria granulomatosa (COON, 2005). Com isso, a reagdo ocasionada ira provocar
uma resposta mais intensa que resulta no comprometimento dos hepatocitos (DA SILVA et al.,
2005).

A esquistossomose hepatoesplénica, por sua vez, caracteriza-se pela fibrose periportal,
como resultado da inflamacdo crénica induzida pela deposicdo dos ovos de S. mansoni,
induzindo o acimulo de material fibroso e consequente lesdo e destruicdo do tecido vascular
(LAMBERLUCCI et al., 2008). Além de promover alterac6es vasculares levando a hipertensdo
portal. E considerada uma forma evolutiva da doenga, onde entre 5-10% dos individuos
infectados evoluem para este quadro. Ainda ndo ha estudos que esclarecam as razdes pelas
quais a hepatoesplenomegalia desenvolver-se apenas em poucos individuos (ANDRADE; VAN
MARCK, 1984).

3.4 Quimioterapia

Diante do crescente cenario da esquistossomose no mundo, a necessidade de
medicamentos que pudessem combater a doenca se fez necessaria. Um dos fatores que sempre
se apresentou como um empecilho no tratamento da esquistossomose foi o limitado nimero de
farmacos que fossem eficazes e seguros para tratamento, o que, através do tempo, foi
demonstrado que muitos foram descobertos, porém ndo prevaleceram por razdes como
toxicidade e efeitos colaterais mais graves (KATZ; COELHO, 2008).

Compostos antimoniais sdo utilizados nos tratamentos de enfermidades desde a
antiguidade, sendo o tartarato de antiménio o primeiro farmaco utilizado no tratamento contra
a esquistossomose. Dentre 0s compostos antimoniais pode-se destacar o dimercaptossuccinato
de sodio e antimonio, além do di-(pirocatecol-2,4-dissulfonato) de sédio e antiménio, este
também conhecido como Estibofeno (figura 3) (KATZ; COELHO, 2008).

Figura 3: Estrutura quimica do Estibofeno.
Na+ 035 Q, 0 S04 +Na

SO53+Na SO3+Na
Fonte: KATZ; COELHO, 2008.
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O Estibofeno pertence a classe dos antominiais trivalentes e tem como mecanismo de
acdo a atuacdo direta sob a enzima fosfofrutoquinase — enzima responséavel pela conversdo da
frutose-6-fosfato em frutose-1,6-difosfato — inibindo-a e, consequentemente, impedindo a
continuidade da via glicolitica do parasito, e assim sua capacidade em obter energia
(BUEDING; MANSOUR, 1957). No entanto, os efeitos colaterais como ulceragdes na pele e
trombocitopenia, apresentados com o uso desde farmaco levaram os pacientes a abandonar o
tratamento, levando-o a cair em desuso (CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995). Os
antimoniais trivalentes apresentavam eficacia contra as trés principais formas do género
Schistosoma, o0 S. mansoni, 0 S. haematobium e o S. japonicum (CHRISTOPHERSON, 1918).

Posteriormente, surgiram outros farmacos que foram utilizados no tratamento, como o
1-N-b-dietil-amino-etil-amino-4-metil-9-tioxantona, sendo conhecido como Lucantona (figura
4), bem como seu metabolito principal, o 1-N-b-dietil-amino-etil-amino-4-(hidroximetil)-9-
tioxantona, denominado Hicantona, sendo comprovadamente eficazes contra o S. mansoni € 0
S. haematobium. Sendo que, o que no inicio do tratamento apenas eram relatados casos de
nauseas como efeitos colaterais, passou a apresentar problemas cardiovasculares, afetando
também o sistema nervoso central — SNC (KATZ; COELHO, 2008).

Figura 4: Estruturas quimicas da Lucantona e Hicantona.
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Fonte: KATZ; COELHO, 2008.

Entdo o farmaco 1-(5-nitro-2-tiazolil)imidazolidina-2-ona, o Niridazol (figura 5) surge
como outra alternativa de farmaco eficaz no tratamento de S. haematobium e S. japonicum,
porém, devido aos graves efeitos adversos como: convulsdes, psicoses, alucinagdes auditivas e
visuais, confusdo e outros problemas de ordem nervosa, além de lesdes hepaticas e renais, teve
seu uso suspenso (KATZ; COELHO, 2008).
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Figura 5; Estrutura quimica do Niridazol.
o) H

Estruturalmente designada (+)-1,2,3,4-tetraidro-2-[(isopropilamino)metil]-7-nitro-6-

Fonte: KATZ; COELHO, 2008.

3.4.1 Oxamniquina

quinolinometanol, a Oxamniquina (OXA) (figura 6) é um farmaco da classe das
tetraidroquinolinas, que possui atividade comprovada apenas contra o S. mansoni. O seu
mecanismo de acdo foi recentemente elucidado. O mecanismo baseia-se numa reacao
enzimatica que ocorre apos a absorcdo da Oxamniquina pelo parasito. Sob a forma de pro-
farmaco, a OXA é convertida, através de uma sulfotransferase enddgena, presente apenas no
organismo do helminto, resultando em OXA sulfato éster, que é naturalmente decomposta em
sua forma ativa que, por sua vez, € capaz de promover alquilacdo no DNA, proteinas e outras
macromoléculas, promovendo alteracfes metabdlicas e, consequentemente, morte do parasito
(DA SILVA, et al., 2017).

Figura 6: Estrutura quimica da Oxamniquina.
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Fonte: DA SILVA et al., 2017.

E considerada 0 medicamento de segunda escolha no tratamento da esquistossomose
nos dias atuais, ficando atras apenas do Praziquantel, devido aos seus efeitos adversos ligados

ao SNC, além do valor mais elevado, quando comparado ao primeiro (ALMEIDA et al., 2008).
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3.4.2 Praziquantel

O surgimento deste medicamento se deu através dos esforcos conjuntos dos
pesquisadores dos laboratorios Merck e Bayer durante a década de 1970. Foram sintetizados
aproximadamente 400 compostos da classe quimica dos pirazil isoquinolinicos, sendo o
Praziquantel (PZQ), o medicamento de escolha para o tratamento da esquistossomose.
Estruturalmente denominado como (+)-2-ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-
pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona (figura 7), consiste num farmaco anti-helmintico de amplo
espectro de acdo indicado para o tratamento contra trematodeos e cestodeos (ANDREWS et al.,
1983).

Figura 7: Estrutura quimica do Praziquantel.

Fonte: ANDREWS et al., 1983.

A atividade esquistossomicida do praziquantel foi demonstrada clinicamente utilizando
o camundongo como modelo de estudo animal. Sua eficacia foi comprovada, clinicamente,
utilizando camundongos como modelo de estudo animal. Através destes estudos ficou
comprovada a eficacia deste farmaco frente a parasitos adultos de ambos 0s sexos, no entanto,
pouco eficaz contra helmintos jovens (GONNERT; ANDREWS, 1977). A partir dai foram
feitos estudos clinicos. O estudo em relacdo a infec¢do por S. mansoni foi realizado no Centro
de Pesquisa René Rachou (FIOCRUZ; Belo Horizonte/MG - Brasil) (KATZ et al., 1979).

O Praziquantel tornou-se o medicamento de escolha para o tratamento de todas as
formas da doenca, tendo sido eleito pela Organizacdo Mundial da Saude para tal fim,
apresentando taxa de cura entre 75 a 95% dos pacientes e/ou redugéo da liberagéo de ovos entre
80 e 98%. A taxa de cura varia de acordo com fatores como a idade do paciente, taxa de infec¢do
e condicdo do sistema imunologico. A posologia indicada consiste em doses de 50 mg/Kg para
adultos e 60mg/Kg para crian¢as, ambos em dose unica.
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A biodisponibilidade do Praziquantel é de 80%, sendo rapidamente absorvido apds ser
administrado via oral, onde o pico de concentracdo sérico é de 0,2 a 2ug/mL no intervalo de 1
a 2 horas apés uma dose terapéutica de 50 mg/kg (MANDOUR et al., 1990) O farmaco
administrado apds as refei¢des torna-se mais disponivel e sua eliminacédo se da através da urina
e fezes, ocorrendo que mais de 80% do farmaco é eliminado ap6s 24h (STEINER et al., 1976).

