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RESUMO

A esquistossomose é considerada um grave problema de salde publica e acomete 200 a
250 milhdes de pessoas em todo o mundo. E uma doenca parasitaria e infecciosa causada
por vermes trematodas do género Schistosoma. O uso exclusivo do Praziquantel tem
ocasionado o desenvolvimento de cepas resistentes, desse modo h& a necessidade do
surgimento de novos agentes esquistossomicidas que possam ser utilizados como
alternativa para o tratamento desta parasitose. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial terapéutico de novos derivados benzodioxois (LgIT/NW) candidatos a farmacos
esquistossomicidas através da avaliacdo da susceptibilidade in vitro, de Microscopia
Eletronica de Varredura e de avaliacdo da atividade imunomodulatéria através da dosagem
do o6xido nitrico. Os derivados LgIT/NW-04, LgIT/NW-05, LgIT/NW-06, LqIT/NW-07,
LqIT/NW-08, LgIT/NW-09 e LgIT/NW-13 se destacaram, uma vez que apresentaram uma
taxa de mortalidade de 100% na concentracdo de 200 uM em 120 horas frente a vermes
adultos de S. mansoni. Destes, os derivados LQIT/NW-04, LqIT/NW-05, LqIT/NW-06 se
destacaram no estudo de cinética de mortalidade avaliado a cada 24 h em 120 h, causando
100% da mortalidade dos vermes na concentracéo de 100 pM, em 96 horas, 72 horas e 120
horas, respectivamente. Em particular o derivado LgIT/NW-05 foi avaliado
ultraestruturalmente por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), sendo capaz de
promover destruicdo de tubérculos, formacdo de bolhas, erosdo e descamacdo no
tegumento dos vermes, na concentragdo de 100 uM em 24 h de observacéo. Este composto
apresenta uma estrutura restrita, onde a tiazolidinona é ligada ao anel 1,3-benzodioxol pela
posicdo 4. A conformacdo estrutural do LqlT/NW-05, provavelmente, foi responsavel pela
promissora atividade esquistossomicida, onde a presenca de uma restricdo conformacional
do anel tiazolidinico, além da atuacdo do bromo como um substituinte volumoso favoreceu a
aproximacao ao alvo biolégico. Além disso, o LqIT/NW-05 também apresentou um possivel
efeito imunomodulatério, uma vez que estimulou a producdo de concentracdes
estatisticamente significativas de 6xido nitrico. Diante disso, verificamos que os resultados
obtidos neste estudo fazem dos derivados benzodioxéis possiveis candidatos a prototipos
de novas drogas esquistossomicidas.

Palavras-chave: Benzodioxois. Esquistossomose. Praziquantel.



ABSTRACT

Schistosomiasis is considered a serious public health problem and affects 200 to 250 million
people worldwide. It is a parasitic and infectious disease caused by trematode worms of the
genus Schistosoma. The exclusive use of Praziquantel has led to the development of
resistant strains, so there is a need for the emergence of new schistosomicidal agents that
can be used as an alternative for the treatment of this parasitosis. The objective of this study
was to evaluate the therapeutic potential of new benzodioxolic derivatives (LglT / NW)
candidates for schistosomiasis drugs through in vitro evaluation of susceptibility, Scanning
Electron Microscopy and immunomodulatory activity evaluation through the measurement of
nitric oxide. The LqlT/NW-04, LqIT/NW-06, LqIT/NW-06, LqlIT/NW-07, LqlT/NW-08,
LqIT/NW-09 and Lgl /NW-13 derivatives were highlighted, since they presented a 100%
mortality rate at 200 yM in 120 hours against adult S. mansoni worms. Of these, the
LgIT/NW-04, LqIT/NW-05, LqIT/NW-06 derivatives were highlighted on the mortality kinetics
study evaluated every 24 h in 120 h, causing 100% mortality of worms at a concentration of
100 pM | in 96 hours, 72 hours and 120 hours, respectively. In particular, the LqIT/NW-05
derivative was evaluated ultrastructurally by Scanning Electron Microscopy (SEM) and was
able to promote tuber destruction, bubble formation, erosion and sloughing in the worm
tegument at a concentration of 100 uM in 24 h of observation. This compound has a
restricted structure where the thiazolidinone is attached to the 1,3-benzodioxol ring by the 4-
position. The structural conformation of LqlIT/NW-05 was probably responsible for the
promising schistosomicidal activity, where the presence of a conformational restriction of and
bromine as a bulky substituent favored the approach to the biological target. In addition,
LgIT/NW-05 also showed a possible immunomodulatory effect, since it stimulated the
production of statistically significant concentrations of nitric oxide. Therefore, we verified that
the results obtained in this study make benzodioxolic derivatives possible candidates for
prototypes of new schistosomicidal drugs.

Keywords: Benzodioxoles. Schistosomiasis. Praziquantel.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansbnica € causada pelo verme trematodeo
Schistosoma mansoni, responsavel por parasitar animais e seres humanos
(ELBAKRY et AL, 2016; GUIDI et al, 2016; FAKAHANY et al, 2014). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) sugere que mais de 249 milhdes de pessoas tém sido
infectadas em 78 paises onde a esquistossomose é endémica, resultando em
aproximadamente 200.000 mortes ao ano (ERAKY et al, 2016).

Esta doenca figura como a segunda doenca tropical mais negligenciada do
mundo, perdendo apenas para a Maléria. Além disso, atinge comunidades carentes
onde ndo ha acesso a agua potavel e estrutura sanitaria adequada (OLIVEIRA et al,
2014). Das cinco espécies que infectam o homem, o Schistosoma mansoni,
Schistosoma haematobium e o0 Schistosoma japonicum sd80 0S maiores
responsaveis pela alta taxa de morbidade e mortalidade, devido a formacdo de
granuloma no intestino e no figado. Além disso, o ciclo de vida dessas espécies &
semelhante, e envolve um molusco como hospedeiro intermediario (OLVEDA et al,
2014).

O tratamento e o controle da esquistossomose baseiam-se quase que
exclusivamente na quimioterapia com o Praziquantel (PZQ) (2-ciclohexilcarbonil-
1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-a}isoquinolina-4- ona), que se tornou O
medicamento de escolha por ser seguro, bem tolerado e eficaz contra todas as
espécies de Schistosoma (OLIVEIRA et al, 2014; AIRES et al, 2014). No entanto a
sua utilizacdo em larga escala no tratamento de populacfes residentes em areas de
risco para a esquistossomose possibilitou a emergéncia de cepas resistentes a essa
droga (EL-EMAM et al, 2015). Além disso, o PZQ ¢é incapaz de afetar as formas
jovens dos vermes de Schistosoma (FERREIRA et al, 2015).

Dentro desse contexto a Quimica Medicinal tem grande importancia, uma
vez que esta envolvida com o planejamento racional de novas substancias bioativas,
permitindo a descoberta de novas entidades de interesse (AMARAL & MONTANARI,
2002). Dentre as estratégias de planejamento, desenho e modificacdo molecular
para a descoberta de novas drogas, destaca-se a Hibridacdo Molecular, a qual
compreende a reunido de caracteristicas estruturais parciais de dois compostos

bioativos distintos em uma Unica estrutura, originando uma nova substancia. Esta
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nova substancia podera apresentar a atividade de uma das moléculas originais, ou
conjugar ambas as atividades em uma Unica molécula (BARREIRO & FRAGA,
2008). A hibridacdo molecular foi a estratégia utilizada para a formacdo das
moléculas da série LqlT/NW, uma vez que os derivados benzodioxois sao formados

pelos nucleos tiossemicarbazona, tiazolidinadiona e 1,3-benzodioxol.

A tiossemicarbazona ja foi descrita na literatura por possuir atividades
antitumoral, antimalérica, antiviral, antifangica, antiprotozoaria e citotdxica
(JAGADEESH et al, 2015; BABAHAN et al, 2014; QIN et al, 2012; TENORIO et al,
2005; BERALDO, 2004). Ja o nucleo 1,3-benzodioxol tem sido utilizado como um
importante intermediario na sintese organica tanto na preparacdo de diversos
produtos naturais biologicamente ativos, quanto na preparacdo de substancias
sintéticas originarias de programas de desenvolvimento planejado de farmacos,
estando a unidade 1,3-benzodioxdlica presente em diversos farmacos (COSTA,
2000; BARREIRO et al, 2001). Por fim, o ndcleo tiazolidinbnico possui atividades
biologicas comprovadas e descritas na literatura tais como: atividade
antiinflamatéria, anticonvulsivante, hipnoética, antituberculosa, antibacteriana,
antifingica, anticancer e anti-fibrética (SHELKE et al, 2012; OLIVEIRA et al, 2015).

Devido ao surgimento de casos de resisténcia ao Praziquantel, e também
por conta do potencial bioldgico dos trés nucleos citados, este trabalho tem como
finalidade a avaliacdo da atividade esquistossomicida de novos derivados

benzodioxois.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial terapéutico de novos derivados benzodioxoéis (LqIT/NW)

candidatos a farmacos esquistossomicidas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar a citotoxicidade dos novos derivados (LqIT/NW);

= Avaliar o potencial efeito imunomodulatério dos novos derivados benzodioxdis
(LgIT/NW) em sobrenadantes de cultura de células HelLa através da
quantificacdo da producdo de Oxido Nitrico (NO);

= Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro dos derivados benzodioxois
(LgIT/NW) sobre vermes adultos de S. mansoni;

= Descrever as alteracdes ultraestruturais tegumentares de vermes adultos de

S. mansoni incubados in vitro e tratados com o derivado mais promissor.



20

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por vermes
trematodas do género Schistosoma. As principais espécies causadoras de infeccdes
séo: Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium e Schistosoma japonicum
(BERGQUIST et al, 2017; MARTINS-MELO, 2014). Dentre as doencas
negligenciadas, a esquistossomose estd em segundo lugar no mundo com relagéo a
infeccdo parasitaria mais prejudicial em termos socioecondmicos, ficando atras
apenas da Malaria (LAMBERTON et al, 2017; WANG et al, 2017; MARTINS-MELO,
2014). A extensdo de paises ou areas em risco de todas as espécies de

Schistosoma existentes pode ser observada na figura 1.

[0 s mansoni

|| s haematabium

. § intercalatum

S japonicum

S mekongi

|| Mixed S haematobium/S mansoni
| | creatrivers and lakes

Figura 1: Distribuic&do global da Esquistossomose (SHAKER et al, 2014).

Uma estimativa do impacto da esquistossomose demonstrou que mais de
200 milhdes de pessoas ao redor do mundo séo afetadas pela doenga (LI & WANG,
2017). Além disso, mais de 779 milh6es de pessoas vivem em areas de alta
transmissao de esquistossomose, com 120 milhGes de individuos apresentando
sintomas relacionados a doenca. Do total de pessoas infectadas, 93% vivem na
Africa subsaariana e aproximadamente 76% vivem em areas de alto risco de
transmissdo (RUJENI et al, 2017). Uma revisdo do impacto da doenca demonstrou

gue mais de 200.000 mortes por ano acontecem devido a esquistossomose na
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Africa Subsaariana, sendo o 6nus da doenca seriamente subestimado (WHO, 2017).
Desse modo é possivel observar que esta doenca ainda é um grande problema de
salde publica em varias partes do mundo, especialmente na Africa, onde vivem
mais de 90% de todas as pessoas que necessitam de quimioterapia para
esquistossomose (WHO, 2015).

Dos 78 paises considerados endémicos para esquistossomose, apenas 52
tém populacdes que sdo submetidas a quimioterapia preventiva. Desses, 118,5
milhdes de criancas em idade escolar e 100,2 milhdes de adultos necessitam de
quimioterapia preventiva com o Praziquantel (PZQ). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) possui como meta o tratamento de 75% das criancas em idade
escolar até 2020 (WHO, 2016). Os dados reportados para 2015 mostram que 66,5
milhdes de individuos (53,2 milhdes de criancas em idade escolar e 13,3 milhdes de
adultos) receberam quimioterapia preventiva para esquistossomose. Desse modo, a
cobertura foi de 42,2% para criangas em idade escolar em 2015 (WHO, 2016).

O Brasil é o pais das Américas mais afetado pela esquistossomose, com
42,9 milhdes de pessoas expostas ao risco de infeccdo e aproximadamente 6,8
milhdes de individuos infectados (SANTOS et al, 2017). No Brasil a
esquistossomose € causada pelo Schistosoma mansoni, cujos hospedeiros
intermediarios sdo do género Biomphalaria (Biomphalaria straminea, Biomphalaria
tenagophila e Biomphalaria glabrata). A transmissdo da doenca é extensa neste
pais, com areas focais e endémicas atingindo 19 dos 27 estados brasileiros. Além
disso, as areas mais afetadas (Figura 2) possuem caracteristicas em comum, sendo
elas: condicBes sanitarias precarias, pobreza e baixo nivel educacional (MARTINS-
MELO, 2014).



22

e

o
i
4
4

Prevalence

Figura 2: Faixa de positividade (%) da esquistossomose no Brasil e América Latina (ZONI et
al, 2016).

Um estudo da ocorréncia da esquistossomose no estado de Pernambuco, no
ano de 2010, demonstrou que a doenca foi considerada endémica em 102 (55,2%)
de seus 185 municipios, principalmente nas regibes da Zona da Mata e
Metropolitana do Recife (BARRETO et al, 2015). Historicamente esta doenca tem se
caracterizado em Pernambuco como uma endemia rural, sendo o principal
hospedeiro intermediario o Biomphalaria straminea (BARBOSA et al, 2014).

A migragdo de individuos infectados levou ao desenvolvimento da doenca
em locais como centros urbanos de cidades do interior e cidades costeiras do estado
de Pernambuco. Isto ocorreu em grande parte devido ao processo de ocupacédo
urbana desordenada nos arredores da cidade, o qual aliado a auséncia de
infraestrutura e de saneamento levou a manutencdo de fontes de transmissao
peridomésticas (GOMES et al, 2016).

Na figura 3 podem ser observados locais em Recife onde foram

encontradas espécies do género B. straminea. Desse modo o conhecimento dos
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fatores intrinsecos a doenca, além das varidveis ambientais € importante para acdes

de prevencao e controle (SILVA, 2012).
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Figura 3: Distribuicdo geografica dos casos de Esquistossomose e dos criadouros de

Biomphalaria em Recife, 2012 (BARBOSA, 2013).