A seguranca do Praziquantel foi comprovada através dos estudos clinicos, nos quais,
foram realizados experimentos que se basearam na administracdo oral do medicamento em
animais e também em seres humanos. Constatou-se que farmacodinamicamente o medicamento
ndo apresenta riscos a salde, sendo realizados testes de toxicidade aguda que comprovaram que
a referida medicacdo apresentou baixos indices de toxicidade tanto em animais quanto no
homem. Ainda de acordo com os estudos, o Praziquantel ndo apresenta riscos mutagénicos,
carcinogénicos e teratogénicos (FROHBERG et al., 1981).

Por se tratar de uma substancia exdgena é normal que cada organismo que a receba
venha a reagir de maneira diferente e, portanto, possa apresentar efeitos colaterais nos
individuos que facam uso do farmaco. No caso do Praziquantel os efeitos colaterais relatados
sdo tidos como passageiros e pouco frequentes, consistindo em: nauseas, vémitos, diarreia,
anorexia e dores abdominais, além de efeitos a nivel de sistema nervoso central como: dores de
cabeca, sonoléncia e tontura. Outros efeitos, ainda mais raros de se manifestarem, foram
relatados, tais como: febre, erupcGes cutaneas, fadiga e urticaria (SANTOS et al., 1979).

E tido um medicamento considerado seguro, inclusive para o tratamento de mulheres
diagnosticadas com a doenca e que estejam gravidas, no entanto, em estudo realizado em 2003
por Olds, é recomendado que as mulheres que estejam realizando o tratamento e precisem
amamentar, que aguardem 48 horas apds o término do tratamento com praziquantel para voltar
aamamentar. A OMS preconiza o tratamento a base do praziquantel tanto em mulheres gravidas
guanto em lactantes (WHO, 2016).

O mecanismo de acdo do praziquantel ainda néo foi completamente elucidado (CIOLI,
2000). No entanto estudos verificaram uma série de mecanismos que ocorrem apo0s a
administracdo do medicamento e seus efeitos nos helmintos. Apos o contato do farmaco com
0S parasitos reagdes como aumento da atividade muscular, seguido de contragéo de toda a
musculatura levando a paralisia do parasito. Gracas a paralisia, ele ndo é capaz de fixagéo,
sendo entdo arrastado pela corrente sanguinea ate o figado, sofrendo as reacdes inflamatorias,
resultando em sua morte (PAX et al., 1978). Ainda sobre alteragdes a nivel tegumentar, apds a
administracdo do Praziquantel observou-se que, do contato deste com o parasito, houve

deformacéo no tegumento tanto em parasitos machos quanto fémeas, apresentando os machos
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vacuolizacdo e bolhas na superficie, enquanto que nas fémeas os danos manifestaram-se nas
camadas subtegumentares (MELHORN et al., 1981).

3.4.2.1 Resisténcia ao Praziquantel

Estabelecido como medicamento de escolha pela Organizacdo Mundial de Saude para
o0 tratamento da esquistossomose mansonica, o Praziquantel assumiu este posto devido a sua
eficacia e seguranca comprovadas, baixos indices de toxicidade, efeitos colaterais brandos e
passageiros, facil administracdo, além de preco competitivo. No entanto, uma grande
preocupacdo em torno de qualquer tratamento é quando a quimioterapia utilizada é restrita, de
modo que, havendo resisténcia ao farmaco utilizado restam poucas ou nenhuma opcao de
tratamento a recorrer (WANG et al., 2012).

Importante definir o conceito de resisténcia, bem como de tolerancia a fim de entender
0s motivos pelos quais ha enorme preocupacdo em buscar desenvolver novos farmacos para o
tratamento de doencas. De acordo com Michael Doenhoff (2002) a resisténcia a um farmaco
caracteriza-se pela reducao gradativa do efeito do farmaco durante a execuc¢édo do tratamento,
engquanto que a tolerancia diz respeito a condi¢do inata do individuo em apresentar um
organismo que resiste a acdo do farmaco, tendo seu organismo nunca tido contato prévio com
0 medicamento.

O fato de haver apenas um farmaco que agrega todas as caracteristicas positivas para
tratar um grande numero de pessoas ao redor do mundo sempre foi uma preocupacao,
motivando grupos de pesquisa a buscarem novas alternativas, temendo um cenario, no qual, a
medicacdo de escolha ndo apresentasse a mesma eficacia de antes. As preocupacdes acerca do
assunto acima aumentaram quando casos de resisténcia ao tratamento da esquistossomose com
praziguantel foram relatados em cepas de S. mansoni no norte do Senegal e no Egito (FALLON
et al., 1995; GUISSE et al., 1997).

No Egito foram identificados grupos que, mesmo tratados de maneira sucessiva na
dosagem terapéutica (duas doses de 40 mg/Kg), seguidos de uma terapia de ataque mais forte
(uma dose de 60 mg/Kg) apresentaram pacientes que expuseram ovos viaveis de S. mansoni
nas fezes (1-2,4%) (ISMAIL et al., 1996). No Senegal um foco endémico foi localizado no
norte do pais, apos realizacdo de testes em pacientes tratados com praziquantel (40 mg/Kg via
oral) durante 12 semanas, onde apresentaram taxa de cura que variava entre 18-39%, sendo este
valor bem abaixo do esperado (80-90%) (STELMA et al., 1995).
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3.5 Perspectivas de novos farmacos

Os processos que envolvem a descoberta de novos farmacos tornaram-se possiveis
gracas aos avancos na area de quimica medicinal, que buscou olhar através de uma nova
abordagem para novas estratégias que auxiliem na descoberta de novas estruturas moleculares
candidatas a farmacos. A descoberta e 0 desenvolvimento de novos farmacos s&o um processo
complexo, longo e de alto custo, possuindo uma forte ligacdo as inovagdes em ciéncia e
tecnologia. Diante disso, fatores como o0s avan¢os na quimica e biologia levaram a descobertas
em vias bioquimicas, em alvos moleculares e também na compreensdo de mecanismos que
levam ao surgimento e desenvolvimento de novas doencas, tornaram possiveis inovagdes
terapéuticas, visando a melhora na qualidade de vida de diversas populac6es ao redor do mundo
(GUIDO; OLIVA, 2009).

Como dito anteriormente, a descoberta de novos farmacos ndo € um processo simples e
quando o cenério analisado compreende o que engloba as doencas negligenciadas — mais
precisamente as endémicas em paises em desenvolvimento nas regifes tropicais —a emergéncia
em descobrir novos farmacos que sejam eficazes € ainda maior, uma vez que os medicamentos
atuais, além de serem bastante limitados no que diz respeito a quantidade e variedade, ndo sdo
totalmente eficazes no combate as endemias, além do puablico-alvo desses farmacos, que em
sua massiva maioria carece de recursos, além de se encontrar em regides que favorecem a
infeccdo e proliferacdo dessas doencas, ndo desperta o interesse de grandes investidores em
pesquisa e desenvolvimento (GUIDO; OLIVA, 2009).

Apesar de ndo haverem investimentos expressivos na pesquisa de novos farmacos para
o0 tratamento de doencas negligenciadas existem certos grupos gque surgem e unem-se em prol
dessa causa, que sdo as organizacdes sem fins lucrativos. Divididas em trés categorias, estas
tém como objetivo maior a busca por melhores tratamentos. E o caso das Organizacdes N&o-
Governamentais (ONGs), que buscam consdrcios com 6rgdos ou industrias que possam
contribuir no tratamento de determinada doenca, podendo essa parceria ser com grupos de
pesquisa das universidades e industrias farmacéuticas, como foi o caso da ONG Medicamentos
Para Malaria (Medicines for Malaria Venture - MMV), que consegue financiamento tanto do
governo quanto de organizagGes privadas como o Welcome Trust (WT) e com esses
investimentos a MMV investe em atividades de pesquisa nas universidades; das Parcerias
Publico-Privadas (PPPs), que surgem quando os interesses do governo sobrepdem-se aos da
industria, como foi 0 caso da Novartis e 0 governo da Singapura, no qual a industria ficou

encarregada de investir em pesquisa para o tratamento de doencas como a dengue, tuberculose
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e maléria, objetivando melhorar a qualidade de vida da sua populagdo, enquanto que, para a
indUstria, poder se firmar em paises em desenvolvimento, onde os custos sdo mais baixos e
ainda podendo ter acesso a um banco de talentos que passa a surgir com o treinamento e
aperfeicoamento da populacdo; por fim, atraves dos grupos de pesquisa das universidades, que
se encarregam de pesquisar acerca de doengas que ndo recebem tanta énfase por parte de
grandes centros de pesquisa (MATTER; KELLER, 2008).

3.5.1 Trioxaquinas

Corresponde a uma classe de derivados quimicos obtidos através da artemisina. As
artemisinas sao uma classe de compostos que vem recebendo destaque, devido a sua potencial
atividade antimalarica (GARAH et al., 2008).

O metabolismo da hemoglobina é comum tanto para helmintos do género Schistosoma
guanto para Plasmodium, levando a acreditar que a atuacdo desses compostos poderia ocorrer
de forma semelhante em parasitos do género Schistosoma — uma vez que a atividade frente a
Plasmodium j& havia sido confirmada. Essencialmente, a acdo desses compostos baseia-se na
alquilacéo do grupo heme, interferindo em sua digestdo. Como o parasito utiliza a hemoglobina
do hospedeiro para nutrir-se, através da utilizacdo desses agentes alquilantes, a disponibilidade
de grupo heme livre estaria reduzida e, consequentemente, o parasito ndo teria como utiliza-lo
para sua alimentacdo. Ficou demonstrado que, dentre os compostos testados, 0 PA1259 (figura
8) apresentou resultados satisfatorios tanto frente as formas larvares quanto adultas de S.
mansoni, apresentando potencial esquistossomicida semelhante ao do Praziquantel
(PRADINES et al., 2011).

Figura 8: Derivado da Trioxaquina PA1259.
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Fonte: PRADINES et al., 2011.

3.5.2 Hidroxiquinolina

Os derivados 8-hidroxiquinolina (figura 9) s@o descritos na literatura como poderosos

quelantes de ferro, com propriedades antioxidantes, o que levou a apresentar interesse em
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muitas areas de desenvolvimento farmacéutico, como: inibidores de integrasse, para farmacos
no tratamento do HIV; antiprotozoario; inibidores da proteina quinase e agentes antifilariose
(EWEAS et al., 2013).

Figura 9: Estrutura quimica do 8-hidroxiquinolina.
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Fonte: EWEAS et al., 2013.

No que corresponde a atuacdo desses compostos frente a S. mansoni. Atribuiu-se a sua
homeostase do parasito difere do hospedeiro, sendo, portanto, a TGR a enzima crucial a
sobrevivéncia do parasito (EWEAS et al., 2013).

3.5.3 Piplartina

Outra abordagem para o tratamento da S. mansoni consiste no controle populacional do
hospedeiro intermediario — Biomphalaria glabrata — em regifes endémicas a doenga. A
Pirplatina (figura 10) é um composto natural, extraido das sementes, folhas, frutos e sementes
das plantas da espécie Piper tuberculatum. Dentre as partes listadas anteriormente, as sementes
possuem as maiores concentraces da substancia ativa e, portanto, correspondem as melhores

partes da planta para obter o composto (RAPADO et al., 2013).

Figura 10: Estrutura quimica da Piplartina.
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Fonte: RAPADO et al., 2013.
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O estudo teve como objetivo avaliar o potencial moluscicida, em todos os estagios de
desenvolvimento do caramujo. Ficou comprovado que a Pirplatina possui atividade citoxotica
frente a todos os estagios do B. glabrata e, comparado a Niclosamida — atual moluscicida
disponivel comercialmente — apresentou resultados de toxicidade ao meio-ambiente inferiores,
uma vez que a Niclosamida apresenta valores considerados toxicos ao ambiente. Portanto, a
Piplartina € um potencial agente moluscicida, obtido naturalmente de plantas tropicais
(RAPADO et al., 2013).

3.5.4 Clorambucil

O Clorambucil (figura 11) é um farmaco utilizado no tratamento quimioterdpico do
cancer, predominantemente, na leucemia mieloide crbnica. Estudos recentes avaliam a
similaridade entre o estilo de vida dos parasitos e o cancer (OLIVEIRA et al., 2014), o que vem
levando parasitologistas a conduzir suas pesquisas através deste viés, impulsionou a realizacdo
do estudo com Clorambucil (EISSA et al., 2016).

Figura 11: Estrutura quimica do Clorambucil.
0
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Fonte: EISSA et al., 2016. v

A eficécia in vitro do Clorambucil ficou evidenciada, através de concentracdes entre 0,5
e 2,0 pg/mL, frente a parasitos adultos. Adicionalmente, foi verificada diminui¢do na postura
de ovos. Nos testes in vivo também ficou clara a eficacia contra os diferentes estagios de
desenvolvimento dos parasitos, bem como a reducdo na oviposi¢cdo. Nos testes in vivo, 0
impacto maior foi evidenciado em parasitos jovens, havendo reducdo na carga parasitaria em
75,8%, além de reducdo de 89,2% na carga total parasitaria e 86,7% na postura de ovos. Estas
caracteristicas elevam o Clorambucil como potencial farmaco no tratamento da
esquistossomose, principalmente quando verificados os resultados frente a parasitos jovens,
uma vez que é sabido que o Praziquantel é ineficaz contra este estagio da infec¢do (EISSA et
al., 2016).
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3.5.5 Menadiona

A Menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) (figura 12), € uma provitamina sintética
(vitamina K3), que, quando no organismo, é metabolizada a vitamina K no figado. Pertence a
classe das Naftoquinonas e possui extensas atividades no organismo, como: essencial na
formacdo da protrombina, que é uma glicoproteina que esta relacionada com a regulacdo da
calcificacao d6ssea (KAPADIA et al., 2017)

Figura 12: Estrutura quimica da Menadiona.
O
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Fonte: KAPADIA et al., 2017.
Durante estudos in vitro foi demonstrada a atividade esquistossomicida deste composto,

apresentando em testes de concentracdo letal minima (MLC), valores de 125 puM e
concentracéo letal (LCso) de 5,8 uM, quando incubada por 72h. Estes resultados permitiram
que a Menadiona fosse a Naftoquinona mais promissora para futuros testes in vivo (KAPADIA
etal., 2017).

3.6 Tiossemicarbazonas

3.6.1 Quimica

As tiossemicarbazonas (figura 13) e também as semicarbazonas apresentam um perfil
farmacologico amplo, levando as realizagbes de muitos estudos no campo da Quimica
Medicinal, mais particularmente, na Quimica Medicinal Inorganica, haja vista sua propriedade
quelante e também o seu papel da coordenacdo no mecanismo bioguimico de a¢do. Haja vista
a sua estrutura quimica, as tiossemicarbazonas apresentam a possibilidade de realizar inGmeras
ligacGes de radicais em sua estrutura principal e, por isso, permite que sejam obtidas grandes
quantidades de moléculas (BERALDO, 2004).
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Figura 13: Estrutura quimica representando o esqueleto basico das tiossemicarbazonas. R1, Rz, Rz € Ra:

H, alquil e aril.

Constituem um grupo quimico pertencente a classe das iminas (-C=N), apresentando
versatilidade nas reacOes, devido a sua capacidade de se ligar a diversos reagentes, uma vez que
se comporta como uma base de Schiff. A presenca de nitrogénio e enxofre em sua estrutura
permite que as tiossemicarbazonas sejam consideradas ligantes organicos, uma vez que estes
atomos se caracterizam como doadores de elétrons (TENORIO et al., 2005).

No que diz respeito ao mecanismo de acao, dois séo descritos na literatura. O primeiro
conversdo de ribonucleotideos a desoxirribonucleotideos, impedindo a biossintese de DNA.
Diante disso, a inibi¢do desta enzima tornou-se um alvo promissor no que diz respeito a terapia
do céncer e outras patologias (BERALDO; GAMBINO, 2004). O outro mecanismo proposto
de acdo consiste na inibicdo da enzima cisteina protease — SmMCB1 — sendo esta responsavel por
reduzir a motilidade dos parasitos e até danos mais severos em seu tegumento, levando a morte
do parasito (FONSECA, 2015).