3.2 CICLO BIOLOGICO DO SCHISTOSOMA MANSONI

Ovos de S. mansoni presentes nas fezes ao alcancar ambientes aquaticos

eclodem quando submetidos a altas temperaturas e grande luminosidade, dando

origem a miracidios, os quais sao a forma ativa infectante do hospedeiro

intermediario. Esta forma apresenta grande capacidade de locomocdo devido a

presenca dos cilios, além de uma grande afinidade quimiotatica aos moluscos. Apos

a penetracdo dos miracidios nos caramujos, 0 parasito sofre um processo de

reproducdo assexuada, através da formacdo de esporocistos primarios e



24

secundérios (figura 4), os quais dardo origem a cercéria, sendo esta a forma
infectante do hospedeiro definitivo (OLIVEIRA et al, 2017; COLLEY et al, 2014).

e Esporocistos secundarios
}

| ,;4:”:\

Esporocisto primario

Esporocisto secundario

Figura 4: Reproducgéo assexuada nos moluscos do género Biomphalaria, com formacéo de

cercarias (Fonte: http://www.geocities.ws/ceueterra/schistosomamansoni.htm)

A cercéria por sua vez nada ativamente no ambiente aquatico onde acaba
penetrando através da pele integra de animais e seres humanos, sendo estes
ultimos os hospedeiros definitivos (COLLEY et al, 2014). A penetracdo se da por
atividade mecanica e pela liberacdo de enzimas proteoliticas (CAROD-ARTAL,
2008).

No processo de penetracdo a cercéria perde sua cauda, dando origem ao
esquistossébmulo, observado na figura 5. Os esquistossdmulos migram através da
circulacdo sanguinea e linfatica, sendo levados passivamente até atingirem o
coracao e posterioremente os pulmdes (EL RIDI et al, 2013). ApoOs a penetracdo da
cercaria na pele humana, os esquistossomulos demoram de 5 a 7 semanas até

tornarem-se vermes adultos capazes de liberar ovos (SANCHEZ et al, 2017).

p ,/_'., a7
e
- L)

Qf"k,
> 2

Figura 5: Corte histoldgico da pele. EsquistossdOmulo é identificado (seta) proximo ao vaso
sanguineo apds 72 h de infecgdo. Corte corado com H&E, aumento 100x. (Fonte:

http://www.ufjf.br/labproteinas/material-de-apoio/esquistossomose/ciclo-biologico/).

Os esquistossémulos permanecem no interior dos capilares pulmonares de 3

a 16 dias, onde apds esse periodo acabam se deslocando para o coracdo e


http://www.ufjf.br/labproteinas/material-de-apoio/esquistossomose/ciclo-biologico/
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consequentemente para a circulagdo sistémica. Ao alcancarem o figado, passam a
alimentar-se e reproduzir-se continuamente. Apés atingirem a maturidade, 28 a 35
dias pés-infeccdo, os vermes adultos entdo migram acasalados para 0S vasos
portais mesentéricos onde passardo a liberar grandes quantidades de ovos
diariamente. Os ovos, ao atravessarem as veias sanguineas e cairem na luz
intestinal, acabam sendo liberados juntamente com as fezes do individuo podendo
reiniciar o ciclo (figura 6) (EL RIDI et al, 2013).

Larvas migram

ara o coragdoe
p ¢ Larvas maduras

em seguida '
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sistémica
Larvas migram "
B¢ Maturacdo dos
para pulmdses
. vermes e
através da
. o acasalamento
circulacdo venosa
Vermes migram
Cercérias tornam- para veias
se mesentéricas e
esquistossémulos comecam a

ovipor

Ovos serdo
excretados ou
retidos no tecido

Cercarias
penetram na pele

Figura 6: Ciclo bioldgico de vermes do Schistosoma mansoni (Elaboragéo propria).

3.3 PATOGENIA

A resposta imune desencadeada pela presenca da infeccdo por
Schistosoma mansoni tem sido uma importante area de investigacdo, uma vez que
tem possibilitado compreender o desenvolvimento da patologia da esquistossomose
(CORREA-OLIVEIRA et al, 2000).
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Antigenos solUveis provenientes dos ovos sdo capazes de dar origem a
formacdo de reagBes granulomatosas envolvendo células T, macrofagos e
eosinofilos, os quais levam a uma série de sintomas e posteriormente a
complicacBes. Os sinais e sintomas dependerdo da quantidade e localizacdo dos
ovos, além de fatores relacionados ao préprio hospedeiro como idade, sexo, fatores
genéticos e resposta imune (SHAKER et al, 2014; PEREIRA et al, 2010).

A fase aguda é caracterizada por sintomas como febre, dor abdominal,
perda de peso, eosinofilia, cefaléia, anorexia e com menor frequéncia diarreia,
nauseas, vomitos e tosse seca, podendo durar um total de 2 a 10 semanas apdés a
infecgdo (BECK et al, 2008; PORDEUS et al, 2008; CHEN et al, 2015). Por outro
lado, a dermatite cercariana também pode estar presente nesta fase, ocorrendo
apos a penetracdo das cercarias no hospedeiro. Seus sintomas sdo caracterizados
por erupgdo papular, eritema, edema e prurido, que podem durar até cinco dias apés
a infeccdo (PORDEUS et al, 2008).

Em individuos que néo foram tratados na fase aguda, a doenca pode evoluir
para a fase cronica, com sinais de progressdo para diversos 0rgdos e com niveis
extremos de gravidade (BRASIL, 2007). A esquistossomose mansonica comeca a se
cronificar a partir dos 6 meses apoés a infec¢do, podendo evoluir por muitos anos e
acabar apresentando a forma intestinal ou hepatoesplénica (PORDEUS et al, 2008).

Na esquistossomose crbnica intestinal, os ovos que ndo foram eliminados
acabam sendo depositados nos tecidos levando a formacao do granuloma, que por
sua vez pode provocar colite esquistossomética aguda e posteriormente crénica,
além da formacdo de polipos intestinais. Manifestagbes clinicas incluem: dor
abdominal intermitente, presenca de sangue nas fezes, anemia por deficiéncia de
ferro e eosinofilia (COLLEY et al, 2014).

A esquistossomose hepatoesplénica por sua vez estd associada com a
resposta imune do hospedeiro (OLVEDA et al, 2014). A principio, os antigenos
provenientes dos ovos induzem a producao de citocinas inflamatorias (IL-1 e TNF-a)
a partir de células epiteliais e macrofagos, formando uma reacédo inflamatoria
granulomatosa macréfago-dependente (OLIVEIRA et al, 2017).

Em nivel sistémico forma-se primeiramente uma resposta imune Thl,
frequentemente observada na fase aguda da doencga, havendo a continua producéo
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e citocinas como IL-1 e IL-6. Com o passar

do tempo, os antigenos originarios dos ovos provocardo uma forte resposta
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imunoldgica Th2, caracteristica da forma crénica persistente, a qual substituird a
resposta Thl levando a formagdo de granulomas. A principal citocina responséavel
pela fibrose na resposta Th2 é a IL-13, enquanto mediadores como IL-12, TNF-q,
NO e Interferon gama (INF-y) sdo responsaveis pela prevencdo da producéo
excessiva de IL-13 (OLIVEIRA et al, 2017; SANTIAGO et al, 2014).

Por outro lado citocinas induzidas pela presenca do parasito, como o IFN-y,
TNF-a e IL-1B, podem estimular a expressdo da enzima Oxido Nitrico Sintase
induzivel (INOS) em hospedeiros infectados. A atividade desta enzima resulta em
prolongada producdo de altos niveis de Oxido nitrico (NO) (BRUNET, 2001). A
importancia do Oxido Nitrico estd no seu efeito antiparasitario, o qual é exercido
através da modificacdo quimica da cisteina protease, um alvo molecular responsavel
por varios aspectos do ciclo de vida do parasito e da relacdo hospedeiro-parasito
(ASCENZI et al, 2003).

Os sintomas gerais da doenca crbnica incluem: diarreia cronica, dor
abdominal, hepatomegalia e esplenomegalia. Aspectos clinicos caracteristicos
incluem: febre alta, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, eosinofilia e disenteria
(Figura 7) (CHEN et al, 2015).

Figura 7: Paciente de 12 anos antes e ap6s esplenectomia (OLVEDA et al, 2014).

Ao mesmo tempo os ovos do parasito que ndo foram eliminados podem
acabar se disseminando no figado e intestino, onde sdo capazes de obstruir veias
capilares pré-sinusoidais. Nos espacos perisinusoidais do figado, ha
desenvolvimento de inflamacdo e formacdo de granulomas periovulares, além de

les&o tecidual. Desse modo, um desequilibrio entre cicatrizacdo e regeneragdo pode
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acabar provocando um acumulo de matriz extracelular rica em colageno, levando a

formacao da fibrose hepética (Figura 8) (MASI et al, 2015).

Figura 8: Esquistossomose hepatica. Figado com fibrose periportal (Fonte:

http://anatpat.unicamp.br/pecasdc13.html)

Ao longo do tempo, estudos clinicos relacionados com a taxa de morbidade
resultante da esquistossomose apenas focaram em formas avancadas de
complicacbes da doenca como a hepatoesplenomegalia, fibrose periportal,
hipertensdo portal e dor abdominal. No entanto, as morbidades sistémicas
associadas a problemas como anemia, desnutricdo, diarréia, diminuicdo do
crescimento e da cognicdo, também tém se destacado por serem resultantes da

infeccdo por esquistossomose (ANDRADE et al, 2017).

3.4 TRATAMENTO

De acordo com Coelho e colaboradores (1988), a droga ideal contra o
Schistosoma mansoni seria aquela que apresentasse auséncia de efeitos colaterais
ou toxicidade no ser humano, alta seletividade contra o Schistosoma, eficiéncia em
dose Unica, capacidade de ser ativa contra todos os estagios do parasito no
hospedeiro humano e baixo custo. No entanto, o tratamento medicamentoso da
esquistossomose sempre foi limitado pela dificuldade em se descobrir
guimioterapicos que exibissem essas caracteristicas (SILVA et al, 2012).

A terapéutica contra a esquistossomose mansoOnica iniciou-se nos anos
1920, onde foram utilizados varios compostos antimoniais como o tartarato de

potassio e antimonio, tartarato emético, o dimercaptosuccinato de sédio e antimdnio
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e o di-(pirocatecol-2,4-dissulfonato) de sédio e antimdnio, conhecido como
Estibofeno (SILVA et al, 2012).

Nos anos 1960 e 1970, houve tentativas de introduzir novos compostos
antimoniais como o Astiban®, mas estes ndo foram aprovados em ensaios clinicos
iniciais e consequentemente ndo se tornaram comercialmente disponiveis. A
tentativa de introduzir a Glucosamina no mercado também néo foi bem sucedida,
visto que a mesma ndo possuia boa eficidcia contra a esquistossomose (KATZ &
COELHO, 2008).

Entre os anos 1940 e 1945, varios medicamentos foram descobertos. A
Lucantona (Miracil D) (Figura 9) foi descoberta na Bayer por cientistas alemaes, e
apesar da vantagem de ser o primeiro farmaco esquistossomicida a ser administrado
oralmente, foi excluido do mercado por apresentar efeitos colaterais (KATZ &
COELHO, 2008). Outro farmaco denominado Hicantona (Etrenol®) (figura 9), foi
retirado do mercado devido a formacéo de lesGes no figado de pacientes, as quais
estariam associadas a sua utilizacdo (KATZ & COELHO, 2008). Por fim o Niridazol
(Ambilhar®) foi utilizado na terapéutica (figura 9), e apesar de provocar efeitos
colaterais toleraveis em curto prazo, descobriu-se que era capaz de causar

convulsdes e alucina¢des em longo prazo (KATZ & COELHO, 2008).
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Figura 9: Estrutura dos medicamentos Lucantona, Hicantona e Niridazol.

Nos anos 1970, o Brasil estabeleceu um Programa de Controle Nacional da

Esquistossomose (PCE), liderado pelo Ministério da Saude. No inicio do Programa a
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estratégia seria o controle da morbidade através da utilizagdo da nova droga
esquistossomicida denominada Oxamniquina (figura 10) (SCHOLTE et al, 2014).

H
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Figura 10: Oxamniquina

A Oxamniquina é um derivado quinolinico (2-aminometil-tetrahidro-
quinolina), o qual é efetivo apenas contra as infec¢des provocadas pelo Schistosoma
mansoni (BARSOUM et al, 2013). E ativa contra as formas intestinal e
hepatoesplénica da infec¢do e foi langada no Brasil pelos laboratorios Pfizer® sob o
nome de Mansil®, para as formas farmacéuticas capsulas e suspensao (SILVA et al,
2012).

Até 2003 mais de 12 milhdes de tratamentos com Oxamniquina foram
realizados. Desse modo o PCE obteve sucesso em reduzir a prevaléncia da
esquistossomose, incluindo o numero de casos de hepatoesplenomegalia. No
entanto a utilizacdo da Oxamniquina ndo foi capaz de prevenir novos surtos da
doenca (SCHOLTE et al, 2014). Além disso, foram reportados casos de resisténcia,
onde vermes adultos eram capazes de sobreviver a doses de Oxamniquina cerca de
1.000 vezes maiores do que a dose efetiva (ABDUL-GHANI et al, 2009).

3.5 HISTORICO E RESISTENCIA AO PRAZIQUANTEL (PZQ)

Por volta de 1975, uma grande variedade de compostos foi utilizada contra a
esquistossomose mansoénica, apesar da presenca de efeitos colaterais. Porém no
fim da década de 70 e inicio da década de 80 o Praziquantel passou a substituir o
medicamento Oxamniquine no tratamento de infec¢cdes por S. mansoni. Desse
modo, o Praziquantel € um derivado pirazinoisoquinolinico utilizado contra infec¢des
helminticas ha mais de 40 anos (BERGQUIST et al, 2017).

Desenvolvido por Merck & Bayer em 1970 na Alemanha, atualmente o
Praziquantel é a Gnica forma de tratamento largamente disponivel tanto na Africa
quanto nas Ameéricas (SAVIOLI et al, 2017; FREZZA et al, 2013). Este farmaco

possui seguranca e baixo custo, além de uma atividade de amplo espectro,
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caracteristicas que tornaram o PZQ a droga de escolha para o tratamento da
esquistossomose (FAKAHANY et al, 2014). Sua estrutura quimica pode ser

observada na figura 11.

Figura 11: Praziquantel

A acao anti-helmintica do Praziquantel deve-se provavelmente a inibicdo da
bomba Na'-K* dos vermes, aumentando a permeabilidade da membrana do
helminto a alguns cations monovalentes e divalentes, especialmente ao calcio,
levando assim a uma intensa atividade muscular, seguida por contracdo e paralisia
espastica. Desse modo, o0s vermes acabam se separando dos tecidos do
hospedeiro, sendo entdo deslocados das veias mesentéricas para o figado. No caso
dos helmintos intestinais, estes sédo rapidamente expelidos (SILVA et al, 2012).