A sintese de tiossemicarbazonas € bastante descrita na literatura. Sua obtencéo pode ser
realizada através de dois métodos: direto e indireto. A obtenc¢do direta consiste na condensacdo
equimolar de um derivado carbonilado — seja ele um aldeido ou cetona — a tiossemicarbazida
em meio alcoolico e quantidades cataliticas de acido. Este método apresenta alta
quimiosseletividade, versatilidade, além de rapidez, geralmente apresentando altos
rendimentos. JA& o método de obtencdo indireta consiste na preparacdo prévia da
tiossemicarbazida utilizando a hidrazina (NH2-NH2), para posterior condensagdo com o
derivado carbonilado especifico. Ainda sobre a sintese, tendo em vista que as etapas sé@o
reversiveis, 0 uso de catalise &cida tem a funcéo de equilibrar os valores de pH entre 4 e 5, além
de permitir a protonagéo da carbonila, uma vez que valores abaixo de 4 favorecem a protonagéo
do nitrogénio em N-1 e valores acima de 5 tornam a carbonila progressivamente menos

protonada, consequentemente, diminuindo a velocidade da reacdo (TENORIO et al., 2005).
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No presente trabalho utilizamos o método de obtencdo indireta (esquema 1). A reacao
se processa com o ataque nucleofilico do par de elétrons da hidrazina ao carbono da tiocarbonila
do isotiocianato, deslocalizando os elétrons pi para o enxofre, deixando-0 com carga negativa.
Este entdo restabelece a dupla ligacdo, deslocalizando os elétrons da dupla ligagdo para o
nitrogénio, deixando-o com carga negativa. Por fim, o par de elétrons deste nitrogénio capta o
proton do nitrogénio carregado positivamente, estabilizando as cargas e obtendo a
tiossemicarbazida.

Esquema 1: mecanismo de obtencdo das tiossemicarbazidas.

& :S: H
H NH
R S s |E .
R—N=C=—=S: + - -_— R N—C N——NH2
H H
1S S: H
N T o N s
R—IA\_I—C—I‘\!—NHQ < R N C N ——NH;

A segunda etapa consiste numa reacdo de condensacéo da tiossemicarbazida e o aldeido
correspondente, em meio acido (esquema 2). Nesta reacdo, o oxigénio da carbonila do aldeido
capta um préton do meio, tornando-o positivo e favorecendo o ataque do par de elétrons do
nitrogénio da tiossemicarbazida ao carbono. Com isso, a carga do oxigénio é estabilizada com
o deslocamento dos elétrons da dupla ligacdo, obtendo uma porcdo hidroxila e deixando o
nitrogénio ligado ao carbono com carga positiva. A hidroxila, através de reacdo intramolecular,
capta o préton ligado ao nitrogénio positivo, estabilizando sua carga e formando uma molécula
de &gua. Esta é entdo eliminada através da formacdo de uma dupla ligacdo, que é estabilizada
com a captura do proton pela molécula de agua eliminada. Esta captura estabelece a acidez do

meio e obtém-se a tiossemicarbazona.
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Esquema 2: mecanismo de obtencdo das tiossemicarbazonas.
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As tiossemicarbazonas podem assumir duas conformacdes estruturais: E ou Z e quem
determina estas configurac@es € o hidrogénio da funcdo azometinica. A possibilidade de obter-
se, majoritariamente, uma das configuracfes tem relacdo com os reagentes utilizados. Como
regra geral, tiossemicarbazonas sintetizadas a partir de aldeidos tendem a preferir o isémero E,
uma vez que esta € a configuragdo termodinamicamente mais estavel, ao passo que, reacdes
utilizando cetonas ndo-simétricas tendem a resultar na obtencdo de tiossemicarbazonas na
configuracdo Z (TENORIO et al., 2005).

3.6.2 Importancia bioldgica

Gracas a esta ampla variedade de produtos que podem ser obtidos, as
tiossemicarbazonas sao extensamente descritas na literatura, apresentando atividades biolégicas
confirmadas, como: antimicrobiana (EL-SHARIEF et al., 2013), (SOUZA et al., 2013);
antirretroviral (PELOSI et al., 2010); esquistossomicida (SANTIAGO et al., 2014);
antituberculose (PAVAN et al., 2010); anti-inflamatéria (OLIVEIRA et al., 2016); tripanocida
(LEITE et al., 2006); antimalaria (KHANYE et al., 2011); antiprotozoaria (BHARTI et al.,
2002); leishmanicida (BRITTA et al., 2012) e antitumoral (FERRAZ et al., 2010), (FEUN et
al., 2002), sendo a atividade antitumoral a mais amplamente estudada.

As tiossemicarbazonas também possuem potencial capacidade imunomoduladora, a
partir da capacidade de estimular a produgéo de 6xido nitrico (ON) e consequente estimulo e

liberacdo de citocinas — que sdo moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as células,
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durante o desencadeamento de uma resposta imune. No caso de uma infec¢do por S. mansoni,
as principais citocinas envolvidas sdo: interferon gama (INF- vy), e as interleucinas 2, 4 ¢ 5 (IL-
2, IL-4 e IL-5). E é através da resposta mediada por estas moléculas que ocorre o
desencadeamento da resposta imune, através da ativacdo dos linfocitos T helper (Th)
(GRZYNCH et al., 1991).

E sabido que a resposta imune, através da infeccdo por S. mansoni, apresenta dois
momentos, 0s quais, antes da oviposicao, ocorre resposta Thl e, apds a oviposicdo, resposta
Th2. A resposta Th1l é relacionada com a producao de INF- y ¢ IL-2 e o resultado é a resposta
imune celular, ou seja, ativacdo de macréfagos. Ja a resposta Th2 estd relacionada com a
producdo de IL-4 e IL-5, j& seu resultado é a resposta humoral, produzindo anticorpos para
combater infeccdes parasitarias (YANG et al., 2005).

De acordo com James (1995), partindo da ativacao dos macréfagos por INF- y (resposta
Thl), a producdo de ON é aumentada, sendo esta uma molécula efetora que promove a morte
do parasito. Esse mesmo aumento de ON, observado durante a oviposi¢do (ou seja, durante a
resposta Thl), é diminuido com o inicio da resposta Th2 (BRUNET, et al., 1999).

4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e métodos — Estudo quimico

4.1.1 Materiais, reagentes e solventes

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes para obtencdo dos compostos
tiossemicarbazidas: a hidrazina, os isotiocianatos correspondentes e o diclorometano. Para os
compostos tiossemicarbazonas: derivados tiossemicarbazidas obtidos previamente, etanol,
acido acético glacial, 5-metilindol-3-carboxialdeido, n-hexano, acetato de etila. Para todas as
sinteses ndo houve necessidade de realizacdo de nenhum procedimento prévio de purificacéo
dos reagentes, uma vez que todos sdo de procedéncia da Sigma-Aldrich, Vetec ou Acros,
obedecendo as especificacdes para PA ou PS. Na cromatografia em camada delgada foram

utilizadas placas de silica gel 60 Merck F254, de 0,25 mm de espessura.
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4.2 Equipamentos

As placas de silica gel para cromatografia em camada delgada foram reveladas em luz
ultravioleta (254 ou 365 nm) no aparelho Vilber Lourmat modelo CN15.LC (LQIT/UFPE). As
faixas de fusdo foram determinadas em aparelho Quimis, modelo 340.27 (LQIT/UFPE). Na
determinacdo dos pontos de fusdo foi utilizado aparelho em tubo capilar Modelo Quimis 340
(Quimis, Brasil). Para caracterizacdo estrutural dos compostos sintetizados, foram utilizadas
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de Carbono
(RMN 3C) realizados em aparelhos Varian UnityPlus 400 MHz (400 MHz para 'H e 100 MHz
para 13C) ou Bruker AMX-300 MHz (300 MHz para H e 75.5 MHz para *C).

4.3 Procedimentos experimentais

As sinteses e o0s dados fisico-quimicos dos novos derivados tiossemicarbazonas foram
realizadas no Laboratério de Quimica e Inovacdo Terapéutica, do Departamento de
Antibioticos — CCB/ UFPE. A caracterizacio estrutural por meio do RMN*H e 13C, foi realizada

na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental — DQF/ UFPE.

4.3.1 Diagrama geral de sintese

Esquema 3: Diagrama geral da sintese das tiossemicarbazonas.
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4.3.2 Sintese dos derivados intermediarios tiossemicarbazidas (LQIT/LT)

Em um bal&o de fundo redondo foi adicionado o diclorometano como solvente (10 mL)
e o isotiocianato correspondente (0,5 mmol). Posteriormente, foi adicionada lentamente a
hidrazina (1 mmol). A reacdo ocorreu a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética e com
duracdo média de 3 horas, quando se observa a formacéo de precipitado. O precipitado obtido
foi entdo filtrado com diclorometano e seco em dessecador para utilizacao na etapa de obtencéo

dos derivados tiossemicarbazonas.

4.3.3 Sintese dos derivados finais tiossemicarbazonas (LQIT/AP)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados os reagentes 5-metilindol-3-
carboxialdeido (0,1 mmol), juntamente com o derivado tiossemicarbazida correspondente (0,1
mmol) em 10 mL de etanol e 10-15 gotas do catalisador acido acético glacial. A reacdo se deu
a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética e com duracdo média de 3 horas. Apos esse
tempo, observou-se a presenca de precipitado no fundo do baldo, entdo foi feita uma placa de
CCD a fim de verificar a formacéo do produto e consumo do aldeido, através do sistema de
eluicdo n-hexano/ acetato de etila 1:1. O Produto obtido foi filtrado e utilizou-se uma pequena
quantidade de etanol para arrastar quaisquer vestigios de produto que tenham ficado no fundo
do baldo. Em seguida, foi seco em dessecador para posterior caracterizacao estrutural avaliacdo

bioldgica.

4.4 Materiais e métodos — Estudo bioldgico

4.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos com 30 dias de idade, albinos suicos (Mus
musculus) mantidos no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhédes (CPqgAM — FIOCRUZ/Recife),
em gaiolas, sob condigbes padronizadas de temperatura, luminosidade e alimentacdo. A
utilizacdo desses animais no presente trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-FIOCRUZ) sob licenca n° 69/2014.

As cercarias (Cepas LE) de S. mansoni foram obtidas por meio do setor de Malacologia
do Laboratorio de Esquistossomose e do Servigo de Referéncia em Esquistossomose do Centro

de Pesquisas Aggeu Magalhédes (CPgAM).
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Os vermes adultos de S. mansoni foram obtidos do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CPgAM - FIOCRUZ) apds realizacdo da perfusdo dos camundongos infectados.

4.4.2 Materiais e métodos

Céamara de fluxo;

Equipamento de perfusao;

Microscopio Optico invertido (BestScope BS-2090);

Espectrofotdmetro Benchmark plus (Bio-Rad®);

Placas de Petri, placas de cultura com 24 pocos e placas de cultura com 96 pocgos;
Anestésicos: cloridrato de xilasina (Bayer) e cloridrato de ketamina (Agener Unido);

Solucdo salina obtida a partir de cloreto de sddio, citrato de sddio e dgua destilada;

Pipeta graduada, tubos Falcon, seringa, ponteiras, alcool 70% e materiais cirargicos todos
esterilizados;

Amostra do farmaco Praziquantel;

Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) completo suplementado com penicilina, estreptomicina e
soro bovino fetal;

Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich);

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) (Sigma-Aldrich);

Derivados tiossemicarbazonas.

4.4.3 Procedimentos experimentais

4.4.3.1 Avaliacao da citotoxicidade celular dos derivados tiossemicarbazonas frente as
linhagens de células macrofagicas J774 e células Vero

As analises de citotoxicidade foram realizadas através da técnica do MTT, descrita por
Mosmann (1983). Esta técnica consiste na reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio) por células viaveis. O MTT é um sal de colora¢do amarela e, quando
metabolizado pela redutase mitocondrial é convertido aos cristais de formazan, que possuem
coloracgéo purpura. Estes cristais sdo solubilizados com DMSO, obtendo uma solucéo de igual
cor e permitindo a leitura de sua absorbancia.

Para tal, as células foram semeadas na concentracdo de 1x10* para as células Vero e
1x10° para as células macrofagicas em placas de 96 pocos contendo meio RPMI com vermelho

de fenol suplementado com 10% de SFB e incubados em uma atmosfera de 5% de CO, a 37°
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C. Apds 24h, o sobrenadante foi removido e as células incubadas na presenga de vérias
concentragdes dos compostos (200, 100, 50, 25 e 12,5 ug/mL) por 24 horas.

Apos este periodo, foi adicionado 10 uL de MTT (5 mg/mL), 100 uL de RPMI sem
vermelho de fenol e incubados por 3h em estufa de 37 °C e 5% de CO». Em seguida, os cristais
de formazan foram solubilizados em DMSO e sua absorbancia foi determinada
espectofotometricamente a 540nm. Células sem tratamento foram utilizadas como controle da
reacao.

Foram realizados dois experimentos independentes para células Vero e dois

experimentos independentes para linhagem J774 e cada experimento foi feito em quadruplicata.

4.4.3.2 Avaliacdo da producéo de 6xido nitrico (ON)

A fim de analisar possiveis alteracfes na producdo de ON pelas células de macrofagos
da linhagem J774 submetidos ao tratamento com os diferentes compostos testados neste estudo,
foi realizado o método colorimétrico de Griess. Este teste consiste em uma quantificacdo
indireta de ON, uma vez que este, quando produzido, é rapidamente convertido a outros
radicais, atraves de degradacdo oxidativa e que, dentre esses radicais, o nitrito € o mais estavel,
permitindo sua mensuracdo (GREEN et al, 1982).

Partindo do teste de avaliacdo da citotoxicidade com células macrofagicas J774, apés a
etapa de preparacdo da placa (semeio das células nas placas, incubacdo e tratamento), o
sobrenadante que foi retirado deste primeiro procedimento, foi transferido para outra placa de96
pocos e, posteriormente, cada poco contendo o sobrenadante recebeu o reagente de Griess —
este reagente consiste na mistura equimolar 1:1 de sulfanilamida (1%) e naftiletilenodiamino-
biclorato (0,1%) em &cido ortofosforico (HzPOa).

A concentracdo de nitrito foi determinada, partindo de uma curva padrdo de
concentragfes conhecidas de nitrito de sodio (NaNOz). A absorbancia foi determinada

espectofotometricamente a 540nm e o teste realizado em quadruplicata.

4.4.3.3 Andlise estatistica

As analises de regressao linear foram feitas no programa SPSS 18.0 (IBM Co., Nova
lorque, EUA) para Windows. As analises de significancia, considerado significativo valores p
< 0.05, foram realizadas atraves do teste ANOVA e o pos-teste de Tukey no programa
GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, Califérnia, EUA) para Windows.
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4.4.3.4 Infecgdo por Schistosoma mansoni

Ap0s 15 dias do recebimento dos camundongos, os animais foram infectados por via
percutanea, utilizando cerca de 120 cercérias (Cepa LE — Belo Horizonte), oriundas de
Biomphalaria glabrata, para cada animal. Apds 45 dias de infecgdo, foi realizado exame
parasitologico das fezes dos camundongos para avaliar a positividade da infeccdo (HOFFMAN;
PONS; JANER, 1934).

4.4.3.5 Perfusdo do sistema porta para recuperacao de parasitos adultos de Schistosoma
mansoni

Os camundongos foram submetidos a eutanasia apés 50 dias de infec¢do. Os animais
foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de cetamina (100-200 mg/Kg)
associada a cloridrato de xilasina (5-16 mg/Kg). Apés anestesia, 0s animais foram submetidos
a perfusdo do sistema porta hepatico para a recuperacao dos parasitos, 0s quais foram separados
em placas de petri contendo meio RPMI-1640 e em seguida, foram contados e classificados de
acordo com o sexo e vitalidade (DUVAL; DEWITT, 1967).

4.4.3.6 Avaliacéo da suscetibilidade in vitro de parasitos adultos de Schistosoma mansoni
frente aos derivados tiossemicarbazonas

Os parasitos foram removidos dos camundongos infectados e posteriormente lavados
em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20 mM pH 7,5 e suplementado com penicilina (100
Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e soro bovino fetal a 10 % em uma placa de Petri. Apds
a lavagem os parasitos adultos foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2
mL de meio RPMI-1640 completo.