Com relacao a eficacia, ao analisarmos o padrédo de excrecédo de ovos apds
tratamento com o PZQ na dose de 40 mg/kg, os resultados mostram que ha 60% a
90% de cura (auséncia de ovos nas fezes), além de uma média de 80% a 95% de
reducdo no numero de ovos excretados em pacientes onde ndo houve cura. Com
relacdo a questbes de seguranca, o PZQ pode ser considerado a droga
antihelmintica mais segura, podendo ser inclusive administrado a pacientes
gravidas, uma vez que nesse caso 0s beneficios superariam os riscos (CIOLI et al,
2014).

Por outro lado, apesar do Praziquantel ser efetivo contra todas as espécies
de Schistosoma, 0 mesmo se apresenta ineficaz contra formas imaturas dos vermes.
Por ndo serem eliminadas através do tratamento, as formas jovens acabam
tornando-se maduras, dando inicio a liberacdo de ovos (SANCHEZ et al, 2017).
Além disso, relatos de cepas resistentes tém preocupado as Organiza¢des Mundiais
de Saude (NEVES et al, 2011).
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Por outro lado o PZQ n&o previne a reinfeccdo, o que traz como
consequéncia a necessidade de tratamentos sucessivos em &reas endémicas
(PEREIRA et al, 2015). Isso ocorre porque a administracdo do PZQ é normalmente
limitada a uma Unica dose por ano, desse modo os pacientes tratados poderao ser
rapidamente reinfectados devido a exposicdo continua e inevitdvel ao parasito
(SANCHEZ et al, 2017).

A resisténcia ao PZQ esta emergindo em diversas areas, ao passo em que
nao existem outros medicamentos esquistossomicidas com eficacia comparavel. Por
ser uma infeccdo com potencial risco de vida, além de apresentar manifestacdes
graves no sistema hepatoesplénico e no trato gastrointestinal, ha necessidade de
desenvolvimento de novas drogas alternativas para o tratamento da
esquistossomose (LORSUWANNARAT et al, 2013).

Apesar de existirem muitas pesquisas envolvendo antigenos dos vermes,
ainda ndo existem vacinas contra a esquistossomose. Desse modo, a quimioterapia
ainda € a unica forma de controle desta doenca (KHAN et al, 2016; SANCHEZ et al,
2017; AIRES et al, 2014; NAWARATNA et al, 2015).

3.6 NOVOS ALVOS BIOLOGICOS NO TRATAMENTO DA
ESQUISTOSSOMOSE

3.6.1 Via de Sintese das Purinas

A Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) € uma enzima da via de salvamento
das Purinas capaz de catalisar a quebra da ligacéo glicosidica de ribonucleosideos e
desoxirribonucleosideos na presenca de ortofosfatos inorganicos (Pi), gerando a
correspondente base de purina e ribose (MORAES et al, 2013). Esta enzima tem
sido considerada um alvo primario na intervengdo quimioterapica desde 1975, o que
estimulou o desenvolvimento de estudos envolvendo inibidores da PNP como
potenciais agentes terapéuticos (PEREIRA et al, 2005).

A PNP tem sido estudada como alvo para o tratamento de varios tipos de
cancer, aléem de doencas cronicas e autoimunes. Porém mais recentemente, a PNP
tem sido alvo de pesquisas no tratamento de doencas infecciosas parasitarias como
Malaria e Esquistossomose (CASTILHO et al, 2010).
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Foi demonstrado que ao contrario dos seus hospedeiros mamiferos, o
Schistosoma mansoni ndo € capaz de sintetizar nucleosideos de purina através da
via de novo, dependendo exclusivamente da via de salvamento para suprir suas
necessidades de purinas. Desse modo, 0 componente enzimatico da via das Purinas
poderia representar um alvo em potencial para novas drogas esquistossomicidas,
uma vez que a utilizagdo de inibidores seletivos da PNP causaria esgotamento das
reservas de purinas levando a morte do parasito (ANGELUCCI et al, 2011,
SILVEIRA et al, 2004).

3.6.2 Tiorredoxina Glutationa Redutase

Os vermes adultos de Schistosoma mansoni vivem em um ambiente
aerdbico, sendo expostos continuamente ao stress oxidativo nas veias do seu
hospedeiro final devido a presenca de espécies reativas do oxigénio (ROS). No
entanto, antioxidantes produzidos pelo parasito podem ajudar a remover as ROS,
aumentando o tempo de sobrevivéncia dos vermes na circulacdo sanguinea (HAN et
al, 2014).

Estudos demonstraram que existem diferengas significativas entre o
mecanismo redox desses parasitos e seus hospedeiros humanos, sendo as defesas
contra o stress oxidativo do Schistosoma mansoni bem menores comparados as
defesas de seres humanos (LI et al, 2015).

Nos organismos eucariotas existem duas vias redox: Glutarredoxina (Grx) e
Tiorredoxina (Trx). A Tiorredoxina Glutationa Redutase (TGR) é uma oxirredutase a
qual exibe especificidade para ambos os sistemas redox, devido a fusdo entre os
dominios da Glutarredoxina (Grx) e Tiorredoxina redutase (Trx) (SHARMA et al,
20009).

Uma enzima similar foi encontrada no Schistosoma mansoni, a SmTGR. O
sistema antioxidante do Schistosoma n&o dispbe das enzimas Tiorredoxina
Redutase (TR) e Glutationa Redutase (GR), funcionais no hospedeiro humano,
sendo essas enzimas completamente susbtituidas pela SmTGR. Esta peculiaridade
revelou que a SmMTGR podera constituir portanto um importante alvo para drogas

utilizadas no tratamento da esquistossomose (SHARMA et al, 2009).
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3.6.3 Proteinas quinases

Proteinas quinases (PKAs) sdo enzimas transdutoras de sinais que
poderiam ser utilizadas como alvos terapéuticos na descoberta de novas drogas
esquistossomicidas, uma vez que estudos demonstraram que inibidores das PKAs
apresentaram aplicagfes antiparasitarias (SWIERCZEWSKI & DAVIES, 2010).

As proteinas quinases dependentes do AMP. (PKAs) sdo as maiores
mediadoras da sinalizacdo do AMP. em organismos eucarioticos, além de possuir
um papel central em processos bioldgicos. Em um experimento, a perda da PKA
influenciou negativamente a producédo de ovos, além de ter sido letal para os vermes
adultos in vitro, enquanto a ativacao da PKA estimulou o movimento neuromuscular
(DOERIG & GREVELDING, 2015; SWIERCZEWSKI & DAVIES, 2010).

Por outro lado, entre as proteinas quinases citoplasmaticas bem
caracterizadas no Schistosoma mansoni esta a quinase “polo-like” SmPIk1. A
Dihidropteridinona (BI2536), originalmente uma droga antineoplasica em humanos,
demonstrou ser um inibidor potente e seletivo da Plkl provocando profundas
alteracbes nas gonadas do parasito, incluindo a reducdo de gametas imaturos
(oogonia e espermatogonia) e uma diminuicdo do numero de espermatozoéides
totalmente diferenciados in vitro (DOERIG & GREVELDING, 2015).

7

Long e colaboradores (2010) também demonstraram que a SmPIkK1 é
abundantemente expressa nas células germinadas e vitelinas de vermes adultos,
além de serem capazes de iniciar e regular a transicdo G2/M do ciclo celular. Como
a inibicdo de SmPIk1 é capaz de alterar morfologicamente os 6rgaos reprodutores
do Schistosoma mansoni, essa proteina quinase passa a possuir uma grande

importancia como novo alvo biolégico para drogas esquistossomicidas.
3.6.4 Sistema Neuromuscular

Uma area que tem sido especialmente produtiva na busca de novos alvos
terapéuticos é o sistema nervoso do Schistosoma mansoni, uma vez que este é

responsavel por uma variedade de processos que Sao essenciais para a
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sobrevivéncia do parasito, como: migracdo, adesdo, alimentacdo e reproducéo
(MACDONALD et al, 2015).

Os circuitos neuronais que controlam a funcdo muscular e 0 movimento séo
de particular interesse como alvo biolégico de novas drogas esquistossomicidas,
uma vez que os vermes utilizam seu sistema neuromuscular para o controle dos
musculos de ventosas, do musculo de revestimento das visceras, incluindo os tratos
digestivo, reprodutivo e excretor, além da cépula entre machos e fémeas. Por
constituirem atividades essenciais a sobrevivéncia dos parasitos, uma droga capaz
de inibir uma ou vérias dessas atividades interferiria com o ciclo de vida normal do
verme, e eventualmente causaria a eliminagéo do parasito do organismo hospedeiro
(RIBEIRO & PATOCKA, 2013).

Estudos envolvendo o sistema colinérgico como alvo antihelmintico tém sido
realizados com sucesso, havendo o estabelecimento de uma relagdo causal entre a
ativacdo de receptores nicotinicos em fibras musculares de S. mansoni e a paralisia
flacida causada pela AChE em vermes. Drogas antinematddeas comuns como
Levamisol, Pirantel e Monepantel, além da droga esquistossomicida Metrifonato
mostraram ser capazes de interromper a sinalizacdo neuromuscular através da
interagdo com proteinas pertencentes ao sistema colinérgico dos vermes
(MACDONALD et al, 2014).

Pesquisas anteriores demonstraram que a esquistossomose poderia ser
tratada com a droga Metrifonato, uma vez que esta seria capaz de interromper o
sistema colinérgico e a sinalizacdo neuromuscular interagindo com a
Acetilcolinesterase (AChE) do Schistosoma mansoni. No entanto, o Metrifonato foi
retirado do mercado devido a niveis de toxicidade inaceitaveis ao hospedeiro, além
da ocorréncia de variacdo da sua eficacia contra diferentes espécies de
Schistosoma (YOU et al, 2016). Apesar disso, a AChE do Schistosoma mansoni é
considerada uma proteina funcional que pode ser util para propositos de diagndstico,

desenvolvimento de vacinas e design de novas drogas (ARNON et al, 1999).
3.6.5 DNA Topoisomerase

Em todas as células, a DNA topoisomerase tem um papel central na

transcricdo, replicacdo e reparo do DNA, além de divisdo celular em geral. A
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obrigatoriedade da presenca de topoisomerases para o funcionamento celular tem
sido explorada para o tratamento de infecgcbes bacterianas e cancer. As
topoisomerases sdo amplamente classificadas como tipo | ou tipo Il baseando-se no
seu modo de acdo no DNA (MUDEPPA et al, 2015).

Uma estratégia utilizada para determinar o valor terapéutico de genes em
parasitos, particularmente helmintos, € a interferéncia no RNA (MACDONALD et al,
2014). Compostos acridinicos possuem a capacidade de se intercalar a moléculas
de DNA e inibir as enzimas topoisomerases | e Il responsaveis pelo processo de
replicacdo celular (YANG et al., 2006). A acridina (10-2-(dietilamino)etil-9-
acridanona(2-tiazolin-2-il)hidrazona) (Figura 12), apresentou efeito
esquistossomicida em camundongos infectados com S. mansoni, causando uma
diminuicdo do teor de proteinas devido a reducdo da quantidade de RNAm no
parasito. Esses acontecimentos acabaram levando a morte dos parasitos (COELHO
et al, 1995; ESHETE & BENNETT, 1990).

Figura 12: 9-acridanona-hidrazona.

Desse modo a DNA topoisomerase também pode contribuir como um

possivel alvo bioldgico para drogas esquistossomicidas (ABDUL-GHANI et al, 2009).
3.6.6 Cisteina Proteases

As cisteina proteases estdo entre 0s alvos bioldégicos mais estudados e
explorados em doencas parasitarias, uma vez que possuem um papel essencial na
nutricdo do parasito, ha evasdo imunolégica, na invasdo dos tecidos do hospedeiro,
e na metaciclogénese. Moléculas de tiossemicarbazonas e derivados heterociclicos
contendo um nucleo tiaz6l demonstraram inibir cisteina proteases, levando a

obtencéo de resultados promissores (FONSECA et al, 2015).
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Os vermes adultos de S. mansoni expressam diferentes classes de cisteina
peptidases. A Catepsina B1 do Schistosoma mansoni (SmCB1), um membro das
cisteina peptidases lisossdomicas da superfamilia Papaina, é expressa em altos
niveis no ceco e protonefridia de cercarias. A expressdo aumenta no intestino do
parasito logo apos a penetracdo na pele e transformacdo em esquistossémulo,
correspondendo ao periodo de inicio da alimentacdo do sangue do hospedeiro (EL
RIDI et al, 2013; JILKOVA et al, 2014).

Dado seu papel central na biologia do Schistosoma mansoni, ha um grande
interesse na utilizagdo das cisteina proteases tanto como candidatas a vacinas na
profilaxia da doenga, quanto como potencial alvo terapéutico no tratamento da

esquistossomose (EL RIDI et al, 2013).

3.6.7 Canais de Calcio

Varios estudos tém demonstrado que os canais de Ca*? regulados por
voltagem sdo candidatos a alvos terapéuticos na quimioterapia contra a
esquistossomose, uma vez que possuem um papel critico na regulacdo do Ca*?
intracelular, além de serem essenciais para uma variedade de eventos celulares do
parasito, incluindo contracdo, expressdo de genes e liberagdo de
neurotransmissores (SILVA-MORAES et al, 2013).

O possivel envolvimento dos canais de Ca*? na atividade esquistossomicida
pode ser observado quando, apds exposicdo ao Praziguantel, o Schistosoma
mansoni recebe um grande influxo de Ca*? levando a uma contracdo muscular
intensa e constante, além de rompimento do tegumento do parasito e morte (SILVA-
MORAES et al, 2013).

A contracdo muscular do Schistosoma mansoni é essencial para a
sobrevivéncia do verme. Existe evidéncia de que os canais de célcio regulados por
voltagem apresentam um papel fundamental na funcdo muscular somética em
vermes de S. mansoni e em outros parasitos (MENDONCA-SILVA et al, 2006).

Desse modo, a modulagdo farmacologica ou genética da atividade dos
canais de Ca*? na membrana plasmatica ou nas organelas intracelulares devera
possuir um profundo impacto na funcdo celular e na sobrevivéncia de parasitos

como o Schistosoma mansoni. Isso sugere que os canais de Ca" podem
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representar novos alvos terapéuticos no tratamento contra a esquistossomose
(PROLE & TAYLOR, 2011).

3.6.8 PPAR-y

Os receptores proliferadores ativados do peroxissoma (PPARs) sdao uma
familia de fatores de transcricdo nuclear ativados por ligantes, membros da
superfamilia de receptores hormonais nucleares. Existem trés subtipos de PPAR
identificados, sendo eles PPAR-a, PPAR- e PPAR-y, no entanto apenas o PPAR-y
esta expresso nas células estreladas hepéticas humanas (CEH), contribuindo para o
processo de fibrogénese no figado (CHEN et al, 2008).