Para cada composto testado, o teste foi feito em triplicata, acrescentando em cada pogo
da placa de cultura cada poco 4 parasitos (2 machos e 2 fémeas), em seguida foram incubados
a 37°C, em atmosfera umida contendo 5 % de CO.. Apds o periodo de 2 horas de adaptacéo ao
meio, os derivados tiossemicarbazonas foram adicionados na concentragdo de 200 uM. Para
esta atividade esquistossomicida in vitro foram testados os derivados tiossemicarbazonas
LQIT/AP 01, LQIT/AP 02, LQIT/04, LQIT/AP 06, LQIT/AP 08 e LQIT/AP 10. Utilizou-se o
Praziquantel como controle positivo e 0 DMSO como controle negativo dos experimentos. Os
parasitos foram mantidos em cultura por 5 dias, sendo monitorados a cada 24 horas e

observados no microscépio éptico invertido para avaliagcdo da atividade motora e da taxa de
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mortalidade e motilidade. Para confirmacéo dos resultados todos os testes foram realizados em

duplicata.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo quimico

5.1.1 Caracteristicas  fisico-quimicas e  espectroscépicas dos  compostos

tiossemicarbazonas sintetizados

5.1.1.1 N-fenil-2-[(5-metil-1H-indol-3-il)etileno]-hidrazinacarboxitioamida (AP-01)

HaC
Ak
/ N/T
HN S

Férmula molecular: C17H16N4S; Massa molecular: 308,4 g/mol; Faixa de fusdo: 187-189° C;
Rendimento: 47%; Razdo de frente: 0,54 sistema n-hex/AcOEt 1:1; RMN 'H (400 MHz,
DMSO-dg) 5 11.58 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 9.87 (s, 3H), 9.65 (d, J = 13.6 Hz, 3H), 8.39 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.85 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 7.76 — 7.69 (m, 1H), 7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.35 (dt, J = 17.3, 7.6 Hz, 2H), 7.21 — 7.10 (m, 3H), 7.03 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 2H), 2.49 (t, J =
1.9 Hz, 3H), 2.41 (s, 1H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) & 174.52, 141.65, 139.60, 135.84,
131.66, 129.86, 128.67, 128.59, 125.14, 124.83, 124.63, 124.58, 121.67, 112.09, 110.91, 21.85.

5.1.1.2 N-(4-metoxifenil)-2-[(5-metil-1H-indol-3-il)etileno]-hidrazinacarboxitioamida
(AP-02)

N
/ \\\N// ‘\7(/’N\\\{::::::[\\
HN S
OCH,
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Formula molecular: C1gH1sN4OS; Massa molecular: 338,43 g/mol; Faixa de fusdo: 204-206° C;
Rendimento: 68%; Razao de frente: 0,5 sistema n-hex/AcOEt 1:1; RMN H (400 MHz, DMSO-
de) 6 11.54 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 11.49 (s, 1H), 9.71 (s, 1H), 9.50 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.98 —
7.92 (m, 1H), 7.84 (dd, J = 2.8, 0.9 Hz, 1H), 7.58 — 7.49 (m, 2H), 7.35 (dd, J = 20.5, 8.4 Hz,
2H), 7.06 — 6.98 (m, 1H), 6.98 — 6.84 (m, 2H), 3.75 (dd, J = 9.1, 0.9 Hz, 2H), 2.52 — 2.43 (m,
1H), 2.40 (s, 1H). RMN C (100 MHz, DMSO-ds) & 175.06, 157.14, 157.08, 141.45, 135.82,
132.67,132.43,131.45,129.81, 126.84, 124.84,124.61, 121.67, 113.83, 112.05, 110.97, 55.71,
55.66, 21.83.

5.1.1.3 N-(4-bromofenil)-2-[(5-metil-1H-indol-3-il)etileno]-hidrazinacarboxitioamida

(AP-04)
HaC

« Kk
/ N/\’r
HN S
Br

Formula molecular: C17H1sBrN4S; Massa molecular: 387,30 g/mol; Faixa de fusdo: 201-203°
C; Rendimento: 53%; Razdo de frente: 0,48 sistema n-hex/AcOEt 1:1; RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds) § 11.66 (s, 1H), 11.57 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 9.69 (s, 1H), 8.39 (s, 1H), 7.98 — 7.92 (m,
1H), 7.86 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.77 — 7.66 (m, 2H), 7.58 — 7.48 (m, 2H), 7.32 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.02 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H), 2.41 (s, 3H). RMN C (101 MHz, DMSO-d6) & 174.48,
141.99, 139.22, 135.83, 131.71, 131.40, 129.87, 126.75, 124.83, 124.64, 121.77, 117.20,
112.06, 110.87, 21.84.

5.1.1.4 N-alil-2-[(5-metil-1H-indol-3-il)etileno]-hidrazinacarboxitioamida (AP-06)
HsC

\N/HTH\/\
S

HN
Férmula molecular: C14H16N4S; Massa molecular: 272,37 g/mol; Faixa de fusédo: 219-220° C;
Rendimento: 55%; Razdo de frente: 0,44 sistema n-hex/AcOEt 1:1; RMN H (400 MHz,
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DMSO-ds): § 11.49 (s, 1H), 11.28 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 7.97 — 7.87 (m, 2H), 7.77 (s, 1H), 7.32
(d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 1H), 6.01 (ddt, J = 17.3, 10.4, 5.2 Hz, 1H), 5.25
(dg, J = 17.3, 1.8 Hz, 1H), 5.16 (dg, J = 10.3, 1.6 Hz, 1H), 4.28 (tt, = 5.7, 1.7 Hz, 2H), 2.41
(s, 1H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 5 176.10, 140.69, 135.36,
135.31, 130.78, 129.30, 124.24, 124.13, 121.20, 115.30, 111.59, 110.61, 45.56, 40.12, 39.91,
39.70, 39.50, 39.29, 39.08, 38.87, 21.28.

5.1.1.5 N-(naftaleno-2-il)-2-[(5-metil-1H-indol-3-il)etileno]-hidrazinacarboxitioamida

(AP-08)
HsC
« M
/ N \l_r
HN S

Formula molecular: C21H18N4S; Massa molecular: 358,46 g/mol; Faixa de fusdo: 195-197° C;
Rendimento: 78%; Razao de frente: 0,5 sistema n-hex/AcOEt 1:1; RMN *H (400 MHz, DMSO-
de): 11.70 (s, 1H), 11.63 — 11.48 (m, 1H), 9.90 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 7.99 (ddd, J = 6.3, 5.0, 3.1
Hz, 2H), 7.91 — 7.84 (m, 2H), 7.79 — 7.72 (m, 2H), 7.60 — 7.51 (m, 3H), 7.35 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 6.84 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 175.97,
131.99, 129.98, 125.96, 154.50, 141.58, 103.95, 133.65, 131.66, 124.65, 110.76, 125.60,
122.48, 112.50, 126.33, 135.24, 125.31, 128.12, 126.08, 112.19, 55.18.

5.1.1.6 N-(4-clorofenil)-2-[(5-metil-1H-indol-3-il)etileno]-hidrazinacarboxitioamida (AP-

10)
N §
/ A W Y
HN S
Cl

Formula molecular: C17H15CIN4S; Massa molecular: 342,85 g/mol; Faixa de fusdo: 227-229°
C; Rendimento: 78%; Raz&o de frente: 0,53 sistema n-hex/AcOEt 1:1; RMN *H (400 MHz,
DMSO-ds) § 11.66 (s, 1H), 11.61 — 11.55 (m, 1H), 9.98 (s, 1H), 9.71 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 7.97

HsC
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(s, 1H), 7.87 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.80 — 7.73 (m, 2H), 7.58 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.42 (dd, J =
9.2, 3.2 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.07 — 7.00 (m, 1H), 2.42 (s, 1H); RMN 3C (100
MHz, DMSO-de): 5 174.09, 141.49, 138.30, 135.34, 131.20, 129.38, 128.55, 127.98, 125.94,
124.36, 124.15, 121.27, 111.57, 110.39, 40.13, 39.92, 39.71, 39.50, 39.29, 39.08, 38.87, 21.34.

A elucidacdo estrutural das moléculas foi feita através de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e de carbono (RMN 3C) e também utilizando as
técnicas de anélises bidimensionais.

Através do (RMN *H), foi possivel observar os diferentes tipos de hidrogénio presentes
na molécula (figura 14). Na regido de campo baixo (hidrogénios blindados), é possivel
identificar um sinal referente aos hidrogénios da metila, que se encontram no anel inddlico.
Eles se apresentam como um singleto em ¢ 2.38 ppm. Os picos em 6 2.50 ppm e 6 3.34 ppm
referem-se respectivamente aos sinais residuais dos solventes DMSO deuterado e agua,
deslocamentos caracteristicos do solvente (FULMER, G. R. et al., 2010).

Figura 14: Regido de campo baixo evidenciando o singleto da metila.
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Na regido de campo alto (hidrogénios desblindados), os demais hidrogénios da molécula
estdo presentes. Os singletos referentes ao hidrogénio azometinico, NH ligado a porcao
aromatica, o NH referente a porcéo hidrazinica e o hidrogénio do anel indolico (figura 15)

correspondem a & 8.48 ppm, & 9.90 ppm, & 11.70 ppm e 6 11.57 ppm respectivamente.
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Especificamente, o singleto azometinico aparecendo entre & 7.32 — 8.47 ppm € caracteristico de
tiossemicarbazonas (OLIVEIRA et al. 2017).

Figura 15: Regido de campo alto evidenciando os hidrogénios das por¢des: azometinica, aromatica,
hidrazinica e inddlica.
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A porcdo do espectro representada pelo intervalo de deslocamento entre 8 6.58 ppm ¢
8.00 ppm corresponde as por¢des aromaticas da molécula, que se manifestam na forma de
singletos, dubletos e multipletos. E, por serem muitos sinais referentes a hidrogénios que estéo
passiveis de acoplamento, estes podem apresentar padrées de acoplamento mais complexos.
Essa complexidade fica mais evidente quando os sinais aparecem, em sua grande maioria,
sobrepostos, caracterizando assim a presenca de multipletos. Sendo um multipleto o equivalente
a um hidrogénio acoplado a outros hidrogénios vizinhos (GONSALVES; MELO, 2007).

Na elucidacdo dos carbonos, foi utilizada a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de carbono treze (RMN 3C), identificando vinte e um picos referentes aos carbonos
presentes na estrutura. Abaixo de 100 ppm é possivel identificar a metila ligada ao anel indol
em & 55.18 ppm. Os demais carbonos foram identificados acima de 100 ppm. O carbono mais
desblindado encontra-se ligado ao enxofre através de dupla ligacdo, além de dois nitrogénios,
justificando ser o mais desblindado da estrutura, apresentando deslocamento de & 157.97 ppm
(figura 16). O carbono ligado ao nitrogénio do anel indol também se apresenta mais desblindado
que os demais (0 154.50 ppm), devido a ressonancia do anel e a proximidade com o atomo de

nitrogénio.
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Figura 16: Espectro de RMN 3C evidenciando os carbonos do campo desblindado e o carbono do
campo blindado.
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Os demais carbonos pertencentes aos grupos aromaticos encontram-se na faixa de
deslocamento que varia de § 110 a 175 ppm, enquanto que carbonos insaturados (Sp?), entre &
100 — 150 ppm (os demais picos encontram-se nestes dois intervalos). O pico em torno de & 40
ppm é referente ao residuo do solvente (FULMER et al., 2010).

Através da técnica de COSY (Homonuclear COrrelation SpectroscopY) € possivel
identificar hidrogénios que estejam acoplados por 23Ju,n estabelecendo correlagio entre eles
(KAISER, 2000). Através do conhecimento do deslocamento do hidrogénio ligado ao
nitrogénio do anel indol, foi possivel encontrar o deslocamento do hidrogénio acoplado a ele
em 6 11.57 ppm (figura 17).
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Figura 17: Espectro de COSY para o composto AP-08, evidenciando o acoplamento entre o hidrogénio
ligado ao nitrogénio indélico e o hidrogénio ligado ao carbono vizinho ao nitrogénio.
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Através da técnica de analise bidimensional HMBC — Heteronuclear Multiple Bond
Correlation — é possivel identificar acoplamentos entre hidrogénios e carbonos a uma distancia
23)u,c e, eventualmente, 4J em sistemas conjugados (VASAVI et al., 2011). Com isso, foi
possivel correlacionar os acoplamentos entre os hidrogénios da porc¢do hidrazinica e aromatica
com os carbonos proximos, bem como, o hidrogénio da por¢do metil com o carbono do anel

inddlico (figura 18).

Figura 18: Espectro bidimensional HMBC evidenciando os hidrogénios e carbonos acoplados.
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Ainda sobre este espectro, é possivel observar também o acoplamento entre o hidrogénio

da metila e os carbonos do anel indélico (figura 19).

Figura 19: Espectro bidimensional HMBC evidenciando os acoplamentos entre o hidrogénio da metila e os
carbonos do anel indol.
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Por fim, a técnica bidimensional HSQC — Heteronuclear Single Quantum Correlation —
permite que seja enxergada a ligagéo direta entre o carbono e o hidrogénio (KAISER, 2000).
Através dela foi possivel confirmar a ligacdo entre o hidrogénio da funcdo azometinica com seu
respetivo carbono, assim como, o hidrogénio e o carbono da porcdo inddlica (figura 20) ligados

entre si, confirmando a presenca destes na molécula.

Figura 20: Espectro bidimensional HSQC evidenciando as liga¢des C-H azometinica e inddlica.
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5.2 Estudo biolégico

5.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade em linhagens de células Vero e macrofagicas J774
dos derivados tiossemicarbazonas

Tabela 1: Atividade citotéxica dos compostos tiossemicarbazonas.

CCso verO CChso 3774
COMPOSTO pg/mL
AP-01 31,88 + 8,6 82,06 + 9,3
AP-02 14491 £ 5,4 178,01 + 16
AP-04 87,31 +4,2 89,13+1,1
AP-06 84,84 +5,9 62,62 + 4,9
AP-08 5,71+0,3 8,31+15
AP-10 49,41 + 3,5 57,32+ 1,2
PZQ 113,9+ 4,39 117,08 + 12,6

A partir dos testes de citotoxicidade — tanto em células Vero quando em macréfagos —
concluiu-se que o composto LQIT/AP-08 foi 0 mais tdxico dentre todos 0s compostos testados,
uma vez que, em concentragcdes muito pequenas, ele foi capaz de inibir em 50% o crescimento
das células. No entanto, o composto AP-02 apresentou valores de citotoxicidade menores que
0 proprio Praziquantel, indicando que, nas mesmas concentracbes, 0 composto

tiossemicarbazona é menos toxico que o Praziquantel.

5.2.2 Avaliacéo do teste de quantificacdo indireta de ON

A partir dos dados obtidos nas analises foram construidos graficos que demonstram a
quantificacdo da producao de nitrito de acordo com as concentragdes dos compostos testados.

Os resultados mostraram que o LQIT/AP-01 foi capaz de induzir um aumento
significativo (cerca de 1,5 vezes) na producédo de nitrito por macrofagos J774 na concentragdo
mais elevada — 200 pg/mL — em relagéo a sua menor concentracao testada.

O LQIT/AP-02 apresentou aumento significativo na producdo de nitrito a partir da
concentracdo de 25 pg/mL. Na concentracdo seguinte em ordem crescente — 50pg/mL — a

producdo de nitrito foi duas vezes maior e aproximadamente sete vezes mais com 200ug/mL.
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O composto LQIT/AP-06 teve aumento significativo na producdo de nitrito nas duas
maiores concentragdes testadas — 100 pg/mL e 200 pg/mL. Na concentragdo de 200 pg/mL
aumentou cerca de 30 vezes mais do que o controle sem tratamento.

O composto LQIT/AP-08 apresentou aumento significativo na producdo de nitrito nas
duas maiores concentracdes testadas — 100 pug/mL e 200 pg/mL. Na concentragéo de 200 pg/mL
aumentou cerca de 4 vezes mais do que o controle sem tratamento.

O ultimo composto testado, o LQIT/AP-10 teve aumento significativo na producéo de
nitrito a partir da concentracdo de 25 pug/mL. A partir de 50 pg/mL aumentou duas vezes a
producdo de nitrito e aproximadamente cinco vezes mais com 200 pg/mL.

Para o Praziquantel ndo foram observadas alteracdes significativas na producdo de
nitrito quando comparadas com o controle. A figura a seguir (figura 14) apresenta estes dados
em forma de gréficos.

Figura 21: Efeito dos compostos sobre a producdo de nitrito em macréfagos J774.
Legenda: (*) valor estatisticamente significativo pelo teste ANOVA em rela¢do ao controle sem

tratamento (p<0,0001).
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5.2.3 Avaliacéo dos parasitos adultos de Schistosoma mansoni frente aos derivados
tiossemicarbazonas

5.2.3.1 Motilidade dos parasitos

Os parasitos obtidos nos processos de eutanasia e submetidos aos testes foram avaliados
tanto a sua motilidade quanto a mortalidade. Os derivados tiossemicarbazonas foram testados
na concentracao inicial de 200 pM.