A fibrose periportal € considerada uma grave consequéncia da infeccédo pela
esquistossomose, e envolve a remodelagcédo da matriz extracelular e a deposicao de
colageno, especialmente pelas células estreladas hepéticas. Harza e colaboradores
(2004) demonstraram que a deplecdo do PPAR-y estava associada com a ativacao
das CEH, enquanto que o aumento da expressdo do PPAR-y estava relacionado
com a inibicdo das CEH. Ao mesmo tempo foi descoberto que os receptores PPAR-y
possuiam atividade anti-proliferativa e anti-fibrotica em CEH ativadas, bem como
eram capazes de induzir a apoptose das CEH (ATTIA et al, 2013).

De acordo com Oliveira e colaboradores (2015) as tiazolidinas (TZDs) séo
agonistas do receptor gama proliferador ativado do peroxissoma (PPAR-y) e estao
envolvidas na reducdo da fibrose hepatica em individuos acometidos pela fase
cronica da esquistossomose mansobnica. Desse modo, o PPAR-y é um alvo
terapéutico de extrema importancia, uma vez que pode controlar complicacdes

provenientes da esquistossomose.

3.7 PERSPECTIVAS DE NOVOS FARMACOS

O composto K11777 (figura 13), um inibidor da cisteina protease, apresentou
uma potente atividade esquistossomicida capaz de promover a cura parasitologica e
de retardar as complicacdes relacionadas com a deposi¢cdo de ovos nos 6rgaos do
hospedeiro, quando administrada no inicio da infeccdo. Por outro lado quando

administrada durante a infeccdo, foi capaz de reduzir significativamente tanto a
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carga parasitaria quanto os processos patoldgicos associados a doenca (ABDULLA

et al, 2007).
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Figura 13: Estrutura quimica da vinil sufona K11777 (N-metil-piperazina ureia-fenilalanil-

homofenilalanil vinil sulfona-fenil).

Xiao e colaboradores (2007) demonstraram que varios derivados trioxolanos
que possuiam o grupo farmacoférico endoperéxido da Artemisina, apresentaram
atividade contras as formas jovens e adultas do Schistosoma mansoni e do
Schistosoma japonicum em hamsters, algo vantajoso em relacdo a Artemisina, uma
vez que esta tem limitacOes terapéuticas. Foi observada uma reducédo de 80% da
carga parasitaria em hamsters ap0s a administracdo do OZ78. Os autores também
demonstraram que o OZ78 possuia uma biodisponibilidade oral bem maior (74%) do
que a observada apds a administracdo da Artemisina (1,4%) em ratos (Figura 14).
Desse modo os trioxolanos podem ser especialmente vantajosos em areas onde a

Malaria e a Esquistossomose sdo coendémicas.
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Artemisina 1,2,4-trioxolano (OZ78)

Figura 14: Comparac¢ao entre a estrutura da Artemisina e do OZ78.

Sayed e colaboradores (2008) identificaram o oxadiazol 4-fenil-1,2,5-
oxadiazol-carbonitrila-2-6xido (figura 15) como um composto eficaz na quimioterapia
contra a esquistossomose. Sua atividade depende da doag&o do Oxido Nitrico (NO),

0 que levaria a inibicdo da atividade da tioredoxina-glutationa redutase (TGR) no
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parasito. Além disso, 0s autores observaram que este composto apresentou baixa
citotoxicidade, alta bioatividade e tolerancia durante os experimentos, tornando-se

um composto um potencial candidato a nova droga esquistossomicida.

CN

Figura 15; Estrutura do 4-fenil-1,2,5-oxadiazol-carbonitrila-2-6xido

Hoffman-La Roche desenvolveram o R015-5458, um derivado do grupo
quimico  9-acridino-hidrazona, o0 qual demonstrou possuir  atividade
esquistossomicida a baixas doses, além de baixos titulos de anticorpos contra 0s
ovos do parasito. Além disso, o Ro015-5458 também foi ativo contra
esquistossdmulos em camundongos infectados, sendo esta a sua vantagem em
relacdo ao Praziquantel (ABDUL-GHANI et al, 2009).

Pesquisas demonstraram que outro derivado denominado Ro 11-3128 é
altamente eficaz contra o S.mansoni, possuindo eficacia similar ao Niridazol,
Hicantone e Oxamniquine. Além disso, em baixas concentracbes o Ro 11-3128 é
capaz de produzir paralisia espastica de machos adultos de Schistosoma mansoni,
similarmente ao que acontece no mecanismo de acdo do Praziquantel (ABDUL-
GHANI et al, 2009).

Neves e colaboradores (2011) demonstraram que o derivado 1-benzil-4-[(4-
cloro-fenil)-hidrazone]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona  (LPSF/PT-05) foi capaz de
apresentar atividade esquistossomicida in vitro significativa, causando 100% de
mortalidade em um periodo de 24 horas (Figura 16). Além disso, estes derivados

foram capazes de produzir alteracdes ultraestruturais nos vermes.

Cl

Figura 16: Estrutura quimica do LPSF/PT-05
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Silva e colaboradores (2012) relataram que o 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ-04) apresentou importante atividade
esquistossomicida in vitro (Figura 17). O protétipo utilizado na construcdo da
estrutura quimica do LPF/FZ-04 foi o Niridazol, um medicamento utilizado
anteriormente na quimioterapia da esquistossomose. A desvantagem do LPSF/FZ-
04 consiste em uma baixa taxa de dissolugao e baixa solubilidade aquosa, o que faz

com que haja dificuldade na sua absorcéo e reprodutibilidade em ensaios bioldgicos.

NO,

Figura 17: Estrutura do LPSF/FZ-04

Mais recentemente, a droga antimalarica Mefloquina (Mef) (figura 18)
apresentou atividades tanto in vitro quanto in vivo contra a maioria das espécies de
Schistosoma. Além de possuir efeitos esquistossomicidas e ovicidas, a Mefloquina
também possui atividade antioxidante no hospedeiro. O efeito antioxidante pode ser
explicado pela estimulacdo de enzimas antioxidantes ou pela inibicdo da
peroxidacao lipidica no parasito (FAHMY et al, 2014).
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Figura 18: Mefloquina

Desse modo a Mefloquina possui duas vantagens em relagcdo ao

Praziquantel. A primeira vantagem trata-se de uma reducéo significativa da carga
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parasitaria, além de alteragbes do tegumento tanto em formas jovens quanto adultas
do Schistosoma mansoni. A segunda vantagem diz respeito ao fato de que a Malaria
e a Esquistossomose coexistem em diversas regifes tropicais e subtropicais da
Africa, desse modo a Mefloquina poderia ser utilizada no tratamento de ambas as
doencas (FAKAHANY et al, 2014).

Gold e colaboradores (2017) realizaram um estudo envolvendo a
Artemisona, a qual é superior em relagdo aos derivados da Artemisinina com relagédo
a caracteristicas farmacocinéticas e baixa toxicidade. A Artemisona foi administrada
em testes in vitro e in vivo na forma de polimeros para permitir uma liberacao lenta
do farmaco. Os resultados demonstraram alta atividade esquistossomicida, com
73,1% e 95,9% de reducdo na quantidade de vermes na fase jovem e adulta,
respectivamente. A grande importancia da Artemisona neste contexto consistiu no
tratamento de hospedeiros infectados com vermes jovens, antes mesmo da
deposicdo de ovos, a qual estd associada a inducdo de respostas imunoldgicas

prejudiciais.

3.8 NUCLEOS MOLECULARES UTILIZADOS NA FORMACAO DE NOVOS
DERIVADOS BENZODIOXOIS (LQIT/NW)

3.8.1 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (figura 19) sdo compostos de grande interesse
devido a suas propriedades quimicas e atividades biolégicas. Segundo a
nomenclatura da IUPAC, sdo obtidas normalmente através da condensacdo de um
aldeido ou cetona com uma tiossemicarbazida, e sdo nomeadas adicionando-se 0
nome da classe “tiossemicarbazona” apds o nome do respectivo aldeido ou cetona
condensado (KHANDANI et al, 2013).
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Figura 19: Estrutura basica da tiossemicarbazona.

Essa molécula apresenta como caracteristica principal sua versatilidade de
obtencéo, assim como sua ampla aplicacdo como intermediario de muitos nucleos
importantes. Além disso, apresenta baixo custo de sintese e grande economia de
atomos, uma vez que com excecao da agua que é liberada na sua sintese, todos os
outros atomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final
(TENORIO et al, 2005; CASTINEIRAS et al, 2014).

As tiossemicarbazonas constituem um grupo de ligantes de grande interesse
devido ao seu carater doador e ao seu comportamento de coordenacgdo. Estes
compostos tornaram-se objeto de intensa pesquisa desde a descoberta de sua
atividade citotoxica contra células cancerigenas, além de seus efeitos
bacteriostaticos. As propriedades biolégicas das tiossemicarbazonas sao
frequentemente elevadas pela coordenacdo com metais iGnicos aumentando, por
exemplo, a lipofilicidade (KHANDANI et al, 2013).

Os beneficios biologicos dessa classe de complexos incluem atividade
antibacteriana, antimalérica, antiviral, além de antitumoral. Com relacdo a atividade
antitumoral, revelou-se que as tiossemicarbazonas seriam potentes agentes
antineoplasicos capazes de inibir a enzima Topoisomerase Il (QIN et al, 2012;
BABAHAN et al, 2014). Além disso, Akgemci e colaboradores (2015) relataram que
as tiossemicarbazonas também possuem atividade anti-tuberculosa, anti-HIV, anti-
tripanossoma, anti-amebiana e anti-convulsivante (BERALDO & GAMBINI et al,
2004).

Como falado anteriormente, as atividades biolégicas das tiossemicarbazonas
estdo relacionadas com a interacdo com metais i6nicos. No entanto, uma série de
mecanismos de acao ja foram identificados, incluindo a inibicdo da enzima
Ribonucleotideo Redutase (RNR), danos radicais dependentes de metais (espécies
reativas de oxigénio), ligacdo ao DNA, inibicdo da Topoisomerase Il, interrupcao do
funcionamento das mitocondrias, inibicdo da sintese de proteinas, e mais
recentemente inibicdo de proteinas multiresistentes a drogas (MOORTHY et al,
2013).

Entre os alvos biolégicos mais explorados para doencas negligenciadas,

estdo as cisteina proteases. Estas enzimas estdo relacionadas com a nutricdo do
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parasito, evasdo do sistema imune e invasdo das células do hospedeiro.
Greembaum e colaboradores sintetizaram e avaliaram uma grande colecdo de
tiossemicarbazonas com atividade antiparasitaria e inibidora da cisteina protease,

sendo seus resultados bastante promissores (FONSECA et al, 2015).

Além disso, Espindola e colaboradores (2015) realizaram testes com
analogos das tiossemicarbazonas, os quais foram capazes de inibir a Cruzaina, uma
protease pertencente a familia de cisteina proteases e que tem papel fundamental
na invaséao, diferenciacdo e proliferacdo de parasitos em células do hospedeiro.

3.8.2 Tiazolidinonas

Por diversas vezes tem sido provada a importancia dos heterociclicos,
principalmente no que se refere a sua utilidade na formacdo de medicamentos. Os
heterociclicos aromaticos nitrogenados de cinco membros contendo um ou mais
atomos de nitrogénio, pertencem a classe de substancias denominada de azol
(MELO, 2006).

O tiazol é formado por um anel de cinco membros, sendo que dois destes
séo heteroatomos (Figura 20) (SANTIAGO, 2014).

L

N

Figura 20: Tiazois - compostos contendo 3 carbonos, 1 &tomo de nitrogénio e 1 atomo de enxofre.

Os tiazois tém sido bastante estudados e constituem uma parte importante
de muitas moléculas biologicamente ativas. Ao longo dos anos foi notada a presenca
de varias atividades biologicas importantes dos derivados dos tiazois
(ZEVZIKOVIENE et al, 2012). Um exemplo disso é o seu analogo denominado 4-
tiazolidinona (figura 21), o qual possui uma carbonila na posi¢cdo quatro do anel
tiazol (SANTIAGO, 2014).
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Figura 21: Estrutura quimica da 4-tiazolidinona.

A sintese de compostos contendo o anel 4-tiazolidinona é frequentemente
descrita na literatura. No entanto ainda existem pesquisas no sentido de se
encontrar um meétodo simples, eficiente e de baixo custo para a obtencdo destes
compostos. Normalmente, as 4-tiazolidinonas séo obtidas com bons rendimentos
atravées de reacdes de ciclizagdo envolvendo acido-haloacético ou &cido a-
mercaptoacético (LIESEN et al, 2008).

As atividades biologicas das 4-tiazolidinonas e seus derivados tém sido
extensamente descritas na literatura, sendo elas anticonvulsivante, antituberculosa,
antifingica, anestésica, anti-HIV e antiinflamatéria (SINGH et al, 1981; BEHBEHANI
& IBRAHIM, 2012), anti-diabética, anti-arterosclerose (PERGAL et al., 2005), anti-
fibrética (KON et al., 2002), antiprotozoaria (LIESEN et al., 2008).

Santiago e colaboradores (2014) demonstraram que, dentro de um grupo de
10 moléculas, compostos 0s quais possuiam como nucleo o tiazol e ftalimida
provocaram uma significativa diminuicdo da motilidade, inibicdo do acasalamento e
da oviposicdo. Estes compostos também obtiveram um indice de mortalidade de
100% ap6s 144 h de exposicao e estimularam a producao de 6xido nitrico e do TNF-
a, indicando a presenca de atividade imunomodulatéria. O composto LpQM-45
(Figura 22) causou significativa alteracdo ultraestrutural, com destruicdo do

tegumento de vermes machos e fémeas
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Figura 22: Estrutura quimica do Ftalil-tiazol LpQM-45.



46

3.8.3 1,3-Benzodioxol (Safrol)

O safrol (Figura 23) é um alilbenzeno natural de distribuicdo ampla no reino
vegetal. E possivel encontra-lo em grandes quantidades em espécies das familias
Aristolochiaceae, Lauraceae e Piperaceae. Além disso, o safrol constitui o principal
componente do Oleo essencial de Sassafras albidum, uma Lauracea encontrada na
regido oriental dos Estados Unidos. No entanto, é possivel encontra-lo também em
outra espécie de Lauradcea denominada Ocotea pretiosa, a qual esta presente no
vale do rio Itajat-Acu, em Santa Catarina. O 6leo de Sassafras é produzido através
do arraste a vapor do tronco e lenho da Ocotea pretiosa, e o teor de safrol presente
neste caso é superior a 90% (COSTA, 2000).

I

Figura 23: Estrutural quimica do Safrol.

O piperonal (Figura 24), um derivado do safrol, possui uma distribuicdo mais
restrita e em menor quantidade no reino vegetal. No entanto, 0 mesmo pode ser
obtido em sintese organica através da isomerizacdo da dupla ligacdo do safrol,
seguida por uma reacado de oxidacdo. Desse modo, é possivel estabelecer que o

piperonal € um produto barato, accessivel e disponivel comercialmente (COSTA,

2000).
00

Figura 24: estrutura quimica do Piperonal.

O anel benzodioxol, o qual é um bioisostero do benzodiazol, é estudado
devido as suas atividades antitumoral, antibacteriana, antifingica, antiparasitaria,
antimalarica e antioxidante. Além disso, derivados do benzodioxol também séo

utilizados como pesticidas ou intermediarios de pesticidas e herbicidas. O sistema
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1,3-benzodioxol também pode estar presente em muitos produtos naturais como

sesamol e piperonal (GUPTA et al, 2014).
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4 METODOLOGIA

4.1 DERIVADOS BENZODIOXOIS

Os derivados benzodioxéis foram sintetizados no Laboratério de Quimica e
Inovacdo Terapéutica/LqIT, do Departamento de Antibidticos — CCB/ UFPE, local
onde também foram determinadas suas caracteristicas fisico-quimicas. Todos o0s
derivados benzodioxdis tiveram suas estruturas caracterizadas por meio do RMNH,
RMN™C, IV e espectrometria de Massas na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental — DQF/ UFPE.

4.2ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO EM CELULAS HELA (HUMAN
CERVICAL CANCER)

O ensaio de MTT baseia-se na reducao dos sais amarelos de tetrazolio por
redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas. Cristais de formazan séo
formados no interior dessas células, que devem ser lisadas para a solubilizacdo e
posterior analise por espectrofotometria. Uma vez que a quantidade de formazan
produzida é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis, quanto maior for
a viabilidade celular, maior sera a propor¢ao de reducdo do MTT e maior sera a
absorbancia (PEREIRA ET AL, 2004).

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando células HelLa. Células na
fase de crescimento exponencial foram coletadas por centrifugacdo e uma
concentracdo de 4-5 x 10* /mL foi criada. Em seguida, 100 pL da suspenséo celular
foi adicionada a cada poco em uma placa de 96 pocos. A cultura foi mantida
overnight a 37°C, em atmosfera umida com 5% de CO,. Os derivados benzodioxdis
foram adicionados a concentracdes de 800, 400, 200, 100, 50, 25 e 12 yM. Cada
concentracdo foi realizada em triplicata e foram utilizados pocos contendo controle
negativo (sem células e sem drogas). Os pocos sem células apenas continham meio
de cultura RPMI 1640, MTT, DMSO e derivados benzodioxois. Os po¢os sem drogas
continham células HelLa, meio RPMI 1640, MTT e DMSO. As células foram mantidas
em cultura por 48 h a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO, . Logo apés, 20 yL de
5 mg/mL de MTT foi adicionado a cada po¢co e as condicdes de cultura foram
mantidas por 4 h. Apos esse ponto, 0 meio de cultura foi removido e 150 yL DMSO

foi adicionado a cada poco para solubilizar qualquer cristalizagdo. O valor da
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absorbancia a 570 nm de cada poco foi medido utilizando-se uma leitora de ELISA
para determinar o efeito toxico dos derivados benzodioxdis sobre as células (SONG
ET AL, 2016).

4.3DOSAGEM DE OXIDO NITRICO PELO METODO DE GRIESS

A producao de 6xido nitrico (NO) foi medida através da quantificacdo de nitrito
(um produto estavel do NO) acumulado em culturas de sobrenadantes de células
HelLa estimuladas com os derivados benzodioxéis. As concentracdes utilizadas
foram 1000 puM, 200 puM, 100 uM e 50 uM. Meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado por calor e LPS (50
ng x mL™) foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

O método indireto de Griess foi utilizado, e os niveis de nitrito foram
quantificados utilizando 50uL de cada sobrenadante além de igual volume do
reagente de Griess [1% de Sulfanilamida, 0.1% de dihidrocloreto de N-(1-naftil)-
etilenodiamina, 2.5% H3PO,], e as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. A absorbéncia foi medida num espectrofotdmetro a 540
nm (Multiskan FC; Thermo Scientific) e os niveis de nitrito em cada amostra foram
determinados apos 24 h e 48 h por extrapolacdo de uma curva padrdo previamente

determinada.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO

Os derivados benzodioxois foram avaliados na concentracéo de 200 uM com
a finalidade de verificar qual seria o potencial dos compostos para a atividade
esquistossomicida (screening). As seguintes moléculas foram testadas: LqIT/NW-02,
LgIT/NW-03, LqIT/NW-04, LgIT/NW-05, LgIT/NW-06, LglIT/NW-07, LqglT/NW-08,
LgIT/NW-09, LqIT/NW-10, LqIT/NW-11, LqIT/NW-13 e LqIT/NW-14.

Os vermes adultos de S. mansoni expostos aos derivados benzodioxdis e ao
PZQ (controle positivo) foram observados por um periodo de 5 dias (120 h) quanto
aos seus movimentos, obedecendo aos critérios criados por Ramirez et al (2007),
utilizando pontuacgdes de 0 a 3 para cada movimento analisado.

e Pontuacao 3: Vermes ativos, movimentos corporais normais do parasito;
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e Pontuacdo 2: Vermes lentos, retardamento dos movimentos corporais,
podendo apresentar apenas movimentos cefalicos do parasito;

e Pontuacdo 1: Vermes muito lentos, com movimentos ocasionais das suas
extremidades;

e Pontuacdo 0: Vermes iméveis/mortos, auséncia total dos movimentos corporal
e cefalico do parasito.

Durante todos os experimentos, 0s seguintes parametros foram observados:
motilidade, capacidade de pareamento dos vermes, aderéncia das ventosas a placa
de cultura, capacidade de oviposicdo e lesdo tegumentar.

Em seguida, os derivados que apresentaram os melhores resultados para a
atividade esquistossomicida foram submetidos a um novo ensaio in vitro, o qual

utilizou concentracdes que variaram de 200 a 25 pM.

4.4.1 Animais

Camundongos fémeas Swiss webster (Mus musculus) com 30 dias de idade,
pesando cerca de 30g (+2g) foram fornecidos e mantidos no Biotério do Laboratério
de Imunologia Keizo Asami (LIKA/UFPE) de acordo com condi¢des padronizadas de
temperatura (23°C), umidade (entre 40 e 50%) e fotoperiodo (12h de luz/escuro)

com agua e racao (LABINA®) ad libitum.
4.4.2 Infeccao por Schistosoma mansoni

Todos os procedimentos foram devidamente aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA — FIOCRUZ) n° processo 23076.046642/2014-81.
Aos 45 dias de idade, os animais foram infectados por via percuténea, utilizando
cerca de 120 cercarias de S. mansoni (Cepa BH), oriundas de Biomphalaria
glabrata, para cada animal. Ap6s 42 dias, a infeccdo foi confirmada através de
exame parasitologico das fezes dos camundongos utilizando o método HOFFMAN,
PONS & JANER, 1934.

4.4.3 Perfusdo do sistema porta para recuperacdo de vermes adultos de

Schistosoma mansoni

Os camundongos foram submetidos a eutanasia apos 45 dias de infeccéo.

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de ketamina
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(100-200 mg/Kg) associada a cloridrato de xilasina (5-16 mg/Kg). Apds anestesia, 0s
animais foram submetidos a perfusdo do sistema porta hepético para a recuperagado
dos vermes (DUVAL & DEWITT, 1967).

4.4.4 Avaliacdo da susceptibilidade in vitro de vermes adultos de Schistosoma

mansoni frente aos derivados benzodioxéis

ApoOs a perfusdo, os vermes recuperados foram 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 %. Apdés a lavagem, 4 vermes (2
casais) foram transferidos para placas de cultura contendo 2 mL de meio RPMI-1640
completo e em seguida foram incubados a 37°C, em atmosfera umida contendo 5%
de CO,. Apés o periodo de 2 horas de adaptacdo ao meio, os derivados
benzodioxdis foram adicionados nas concentracbes de 200 pM, 100 uM, 50 uM e 25
MM dissolvidos em 1,5% de DMSO. O Praziquantel foi utilizado como controle
positivo na concentracdo de 10 uM enquanto que vermes em po¢os contendo meio
RPMI-1640 e 1,5% de DMSO foram utilizados como controle negativo. Todos 0s
experimentos foram realizados em quadruplicatas e foram repetidos pelo menos
duas vezes. Os parasitos foram mantidos em cultura por 5 dias sendo monitorados a
cada 24 horas e observados no microscopio Optico invertido (BestScope BS-2090)
para avaliacdo da atividade motora, oviposicdo e a taxa de mortalidade. O
procedimento experimental in vitro realizado para avaliacdo da suscetibilidade do S.
mansoni esta de acordo com trabalhos desenvolvidos por Barth e colaboradores
(19964, 1996b).

4.4.5 Anéalise Estatistica

Os dados numéricos foram analisados com o software Graphpad Prism5 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla — CA, USA), e eles sdo expressos como desvio da média
padrdao (SD). Diferencas estatisticas foram determinadas utilizando analise de
variancia one-way (ANOVA) em associacdo com o teste de Turkey para
comparacdes simple-step mdltiplas. Todos os resultados foram expressos como
valores médios dos grupos + desvios padrdes, e um valor de P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4.4.6 Andlise das lesdes na superficie da membrana do tegumento dos vermes

adultos de S. mansoni por Microscopia Eletrénica de Varredura

As amostras foram lavadas em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,4 para posterior
fixacdo em Tampéao fosfato 0,1M e glutaraldeido a 2,5%. A pdés-fixacéo foi realizada
em tetréxido de ésmio a 1% em tampao fosfato 0,1M por 90 minutos. Em seguida
foram realizadas trés lavagens em tampéo fosfato 0,1M para posterior desidratagao,
utilizando uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes de 100%
por 10 minutos cada etapa. Apos a desidratacdo foi realizado o ponto critico para a
substituicdo do etanol por didxido de carbono, obtendo-se a secagem do material
para montagem do material seco em stubs metalicos utilizando uma fita dupla face
de carbono. Em seguida, realizou-se a metalizacdo cobrindo o material por uma fina
camada de ouro, para visualizacdo e analise no microscopio eletrénico de varredura
JEOL JSM-5600 LV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITO IN VITRO DE DERIVADOS BENZODIOXOIS SOBRE VERMES
ADULTOS DE S. MANSONI

A tabela 1 expressa o0s resultados do ensaio esquistossomicida dos
derivados benzodioxdis frente a vermes adultos de S. mansoni ap6és 120 horas de
incubacdo. Os resultados apontam que os derivados LgIT/NW-04, LqIT/NW-05,
LgIT/NW-06, LqlIT/NW-07, LglT/NW-08, LgIT/NW-09 e LqIT/NW-13 foram capazes
de causar 100% de mortalidade dos vermes. Os demais derivados LqglIT/NW-02,
LqlT/NW-03, LqgIT/NW-10, LqIT/NW-11 e LgIT/NW-14, embora ndo tenham
alcancado 100% de mortalidade, foram capazes de causar alteragdes significativas
na motilidade de vermes adultos.

Considerando o efeito maximo alcancado de 100% da mortalidade ap6s 120
horas de exposicdo, realizamos uma cinética de mortalidade a cada 24 horas
durante 5 dias consecutivos utilizando concentracbes menores (200 uM, 100 pM, 50
UM e 25 uM).

De acordo com a tabela 2, os derivados benzodioxéis LgIT/NW-05 e
LgIT/NW-07 alcancaram 100% da mortalidade nas primeiras 72 horas de exposi¢cao
na concentracdo de 200 pM. No entanto, o LgIT/NW-05, neste mesmo intervalo de
tempo, levou a 100% de mortalidade na concentracdo de 100 uM e a 83,3% na
concentracdo de 50 uM.

Os demais derivados selecionados também apresentaram potencial
esquistossomicida, estando dependentes do tempo e da concentragcdo. Na
concentracdo de 100 uM, foi possivel observar que o derivado LglIT/NW-04 alcancou
100% de mortalidade dos vermes em 96 h, enquanto os derivados LqIT/NW-06 e
LqglT/NW-13 foram capazes de provocar 100% de mortalidade dos vermes em 120 h.
Na concentracdo de 50 pM, os derivados LgIT/NW-07 e LqlIT/NW-08 promoveram
75% da mortalidade em 96 h, enquanto o derivado LqIT/NW-04 alcangou este
mesmo efeito esquistossomicida em 120 h.

Os vermes em contato com o PZQ (controle positivo) apresentaram auséncia
total de seus movimentos nas primeiras 24h de observagcao, enquanto 0s vermes em
contato com meio RPMI e DMSO (controle negativo) apresentaram-se ativos com

movimentos corporais normais durante todo o experimento (120 horas).
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Com relagéo aos testes de citotoxicidade, os derivados benzodioxdis com 0s
melhores resultados esquistossomicidas (LgIT/NW-04, LqgIT/NW-05, LqlT/NW-06,
LgIT/NW-07, LgIT/NW-08, LgIT/NW-09 e LgIT/NW-13) apresentaram valores de ICsg
que variaram de 45,77 UM a 163 uM (Tabela 2).
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Tabela 1: Score de motilidade de vermes controle, tratados com Praziquantel (PZQ) e com derivados benzodioxéis em 120h de incubacéo.

GRUPOS Motility score of vermes adulttos de Schistosoma mansoni (%)
3 2 1 0

Controle 100

PZQ (10 pMm) 100

Derivados

Benzodioxdis (200 uM)
LgIT/NW-02 0 0 33,33 66,66
LgIT/NW-03 0 0 66,66 33,33
LqIT/NW-04 0 0 0 100
LgIT/NW-05 0 0 0 100
LgIT/NW-06 0 0 0 100
LqIT/NW-07 0 0 0 100
LgIT/NW-08 0 0 0 100
LgIT/NW-09 0 0 0 100
LgIT/NW-10 0 0 33,33 66,66
LgIT/NW-11 0 0 100 0
LgIT/NW-13 0 0 0 100
LQIT/NW-14 0 8,33 91,7 0

Critério de score: 3, vermes ativos com movimentos corporais normais; 2, vermes lentos com retardamento dos movimentos corporais, podendo
apresentar apenas movimentos das extremidades anterior e posterior; 1, vermes muito lentos, com movimento ocasional das extremidades ou do
intestino; 0, vermes imoveis/mortos com auséncia total dos movimentos.