Quanto aos seus movimentos, utilizando-se os critérios criados por Horiuchi (2005), o

qual utiliza pontuagdes para avaliar cada estagio de movimento:
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e Pontuacéo 3: parasitos ativos, apresentando movimentos corporais normais;

e Pontuacdo 1,5: parasitos lentos a muito lentos, apresentando movimentos retardados,
podendo indicar apenas movimentos cefalicos;

e Pontuacdo 0: parasitos imoveis/mortos, auséncia completa de qualquer movimento

corporal e/ou cefélico.

O derivado LQIT/AP-08 apresentou pontuacdo O nas primeiras 24h, sendo o derivado
tiossemicarbazona com melhor resposta esquistossomicida, seguido pelo LQIT/AP-02, que
apresentou pontuacdo O (taxa de motilidade de 100%) em 96h. O composto LQIT/AP-01
apresentou 37,5% de parasitos sem qualquer mobilidade a partir de 72h. O composto LQIT/AP-
10 apresentou, em 96h de experimento, uma taxa de auséncia de motilidade de 12,5%
(pontuacdo 0). Os compostos LQIT/AP-04 e LQIT/AP-06 ndo apresentaram quaisquer
alteracdes na motilidade dos parasitos durante a realizagcdo dos experimentos.

5.2.3.2 Mortalidade dos parasitos

O derivado tiossemicarbazona LQIT/AP-08 apresentou a melhor atividade frente a
parasitos adultos de Schistosoma mansoni, o qual, nas primeiras 24h de teste, ja apresentou
100% de mortalidade. Os derivados LQIT/AP-01 e LQIT/AP-02 apresentaram resultados
semelhantes 72h ap6s a realizacdo do teste (taxa de mortalidade de 37,5%), no entanto, no
momento seguinte — em 96h de teste — o derivado LQIT/AP-02 atingiu 100% de mortalidade,
ao passo que o derivado LQIT/AP-01 conseguiu erradicar 62,5% dos parasitos. O derivado
LQIT/AP-10 apresentou taxa de mortalidade de 12,5% em 96h e manteve esta taxa em 120h.
Os derivados LQIT/AP-04 e LQIT/AP-06 ndo apresentaram nenhuma taxa de mortalidade dos
parasitos testados.

O derivado LQIT/AP-02 apresentou resposta a atividade esquistossomicida promissora,
chegando a 100% de mortalidade dos parasitos em 96h de experimento. Valores proximos
foram observados também com o LQIT/AP-01, chegando a causar a morte de 66% dos
parasitos.

A tabela 2 apresenta os dados acerca das avaliagbes da motilidade e mortalidade dos

testes.
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5.3 Discussao

O método de obtencéo dos compostos finais tiossemicarbazonas, através da via indireta,
que consistiu na condensacdo entre a hidrazina e o isotiocianato correspondente — obtendo a
tiossemicarbazida — e posterior adi¢cdo nucleofilica desta com o aldeido correspondente,
permitiu que fossem obtidos os seis compostos finais utilizados neste estudo.

As sinteses sdo consideradas simples e apresentaram rendimentos satisfatorios. E, ainda
sobre a sintese, através das técnicas espectroscopicas para elucidacdo estrutural, ficou
comprovado que a configuracdo E é a majoritaria, uma vez que, ao utilizar o aldeido como um
dos reagentes, ha uma preferéncia por esta configuracdo, além deste ser termodinamicamente
mais estavel, quando comparada com a configuracdo Z. O singleto azometinico é o indicativo
de que a reacédo de obtencéo das tiossemicarbazonas foi bem-sucedida.

No que diz respeito a relacdo estrutura-atividade das tiossemicarbazonas, dentre as
atividades anteriormente listadas, a capacidade de possuir o efeito antiproliferativo se da por
conta da presenca de por¢des aromaticas ligadas diretamente a estrutura principal da molécula
e, ligado a este anel aromaético, tanto atomos de halogénios quanto porcdes curtas alquil
(OLIVEIRA et al., 2015). Este perfil de moléculas € encontrando em AP-04 e AP-12, bem
como, um substituinte alquil em AP-06. No entanto, apesar da possibilidade de atividade
antiproliferativa celular, estas moléculas ndo apresentaram resultados satisfatorios frente a
atividade esquistossomicida, indicando que estes radicais ndo possuem atividade frente ao S.
mansoni tanto na fase jovem quanto adulta dos parasitos.

Ja os compostos AP-08 e AP-02, frente ao teste in vitro, o composto 08 foi capaz de
matar 100% dos parasitos em 24h, no entanto, apresentou os valores mais toxicos nos testes de
citotoxicidade. Ja o composto 02 também foi capaz de matar 100% dos helmintos em 96h de
teste, apresentando valores de citotoxicidade bastante promissores, indicando, inclusive, que
este composto é menos toxico frente as células de macrofagos J774 e Vero que o Praziguantel.

Estruturalmente, o composto 02 diferencia-se das demais tiossemicarbazonas no radical
ligado ao anel aromatico — uma metoxila. A presenca do oxigénio ligado ao anel aromaético e a
uma metila favorece tanto um possivel aumento na interacdo com o receptor, através de ligacéo
de hidrogénio e dipolo-dipolo, quanto na sua conjugacao e posterior eliminacéo, o que sugere
tanto a capacidade esquistossomicida, quanto a baixa citotoxicidade.

Ainda sobre a importancia da estrutura e atividade, no que diz respeito a presenca de
halogénios ligados a grupos aromaticos, Santiago et al. (2014) comprovou a importancia da

presenca destes na atividade esquistossomicida. No entanto, para o presente estudo, 0S



54

compostos que possuem halogénios em sua molécula — AP-04 e AP-10 — ndo apresentaram
resultados satisfatorios frente aos parasitos de S. mansoni. Ainda sobre o estudo, ele relata maior
atividade esquistossomicida quando ha a presenca de heterociclos contendo grupo metoxi e essa
informacdo corrobora a atividade demonstrada pelo composto AP-02.

Acerca do derivado tiossemicarbazona AP-08, no que diz respeito a sua atividade frente
aos parasitos no teste in vitro, a porcdo naftil, em outros estudos j& descritos na literatura,
apresentam a capacidade de se intercalar nas moléculas de DNA e, consequentemente, atuam
promovendo a diminuicdo da atividade proliferativa celular (ALMEIDA et al., 2015). No
entanto, apesar dessa atividade promissora frente ao teste supracitado, os valores de toxicidade
demonstrados tornam esta molécula a mais toxica dentre as testadas no estudo.

Na avaliacdo da producdo indireta de 6xido nitrico ficou claro que todos os compostos
testados apresentaram capacidade de estimular a ativacdo de macrofagos, a partir da resposta
Thl. A ativacdo dos linfécitos Th e posterior libragdo de macrdfagos, favorece a producéo e
liberagdo enddgena de 6xido nitrico. Sendo o0 ON uma molécula efetora que é capaz de atuar
contra infecces, € esperado que este atue frente a infecgcdo por S. mansoni.

A ativacdo de macrofagos nesta etapa — antes da postura de ovos pelos parasitos — sugere
que as tiossemicarbazonas podem apresentar atividade esquistossomicida frente a helmintos
imaturos. Este potencial de atuar contra parasitos jovens ndo é percebido na terapéutica com o

Praziquantel, ja que este é um de seus pontos negativos.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nos testes, € possivel concluir que o AP-02 é o composto
promissor neste estudo. Através da avaliacdo dos testes e citotoxicidade ficou claro que o
composto 02 apresentou os melhores resultados, inclusive, quando comparado ao Praziquantel.
Todos 0s compostos tiossemicarbazonas foram capazes de promover aumento na producéao de
ON, o que sugere uma possivel atividade imunomoduladora a estas moléculas. Por fim, no que
diz respeito a atividade esquistossomicida, apesar do AP-08 ter apresentado os melhores
resultados — no que diz respeito ao tempo de a¢cdo — o composto AP-02, por ter se apresentado
como menos toxico e também capaz de estimular a producdo de 6xido nitrico, foi eleito o

composto promissor deste estudo.
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6.1 Perspectivas

Realizar os testes in vitro utilizando concentragdes menores (100, 50, 25 e 12,5 uM);

Realizar Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e de transmissdo (MET) dos
parasitos adultos de S. mansoni tratados in vitro com o derivado tiossemicarbazona
LQIT/AP-02;

Realizar o teste das citocinas, a fim de avaliar a possibilidade de atividade

imunomoduladora;

Avaliar a atividade in vivo dos composto AP-02.
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