Tabela 2: Atividade antihelmintica contra vermes adultos de Schistosoma mansoni e citotoxicidade contra celulas HelLa
de derivados benzodioxodis

Derivados

Tempo

Concentracéao (pM)

Alteragdes biologicas ao longo

Valor de IC50 para células

(h) 200 100 20 25 do experimento HelLa
Mortality (%)
24 0 0 0 0 )
48 0 0 0 0 Incapacidade de pareamento,
LqIT/NW-04 75 50 33.3 0 0 ventosas néo aderentes, 163 +9.6
26 91.7 100 16.7 41.7 auséncia de ovos, bolhas,
120 100 100 75 66.7 escurecimento e enovelamento
dos vermes.
24 0 0 0 0 Incapacidade de pareamento,
48 0 0 0 0 ventosas néo aderentes,
LqlT/NW-05 75 100 100 83.3 0 auséncia de ovos, bolhas, 45.77 £ 3.63
926 100 100 83.3 o5 exposicdo de fibras musculares.
120 100 100 83.3 50
24 0 0 0 0 i
48 0 0 0 0 Incapacidade de pareamento,
LgIT/NW-06 7o 50 8.3 0 0 ventosas ndo aderentes, 60.71 + 3.83
26 917 50 16.7 0 auséncia de ovos, bolhas,
120 100 100 25 0 exposicéo de fibras musculares.
24 25 0 0 8.3 )
48 100 25 0 16.7 Incapacidade de pareamento,
LglIT/NW-07 75 100 33.3 33.3 16.7 ventosas néo aderentes, 159.6 + 4.255
96 100 58.3 75 41.6 auséncia de ovos, bolhas.
120 100 75 75 58.3
24 0 0 0 0
48 0 0 0 0 Incapacidade de pareamento,
LgIT/NW-08 72 50 16.7 16.7 0 ventosas ndo aderentes, 118.3 £ 3.09
96 91.7 583 75 0 auséncia de ovos, bolhas.
120 100 66.7 75 0
24 0 0 0 0 )
48 417 O 0 0 Incapacidade de pareamento,
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LqIT/NW-09 72 667 0
96 100 50
120 100 83.3
24 0 0
48 0 0

LgIT/NW-13 75 58.3 83.3
96 100 91.7

120 100 100

[oNelloNoNo)

0
91.7
100
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ventosas nao aderentes, 156.4 + 2.79
auséncia de ovos, bolhas.

Incapacidade de pareamento,
ventosas nao aderentes,
auséncia de ovos, bolhas. 123.4+2.78

Nota: 1 - Durante todo o intervalo de observacado, os vermes adultos de S. mansoni do grupo controle negativo apresentaram movimentos peristalticos caracteristicos em todo o
corpo, com movimento constante, ocasionalmente aderindo ao fundo da placa e sem alteracdo morfolégica aparente. 2 — O PZQ (grupo controle positivo) causou redugéo
imediata da motilidade dos vermes, deixando-os claramente encurtados e ap6s 24 h de exposi¢éo, 83,3% 0s vermes perderam completamente o movimento.
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A quimioterapia é a estratégia principal para o controle da esquistossomose,
sendo o Praziquantel a droga de escolha no tratamento desta doenca (SILVA et al,
2012; AIRES et al, 2014). No entanto, além do Praziquantel ser praticamente inativo
contra formas imaturas do parasito, varios relatos de falhas no tratamento e do
desenvolvimento de cepas resistentes ao PZQ tém surgido ao longo do tempo
(PEREIRA et al, 2010). As campanhas de tratamento em massa com esta droga, por
sua vez, apesar de reduzirem a carga parasitaria ndo eliminam a doenca, havendo
inclusive re-infeccbes (EWAISHA et al, 2014). Desse modo, existe uma grande
necessidade de pesquisas que possam apontar para 0 surgimento de novas drogas
com atividade esquistossomicida (SPIVAK et al, 2014; COWAN et al, 2015).

Trabalhos anteriores que tratam da descoberta de novas drogas
esquistossomicidas relatam a importancia dos nucleos farmacoféricos que formam
os derivados benzodioxdis (tiossemicarbazona, tiazolidinadiona e 1,3-benzodioxol).

Um exemplo é o estudo de Espindola e colaboradores (2015), onde testes
com analogos das tiossemicarbazonas foram realizados. Os compostos testados
foram capazes de inibir a Cruzaina, uma protease pertencente a familia de cisteina
proteases e que tem papel fundamental na invasao, diferenciacdo e proliferacéo de
parasitos em células do hospedeiro.

Ao mesmo tempo Santiago e colaboradores (2014) demonstraram a
importancia da atividade do tiazol ao testarem um grupo de 10 moléculas sintéticas
contendo este nucleo. Esses compostos foram capazes de provocar uma
significativa diminuicdo da motilidade, inibicdo do acasalamento e da oviposi¢cédo dos
vermes de S. mansoni. Ap6és 144 h de observacdo do experimento in vitro, estes
compostos também foram capazes de promover um indice de mortalidade de 100%
de vermes adultos de S. mansoni e estimularam a producdo de 6xido nitrico e do
TNF-q, indicando a presenca de atividade imunomodulatéria.

Gupta e colaboradores (2014) relatam sobre o anel benzodioxol, indicando
que este nucleo deve ser analisado devido as suas atividades antitumoral,
antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antimalarica e antioxidante. Além disso, o
estudo de Barreiro e colaboradores (2001), argumenta sobre a grande capacidade
da subunidade 1,3-benzodioxdlica do safrol de interagir com biorreceptores,
caracterizando este produto natural como uma potencial matéria-prima de protétipo

de farmacos.
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Dentre os compostos benzodioxois avaliados, o composto LqIT/NW-04 foi
considerado o menos citotoxico e o derivado LgIT/NW-05, composto mais potente da
série, foi considerado o mais citotoxico, como observado na Tabela 02. Apesar
disso, os resultados do teste de citotoxicidade in vitro deste estudo n&o
necessariamente determinam que ensaios de toxicidade in vivo envolvendo
compostos benzodioxdis apresentardo resultados negativos (OLIVEIRA et al, 2017).
Oliveira e colaboradores (2015), ao estudarem compostos com atividade
antiproliferativa, demonstraram que o derivado mais potente da série, apesar de ser
0 mais citotoxico contra a linhagem HaCat (immortalize human keratinocyte), nao
apresentou efeitos colaterais clinicos graves ao ser avaliado em ensaios de
toxicidade aguda.

Com relagdo aos ensaios in vitro, notou-se que a maioria dos derivados
benzodioxdéis foi capaz de levar & mortalidade, bem como alterar parametros de
motilidade e promover alteracdes no tegumento dos vermes. Alteracdes observadas
através do microscopio invertido como incapacidade de pareamento, ventosas nao
aderentes, auséncia de ovos, bolhas, escurecimento e enovelamento dos vermes
mostram o potencial dos derivados benzodioxdis como protétipo de drogas
esquistossomicidas. Além disso, alguns compostos também foram capazes de expor
as fibras musculares dos parasitos. Todos os derivados benzodioxois testados foram
capazes de provocar o desacasalamento dos vermes, algo que contribui para o
efeito esquistossomicida uma vez que quando isto acontece, ha mudancas
bioguimicas e fisiologicas representadas pela regressdo do ovério, da glandula
vitelinica e diminuicdo do tamanho corpéreo do verme (PELLEGRINO & KATZ,
1968).

Algumas moléculas apresentadas neste estudo apresentam restricdo
conformacional, fator que pode permitir o desenvolvimento de estudos de
determinacdo da relacdo estrutura-atividade (POHLMANN ET AL, 1999). A
introducd@o de restritores conformacionais como formacdo de cadeias n-metiladas,
incorporacao de ligagdes duplas ou susbstituicdo de grupamentos, pode ser capaz
de promover potencializacdo da atividade farmacologica por estabilizacdo da
molécula, aumento da afinidade e da seletividade, além de fornecer informacdes

sobre as necessidades topogréaficas dos receptores (POHLMANN ET AL, 1999).
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Estudos recentes demonstraram a possibilidade de utilizacdo de grupos
espacadores com um determinado grau de restricdo conformacional como estratégia
para o design de novas drogas. A preparacdo de n-acilhidrazonas e
tiossemicarbazonas com um maior grau de restricdo conformacional, por exemplo,
levou a producédo de compostos com uma maior atividade antiparasitaria (MOREIRA
ET AL, 2014).

No que se refere a influéncia da substituicdo na unidade p-fenil, podemos
considerar primeiramente os derivados LgIT/NW-03 e LqIT/NW-04, os quais séo
compostos ndo restritos, substituidos na posicdo 4 do anel 1,3-benzodioxol. O
LqIT/NW-03 foi capaz de provocar a mortalidade de apenas 30,77% dos vermes na
concentragdo de 200 pM em 120 h, embora tenha sido responsavel por uma
significativa reducdo da motilidade (69,23%, pontuacdo 1, 120 horas). Em
comparacdao, o LqIT/NW-04 promoveu 100% da mortalidade dos vermes na
concentracdo de 100 uM em 96 h. Isso significa que a substituicio com o p-
bromofenil influencia grandemente na melhoria da atividade em comparacdo com a
substituicdo com o p-clorofenil, uma vez que o composto LgIT/NW-04 foi capaz de
promover mortalidade dos vermes em menor concentragdo e em menor tempo
comparado ao composto LglT/NW-03.

Ainda com relacdo a influéncia da substituicdo na unidade p-fenil, 0 mesmo
fato se observa ao compararmos o LQIT/NW-05 e o LQIT/NW-06. Ambos os
compostos sao restritos, substituidos na posicdo 4 em relacdo ao anel 1,3-
benzodioxol. Ambos também foram capazes de levar a 100% da mortalidade dos
vermes na concentracao de 100 uM. Porém, o derivado LqIT/NW-05 levou 72 h para
atingir este efeito maximo, enquanto o LgIT/NW-06 levou um tempo maior de 120 h.
Novamente a influéncia do grupo volumoso p-bromofenil parece ser mais importante
comparado ao grupo p-clorofenil, uma vez que o composto LgIT/NW-05 foi capaz de
promover mortalidade em menor tempo (72 h) comparado ao composto LgIT/NW-06
(120 h).

Além da influéncia da substituicdo na unidade p-fenil, devemos considerar a
contribuicdo da posicao de ligacdo ao anel 1,3-benzodioxdlico. Ambos os derivados
LglT/NW-08 e LqglT/NW-04 sdo moléculas néo restritas, substituidas com o p-
bromofenil. Porem em funcdo da posicdo de ligacdo ao anel 1,3-benzodioxol
forneceram resultados distintos. Embora tanto o LgIT/NW-08 quanto o LgIT/NW-04
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tenham demonstrado resultados significativos, o LqIT/NW-04 ao ser substituido na
posicdo 4 do anel 1,3-benzodioxol, apresentou uma melhor atividade ao promover
100% da mortalidade dos vermes em concentracdo e tempo menores (100 pM em
96 horas), comparado ao composto LqIT/NW-08, o qual ao ser substituido na
posicdo 5 do anel 1,3-benzodioxol apresentou 100% da mortalidade em
concentracéo e tempo maiores (200 uM, 120 horas).

Outro exemplo da influéncia da posicao de ligacédo ao anel 1,3-benzodioxdlico
na atividade seria demonstrado pelos derivados LqIT/NW-06 e LqIT/NW-11. Ambas
sdo moléculas restritas, isdmeras, substituidas com o p-clorofenil. No entanto, o
LqlT/NW-06 ao ser substituido na posicao 4 em relagdo ao anel 1,3-benzodioxélico
foi capaz de promover 100% da mortalidade na concentracdo de 100 uM em 120
horas, enquanto o LgIT/NW-11 demonstrou uma grande perda da atividade ao ser
substituido na posicao 5 do anel 1,3-benzodioxol.

Por fim, um fator que teve grande importancia na apresentacao de atividade
esquistossomicida in vitro dos derivados benzodioxois foi a presenca ou auséncia de
restricdo conformacional. Os compostos LqIT/NW-02 e LgIT/NW-07 sao derivados
benzodioxdis ndo substituidos no anel p-fenil, e substituidos na posicdo 4 do anel
1,3-benzodioxdlico. No entanto o composto néo restrito LgIT/NW-02 apresentou uma
taxa de mortalidade dos vermes de 64,26%, na concentragdo de 200 pM em 120
horas. Ja o composto LgIT/NW-07, em funcdo da restricdo conformacional
representada pelo anel tiazolidinico, foi capaz de promover 100% da mortalidade
dos vermes na concentracdao de 200 uM em 48 horas. Isso significa que compostos
restritos substituidos na posicdo 4 do anel 1,3-benzodioxdlico sdo capazes de
promover uma porcentagem mais alta de mortalidade em menor tempo.

E interessante observar que em compostos substituidos na posicdo 5 da
unidade 1,3-benzodioxdlica, a presenca de restricdo conformacional promove
resultados menos promissores quando comparado com moléculas néo restritas. 1sso
pode ser observado nos resultados apresentados pelos derivados LqIT/NW-09 e
LqlT/NW-10. Ambos séo derivados substituidos na posicdo 5 do anel 1,3-
benzodioxdlico e ambos possuem o grupamento metoxila, o qual além de ser facilitar
a interacdo com o biorreceptor por ser volumoso, também possui efeito anti-
parasitario ja demonstrado anteriormente na literatura por Pitta e colaboradores
(2006). No entanto o LgIT/NW-09 apresentou atividade esquistossomicida

claramente superior ao LqIT/NW-10, sendo capaz de provocar 100% de mortalidade
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na concentracdo de 200 uM em 96 horas. O LgIT/NW-10, molécula restrita, levou
66,66% dos vermes a mortalidade na concentracdo de 200 uM em 120 horas de
observacdo. Neste segundo caso, compostos nao restritos substituidos na posi¢cao 5
do anel 1,3-benzodioxdlico sdo capazes de promover uma porcentagem mais alta de
mortalidade em menor tempo.

Desse modo, moléculas restritas com substituicdo na posicao 4 do anel 1,3-
benzodioxdlico apresentam melhor atividade esquistossomicida em comparacao
com moléculas restritas substituidas na posicdo 5 do anel 1,3-benzodioxélico. Ao
mesmo tempo, moléculas néo restritas com substituicdo na posicao 5 do anel 1,3-
benzodioxdlico apresentam melhor atividade esquistossomicida do que moléculas
restritas substituidas na posicéo 5 do anel 1,3-benzodioxdlico.

Isso se explica porque compostos substituidos na posicdo 5 sem restricao
conformacional podem vir a assumir conformacgao que favoreca a interacdo. Nesses
casos, 0 volume e os efeitos eletronicos dos substituintes no anel p-fenil, como o
grupamento metoxila, o grupamento naftil e halogénios como o bromo e o cloro,
também podem exercer uma influéncia na melhora ou piora da atividade. Podemos
observar esse comportamento nos resultados apresentados pelos derivados
LgIT/NW-08, LqIT/NW-09, LqlT/NW-13 e LgIT/NW-14, os quais SsGo compostos nao
restritos, substituidos na posi¢cdo 5 do anel 1,3-benzodioxélico, que apresentaram
uma atividade esquistossomicida promissora. Ambos os compostos LqlT/NW-09 e
LqIT/NW-13, derivados benzodioxbis substituidos com o0s grupos volumosos
metoxila e naftil, respectivamente, foram capazes de levar 100% dos vermes a
mortalidade na concentracdo de 200 uM em 96 horas. O LqIT/NW-08, por sua vez, é
um derivado substituido com o grupamento p-bromofenil, o qual apresentou uma
mortalidade de 100% dos vermes na concentracdo de 200 uM em 120 horas.

O composto LgIT/NW-14, embora seja um composto ndo restrito substituido
na posicéo 5 do anel 1,3-benzodioxol, devido & substituigdo com o p-clorofenil, ndo
foi capaz de levar os vermes a mortalidade durante todo o tempo de observacao.
Apesar disto, o LgIT/NW-14 foi capaz de diminuir a motilidade dos vermes a niveis
minimos a partir de 72 horas em todas as concentragoes.

Ao observarmos os resultados dos derivados que apresentaram as melhores
atividades, notaremos que foram determinados pela presenca ou auséncia de

restricdo conformacional e substituicdo do anel fenilico.
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Desse modo, os derivados que apresentaram melhor atividade
esquistossomicida foram majoritariamente compostos restritos substituidos na
posicdo 4 do anel 1,3-benzodioxol (LgIT/NW-05, LgIT/NW-06 e LgIT/NW-07) e
compostos ndo restritos substituidos na posicdo 5 do anel 1,3-benzodioxol
(LqIT/NW-08, LgIT/NW-09 e LqIT/NW-13). As excecOes sao representadas pelos
derivados benzodioxois LgIT/NW-04 (n&o restrito e substituido na posi¢céo 4 do anel)
e LQIT/NW-14 (n&o restrito e substituido na posicdo 5 do anel), os quais
apresentaram resultados fora do padréo esperado devido aos efeitos eletrénicos
provocados pelos substituintes p-bromofenil (maior atividade) e p-clorofenil (menor
atividade), respectivamente.

5.2 DANOS ULTRAESTRUTURAIS DE VERMES ADULTOS DE S. MANSONI
TRATADOS COM O DERIVADO BENZODIOXOLICO LQIT/NW-05

O derivado benzodioxdlico LgIT/NW-05 foi avaliado quanto ao seu potencial
em provocar alteracdes ultraestruturais no tegumento de vermes adultos de S.
mansoni. Comparado aos demais derivados, ele mostrou ser o mais efetivo em
causar a morte dos vermes em menor intervalo de tempo.

Foram utilizados vermes incubados em LgIT/NW-05 nas concentracdes de
50 uM e 100 uM. A analise se deu em 24 h, tempo em que foi observada uma
significativa alteracdo da motilidade dos vermes, sem que estes estivessem mortos.

A microscopia eletronica de varredura (SEM) revelou danos ultraestruturais
da superficie de membrana exposta ao derivado LqlIT/NW-05, comparado com o
controle negativo (ndo tratado) e positivo (exposto ao Praziquantel).

Os vermes incubados durante 24 h em meio RPMI 1640 suplementado e
1,5% de DMSO mostraram topografia e estrutura superficial intacta (Fig25 A1-B3). O
canal ginecoldgico (CG) de vermes adultos machos (Fig25. Al), uma dobra
longitudinal no corpo médio e posterior que abriga a fémea para acasalamento e
reproducdo, apresentou-se completamente integro. A porgdo anterior é
caracterizada por ventosa oral (OS) e ventosa ventral ou acetabulo (VS) (Fig25. A2).
Com uma ampliagdo maior da regido dorsal média dos vermes, observou-se um
grande numero de tubérculos (Tu) (Fig25. A3); Vermes adultos fémeas
apresentaram um corpo cilindrico (Fig25. B1), ventosa oral (OS) e ventosa ventral ou
acetabulo (VS) (Fig25.B2), alem de tegumento liso (ST) (Fig25. B3).
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Fig.25. (A1-B3) Microfotografia eletrbnica de varredura de vermes adultos machos (A1-A3) e fémeas (B1-B3)
de S. mansoni em meio RPMI 1640 suplementado e 1.5% DMSO, apresentando superficie intacta; (A1, 35x)
Vermes adultos machos apresentando o canal ginecoférico (GC); (A2, 200x) Porcéo anterior caracterizada por
ventosa oral (OS) e ventosa ventral ou acetabulo (VS); (A3, 400x) Com uma ampliagdo maior da regiéo dorsal
média dos vermes, observou-se um grande nimero de tubérculos (Tu); (B1, 60x) Vermes adultos fémeas
apresentaram um corpo cilindrico; (B2, 600x) ventosa oral (OS) e ventosa ventral ou acetabulo (VS) e (B3,
350x) tegumento liso (ST).
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Os efeitos in vitro de PZQ (10 pM) em vermes adultos machos e fémeas
causaram uma contracdo Obvia de musculos longitudinais, resultando em evidente
curvatura e encurtamento dos vermes (Fig26. A e C). Os vermes machos adultos
foram marcados por lesdes graves que incluiram colapso de tubérculos, perda de
espiculas, bolhas sobre a superficie do tegumento (B) e aparéncia de furos e ruptura
de bolhas no tegumento (seta) (Fig26.B). Em vermes adultos fémeas, além da
evidente contracdo longitudinal, foi possivel observar contracdo da musculatura
circular causando formacdo de anéis que se apresentam em tamanhos variados
(setas) e desaparecimento de rugas (Fig26. C e D). Ao observarmos uma ampliacao,
é possivel verificar a presenca de varias bolhas distribuidas em todo o corpo (B) e a

formacéo de edema no tegumento (S) (Fig26.D).

Fig. 26. (A-D) Microfotografia eletronica de varredura de vermes adultos machos e fémeas de S.mansoni
tratados com PZQ (10 uM); Contracdo de musculos longitudinais, resultando em evidente curvatura e
encurtamento dos vermes adultos machos (A, 70x) e fémeas (C, 150x); (B, 190x) Vermes adultos machos
apresentando lesdes severas, incluindo colapso de tubérculos, perda de espiculas, bolhas sobre a
superficie do tegumento (B) e aparéncia de furos e ruptura de bolhas no tegumento (setas); (C, 150x)
Contracao da musculatura circular causando formacéo de anéis que se mostram em tamanhos variados
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(setas) e desaparecimento de rugas;(D, 600x) Em ampliagdo se observam vérias bolhas em todo o corpo
(B) e edema (S).

A figura 27 mostra vermes adultos machos (Fig27 Al1-B4) e fémeas (Fig27
C1-D4) incubados por 24h em LqIT/NW-05 nas concentracfes de 50 (A1-A4 e C1-
C4) e 100 pM (B1-B4 e D1-D4). Em ambas as concentragdes profundas mudancgas
na superficie dos vermes foram observadas resultado da destruicdo do tegumento
em todos o0s vermes examinados. Apesar das caracteristicas das lesbes
tegumentares serem semelhantes foi possivel visualizar maiores danos na maior
concentracdo analisada.

Nas figuras 27 Al e B2 observa-se uma extensa destruicdo do tegumento
(TD) com bolhas (setas) e areas de erosédo (cabeca de seta) na por¢cdo anterior de
vermes machos. Na concentracdo de 100 uM também se observa desintegracdo na
borda da ventosa ventral (D) e presenca de bolhas (setas). Além disto, na porcéao
posterior proximal é evidente a destruicdo do tegumento com perda de tubérculos
(TD) e numerosas bolhas (setas) (Fig27 B2).

A figura A2 (porcéo terminal) e as figuras A3 e B3 (por¢cdo média) retratam a
destruicdo do tegumento de vermes machos (TD) mostrando perda de tubérculos,
espinhos e das pregas paralelas. Na concentracao de 50 uM, figura A2, € possivel
observar &reas com inchaco (S) e tubérculos aglomerados (AT). Em maior
magnificacdo, as figuras A4 e B4 mostram alteracbes severas do tegumento
caracterizadas por desintegracdo de tubérculos (D) e erosédo do tegumento (cabeca
de seta) que resultaram na exposi¢cdo da membrana basal.

Nos vermes fémeas o tegumento apresentou aspecto aspero em toda sua
extensado (Fig27 C1 and D2). Em maior magnificacéo, as fig3 C2 e D3 e fig3 C3-4 e
D4 mostram alteracdes caracterizadas por extensa descamacao (Sl), bolhas (setas)
e areas com erosdes nas regides posterior e média (cabeca de seta),
respectivamente. Também é possivel observar, na concentracdo de 100 uM, areas

focais com aparente inchaco (S) com fusdo de rugas tegumentais (fig27 D1-2).
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Fig. 27. (A1-D4) Microfotografia eletrdnica de varredura de vermes adultos machos (A1-B4) e fémeas
(C1-D4) de S.mansoni incubados por 24h em LqIT/NW-05 nas concentracfes de 50 e 100 pM;
(A1,200x; B2,300x) Extensa destruicdo do tegumento (TD) com bolhas (setas) e areas de eroséo
(cabeca de seta) na por¢cédo anterior de vermes machos; (B2,300x) Na concentracao de 100 uM é
possivel observar desintegracdo na borda da ventosa ventral (D) e presenca de bolhas (setas), além
de destruicdo do tegumento com perda de tubérculos (TD) e numerosas bolhas (setas) na porcao
posterior proximal; Porcao terminal (A2,250x) e porcdo média (A3,200x and B3,300x) apresentando
destruicdo do tegumento de vermes machos (TD) com perda de tubérculos, espinhos e das pregas
paralelas; (A2,250x) Na concentracdo de 50 pM ha areas apresentando inchaco (S) e tubérculos
aglomerados (AT); (A4, 500x and B4, 650x) Em maior magnificacdo é possivel observar alteracdes
severas do tegumento caracterizadas por desintegracdo de tubérculos (D) e erosdo do tegumento
(cabeca de seta) que resultaram na exposi¢cdo da membrana basal; (C1,120x and D2,35x) Tegumento
com aspecto aspero em toda a extensdo do verme fémea; (C2,700x and D3,550x) and (C3,900x;
C4,1.500x and D4,1.000x) Em maior magnificacdo vermes fémeas apresentam alteracdes
caracterizadas por extensas descamacao (Sl), bolhas (setas) e areas com erosdes nas regides
posterior e média (cabeca de seta); (D1,500x and D2,35x) Na concentracdo de 100 uM observa-se
areas focais com aparente inchaco (S) e fusédo de rugas tegumentais.

O tegumento dos vermes adultos de S. mansoni constitui importante alvo
biolégico de drogas esquistossomicidas, uma vez que se trata de uma camada
protetora responsavel pela absorcao de nutrientes, funcdes secretoras e protecédo do

parasito (ALMEIDA et al, 2016). Desse modo, alteragbes ultraestruturais na
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superficie do tegumento tém sido utilizadas como um importante parametro a ser
avaliado em testes de drogas esquistossomicidas (KAMEL et al, 2017).

Vermes adultos machos e fémeas, incubados por 24 h com o derivado
LgIT/NW-05 apresentaram danos no tegumento -caracterizados por extensa
descamacdo e edema, destruicdo de tubérculos, formacgéo de bolhas e exposi¢do da
camada muscular. Essas alteracdes foram semelhantes aquelas visualizadas em
vermes adultos de Schistosoma mekongi tratados com  Artesunato
(JIRAUNGKOORSKULET et al., 2006), em Schistosoma haematobium tratados com
Atorvastatina combinada com acetato de medroxyprogesterona (SOLIMAN &
IBRAHIM, 2005), e em S. mansoni tratadas com derivados da tiossemicarbazona e
tiazdis (SANTIAGO et al, 2014), Miltefosina (BERTAO et al, 2012), (2)-1-(2-chloro-6-
fluoro-benzyl)-5-thioxo-4-(2,4,6-trimethoxy-benzylidene)- imidazolidin-2-one
(LPSF/PTS23) (MATOS-ROCHA et al, 2017), 1-benzyl-4-[(4-chloro-phenyl)-
hydrazono]-5-thioxo-imidazolidin-2-one (LPSF/PT-05) (NEVES et al, 2011) e
Primaquina (KAMEL et al, 2017). Assim, sugerimos que o efeito esquistossomicida
causado pelo LgIT/NW-05 pode estar associado a acdo sobre a superficie do
tegumento dos vermes.

Apesar das caracteristicas das leses tegumentares terem sido semelhantes
nas concentracées de 50 e 100 uM de LqIT/NW-05, foi possivel visualizar maiores
danos na maior concentracdo. Esse achado esta de acordo com estudos que
investigaram alteracdes ultraestruturais causadas por compostos naturais ou
sintéticos com potencial esquistossomicida, como extratos de folhas de Roma
(YONES et al., 2016), oleo essencial Mentha x villosa (MATOS-ROCHA et al.,
2016), Mefloquina (MANNECK et al., 2010) e B-lapachona (AIRES et al., 2014).

A presenca de grupamentos fenil e halogénicos na estrutura de compostos
benzodioxdis permite que haja um aumento da absorcdo através das membranas
celulares (THOMAS, 2003). Sobre esse aspecto, tais grupamentos poderiam estar
diretamente envolvidos com o efeito esquistossomicida do LQIT/NW-05. Nossa
hipétese é corroborada pelos resultados apresentados por Brandao e colaboradores
(2004), Matos-Rocha e colaboradores (2017), Albuquerque e colaboradores (2005) e
Albuquerque e colaboradores (2007), os quais verificaram que derivados
imidazolidinicos possuindo grupamentos halogénicos foram capazes de provocar

mudancas ultraestruturais no tegumento dos vermes adultos de S. mansoni.
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Embora o mecanismo pelo qual os derivados benzodioxois exercem atividade
esquistossomicida in vitro ainda ndo tenha sido esclarecido, as alteracbes
tegumentares causadas pelo LgIT/NW-05 podem ter modificado o metabolismo dos
vermes interferindo em atividades vitais como a absorcao de nutrientes, secrecao de

metabolitos e supressdo da resposta imune.

5.3DOSAGEM DE OXIDO NIiTRICO EM CULTURAS DE CELULAS HELA

Foi realizado um estudo sobre a producdo de o6xido nitrico, o qual foi
determinado pela dosagem de nitrito em sobrenadante de culturas de células Hela,
expostas aos compostos LQIT/NW-02, LgIT/NW-03, LqglIT/NW-04, LqIT/NW-05,
LglT/NW-06, LgIT/NW-07, LgIT/NW-08, LgIT/NW-09, LqIT/NW-10, LqIT/NW-13 e
LglT/NW-14 por um periodo de 48h (Gréfico 1)
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Gréfico 01. Producdo de Nitrito em sobrenadantes de cultura de células HeLa na presenca dos
derivado LqIT/NW-02, LgIT/NW-03, LgIT/NW-04, LqIT/NW-05, LgIT/NW-06, LqIT/NW-07, LgIT/NW-
08, LgIT/NW-09, LgIT/NW-10, LgIT/NW-13 e LgIT/NW-14, respectivamente.

Obs. *concentracdo significativamente maior que o meio; ** significativamente maior que as outras
drogas p<0,05; Os dados sdo expressos como valor médio e erro padrdo da média (n = 3) e foram
analisados usando 1l-way ANOVA e Turkey . Valores de p < 0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Os compostos que se destacaram inicialmente foram os derivados LgIT/NW-
02, LgIT/NW-05 e LgIT/NW-13, os quais foram capazes de estimular a producéo de
NO nas concentragbes de 1000 pM e 200 pM. O derivado LqIT/NW-14

possivelmente apresenta um importante efeito imunomodulador, o qual foi refletido
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na diminuicdo da motilidade nos testes in vitro, uma vez que foi capaz de estimular o
aumento da producdo de NO na concentracdo de 1000 puM juntamente com oS
derivados LqIT/NW-04, LgIT/NW-06 e LqIT/NW-09. O derivado LgIT/NW-07 também
se destacou, uma vez que foi 0 composto que apresentou aumento da producéo do
oxido nitrico na menor concentracao (100 pM). O composto LglT/NW-05 apresentou
o melhor resultado do estudo, uma vez que apresentou concentracbes de NO
estatisticamente superiores tanto em relacdo a concentracdo basal, quanto
comparado a concentracdes de Oxido nitrico estimuladas pelos demais derivados
testados. As concentragbes maiores (1000 uM e 200 pM) induziram maior aumento
da producédo de éxido nitrico em comparagcdo com as concentragdes menores (100
MM e 50 puM) na maioria dos compostos. Para os demais compostos (LqIT/NW-03,
LqlT/NW-08 e LqIT/NW-10) ndo foram observadas alteragbes significativas na
producéo de o6xido nitrico nas concentragdes testadas.

Estudos demonstraram que doadores de Oxido nitrico ou analogos que sao
capazes de estimular a sua liberacdo, possuem atividade imunomodulatoria
(KORHONEN et al, 2008). Desse modo, a maioria dos derivados benzodioxois
testados neste trabalho possui uma possivel atividade imunomodulatéria, uma vez
que foram capazes de estimular a producdo de 6xido nitrico, sendo o derivado
LgIT/NW-05 o composto que apresentou o melhor resultado.

A importancia dessa descoberta se baseia em estudos o0s quais
demonstraram que efeitos antifibroticos e antiparasitarios estdo relacionados
diretamente com a producédo de Oxido nitrico (NEVES et al, 2011; BRUNET et al,
2001). Yone e colaboradores (2016) também relataram que a producdo de Oxido
nitrico aumenta em resposta a infeccées parasitarias como a esquistossomose,
indicando a que a producéo de NO faz parte do mecanismo de resposta imune inata.
Além disso, trabalhos avaliaram que a citotoxicidade mediada por células endoteliais
e macréfagos contra esquistossémulos de Schistosoma mansoni in vitro pode estar
relacionada com a producéo de oxido nitrico (SHEN et AL, 2017).

Os compostos testados LqIT/NW-02, LqIT/NW-04, LglT/NW-05, LgIT/NW-06,
LgQIT/NW-07, LglIT/NW-09, LqIT/NW-13 e LgIT/NW-14 possivelmente apresentam um
importante efeito imunomodulador, o qual foi refletido no aumento da producéo de
oxido nitrico em diferentes concentracdes (1000 uM, 200 uM e 100 uM). No entanto,
corroborando com os resultados da avaliacdo da susceptibilidade in vitro, bem como

com o estudos de alteragbes no tegumento de vermes de Schistosoma mansoni, 0
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derivado benzodioxdlico LqIT/NW-05 apresentou o melhor resultado do estudo, uma
vez que apresentou concentracdes de Oxido nitrico estatisticamente superiores tanto
em relacdo a concentracdo basal, quanto comparado a concentracfes de Oxido
nitrico estimuladas pelos demais derivados testados. Apesar dos resultados
promissores, ainda sdo necessarios estudos suplementares que possam determinar
se os derivados benzodioxoéis interagem diretamente com a enzima Oxido Nitrico
Sintase Induzivel (iNOS), ou se atuam através da inibicdo ou ativacdo de citocinas

responsaveis pela producao e regulacao de 6xido nitrico (SANTOS et al, 2011).
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram avaliadas doze moléculas com potencial atividade
esquistossomicida, pertencentes a classe das tiossemicarbazonas e 4-

tiazolidinonas, todas apresentando em comum o anel 1,3-benzodioxol;

Os derivados benzodioxoéis apresentam atividade esquistossomicida in vitro
contra vermes adultos de S. mansoni, com significativa reducéo da motilidade,
alteragbes no tegumento e mortalidade dos vermes, além de possivel efeito

imunomodulatorio;

Os derivados que apresentaram melhor atividade esquistossomicida in vitro
foram majoritariamente compostos restritos substituidos na posi¢éo 4 do anel
1,3-benzodioxol e compostos néo restritos substituidos na posicdo 5 do anel

1,3-benzodioxol;

O derivado LgIT/NW-05, em particular, apresentou os melhores resultados
para a atividade esquistossomicida em todos os testes realizados, podendo
ser considerado um potencial composto protétipo para o desenvolvimento de

novas drogas esquistossomicidas.
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7 PERSPECTIVAS

Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo dos derivados benzodioxéis;
Realizar ensaio de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) com o
derivado LgIT/NW-05;

Determinar o mecanismo de acdo dos derivados benzodioxois através de
estudos de docking;

Avaliar a atividade imunomoduladora dos derivados através da dosagem de
citocinas.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is considered a serious public health problem in 78 countries and territories located in Africa,
Asia and America and it is estimated in more than 249 million people infected by any of the species of
Schistosoma. The exclusive use of praziquantel (PZQ), effective drug against all species of Schistosoma, has been
the basis of the development of a possible resistance against the strains of this parasite. In addition, PZQ is not
effective against young forms of worms. Thus, there is a need for the development of new drugs with schisto-
somicidal activity. The objective of this work was t hi and to eval the therapeutic potential of new
benzodioxole derivatives (3-14) candid: for schi: drugs. All ds sy d showed in
vitro schistosomicidal activity. The derivative 12 was considered the best compound, since it took 100% of
worms to mortality in the first 72 h of exposure at the concentration of 100 UM and 83.3% at the concentration of
50 uM. Furthermore, male and female adult worms, incubated for 24 h with the compound 12 showed tegument
d ized by exte d and edema, tuber destruction, bubble formation and exposure
of the muscle layer. This compound has a restricted structure, where the thiazolidinone is attached to the 4-
position of the 1,3-benzodioxol ring. The structural conformation of derivative 12 was probably responsible for
the promising schistosomicidal activity, where the presence of an electron/conformational restriction of the
thiazolidine ring, as well as the action of bromine as a bulk substitute, favored an increase in biological activity.
In addition, tegumentary changes caused by derivative 12 may also have been responsible for the death of adult
worms of Schistosoma mansoni. Therefore, we verified that the results obtained in this study make benzodioxole
derivatives possible candidates for prototypes of new schistosomicidal drugs.

1. Introduction

Schistosomiasis is considered one of the most important neglected

annually. Estimates show that at least 218 million people needed pre-
ventive treatment in 2015 as ways to reduce and prevent severe mor-
bidity in highly endemic areas [1].

diseases. It is endemic in 78 countries and territories located in Africa, Pr 1 (PZQ), a pyrazinoisoquinolinic derivative, is the only
Asia and the Americas and it is estimated to be more than 249 million alternative treatment for schistosomiasis and it is effective against all
people infected with any of the Schi species: S. h bium, S. Schi: species, safe and with low cost [2-4]. However, PZQ does not

i S. intercal S. i, S. japoni and S. k act on ij forms of worms, and there are reports of resistant strains

Approximately 92% of the parasitized population inhabit sub-Saharan
Africa, a region where schistosomiasis kills about 200,000 people

* Corresponding author
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[5,6]. At the same time, there is no availability of other schistosomicidal
drugs on the market with comparable efficacy to that of PZQ [7].
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Thus, the search for new drugs that may present activity against
Schistosoma species becomes fundamental. Our group has explored the
schistosomicidal potential of synthetic molecules on S. mansoni, among
them benzodioxole derivatives, obtained by molecular hybridization of
1,3-benzodioxole, thiosemicarbazone and thiazolidinone nuclei.

1,3-benzodioxole is present in several drugs and has been used as an
important intermediary in the organic synthesis both in the preparation
of several biologically active natural products and in the preparation of
synthetic sub inating from pl d drug develop pro-
grams [8,9]. Studies show that the thiosemicarbazones portion has
antiparasitic activity [10,11]. Similarly, the thiazolidinone nucleus has
also shown proven schistosomicidal activity [12]. Thus, the objective of
this work was to evaluate the in vitro schistosomicidal activity of ben-
zodioxole derivatives against adult worms of Schistosoma mansoni.

es or

2. Material and methods
2.1. Chemistry

IR spectra were recorded on potassium bromide pellets with a
Bruker IFS-66 IR spectrophotometer (Bruker, USA). 'H NMR spectra
were recorded at 400MHz on an Varian 400-MR spectrometer. 1°C
NMR spectra were recorded at 100 MHz on an Varian, USA 400-MR
spectrometer with tetramethylsilane as an internal standard and
DMSO-ds as the solvent. Silica gel 60-N (spherical and neutral,
100-210 m, 37560-79), supplied by Kanto Chemical Co., was used for
column chr graphy. All Iting points were measured on a
Quimis-340.27 apparatus (Quimis, Diadema, SP, Brazil) and are un-
corrected.

2.1.1. Synthesis and  characterization
carbaldehyde (2)
A solution of 3,4-dihydroxy (5g, 0.011 mol) in DMF
(150 mL) was added dropwise to a suspension of CH,Br; (31,4 mL,
16.7mol) and K,CO; (10 8, 0.0362mol) in DMF (30 mL) according
protocol to Wang et al. (2010) [13] with minor modifications. The
mixture was stirred and heated at reflux for 24h then cooled and fil-
tered. The filtrate was concentrated, diluted with water, and extracted
with ethyl acetate (3 x 100 mL). The filter cake was with ethyl acetate
(25mL). The organic layer was washed with 10% NaOH (25 mL), water
(25 mL), dried (Na,S0,), and evaporated to afford 2 g (38%) as a yellow
oil. The aldehyde was also obtained starting from the optimized pi-
peronyl alcohol [14]. The reaction consists of the oxidation of alcohol
(1, 0.0065 mol) with 15 equivalents of manganese IV oxide (8.55 g) in
dry dichloromethane (15mL) for 2h at 25°C. After 2h, the obtained
filtrate was evaporated under reduced pressure and taken to the freezer
obtaining a crystalline precipitate in a yield of 85%. The benzo[d][1,3]
dioxole-4-carbaldehyde was obtained commercially.

of  benzo[d][1,3]dioxole-5-

Idehvd.
y

2.1.2. Synthesis and characterization of thiosemicarbazones (3-9)

Then an glacial acetic acid (1,5mL) was added to a solution of
benzo[d][l,3]dioxo|e-4-carbaldehyde (1) or benzo[d][1,3]dioxole-5-
carbaldehyde (0.5g, 0.0043 mol) (2) and the appropriate N-aryl-thio-
semicarbazides (0.0043 mol) in absolute ethanol (40 mL). The con-
densation reaction was stirred under reflux for the appropriate time
(TLC controlled). The solvent was evaporated under reduced pressure
to afford the respective crude. After drying, the product was re-
crystallized from toluene [15].
2.1.2.1. 2-(benzo[d][1,3] dioxol-4-ylmethylene)-N-phenyl-thiosemicarba-
zone (3). Compound 3 was obtained as white powder (63%):
R = 0.55 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 192-193°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg): § 12.00 (1H, s, NH); 10.12 (1H, s, NH); 8.26 (1H, s,
~HC =), 7.71 (1H, d, Ar, J = 8Hz); 7.61 (3H, m, Ar); 7.42 (2H, d,
Ar, J = 8.8 Hz); 6.95 (1H, d, Ar, J = 8.8 Hz); 6.86 (IH, t, Ar, J = 8 Hz);
6.11 (2H, 5) ppm; '*C NMR (100 MHz, DMSO-dy): & 101.54 (1C, CHy);
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109.3 (1C, Ar), 116.13 (1C, Ar), 118.4 (1, Ar), 121.57 (1C, Ar), 121.5
(1C, Ar), 125.3 (2C, Ar), 128 (2C, Ar), 136.2 (1C, Ar), 138.9 (1C, Ar
146.53 (1C, Ar), 147.56 (1C, C=N), 175.86 (1C, C=S) ppm; IR (KB
cm™") 3307 (NH); 1543 (C=N); 1511 (C=S).

2.1.2.2. 2-(benzo[d][1,3, '|dioxol-4-ylmethylene)-N-(- 4-chlorophenyl)-

hi bazone (4). Cc d 4 was obtained as white powde
(50%): R = 0.60 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 220-221°C; 'H NMI
(400 MHz, DMSO-d;): § 12.01 (1H, s, NH); 10.12 (1H, s, NH); 8.2
(1H,s, —=HC = ); 7.7 (1H, d, Ar,J = 8Hz); 7.61 (2H, d, Ar, J = 6,4 Hz)
7.4 (2H, d, Ar, J = 6.4 Hz); 6,94 (1H, d, Ar, J = 7.6 Hz); 6,87 (1H, t, Ar
J = 8Hz); 6.11 (2H, 5) ppm. '*C NMR (100 MHz, DMSO-d,): § 101.54'
(1C, CHy); 109.37 (1C, Ar), 116.01 (1G, Ar), 118.33 (1C, Ar), 121.5;
(1C, Ar), 121.57 (1C, Ar), 127.31 (2C, Ar), 127.94 (2C, Ar), 129.30 (1C
Ar), 136.54 (1C, Ar), 146.63 (1C, Ar), 147.58 (1C, C=N), 175.87 (1C
C=S) ppm. IR (KBr, cm™~') 3310 (NH); 1541 (C=N); 1506 (C=S).

2.1.2.3. 2-(benzo[d][1,3]dioxol-4-ylmethylene)-N-(4-br phenyl)-

hi bazone (5). Cc d 5 was ob d as white powde
(70%): Ry = 0.60 (n-Hex/AcOFEt 7:3); mp: 216°C; '"H NMR (400 MHz
DMSO-dg): § 12.00 (1H, s, NH); 10.10 (1H, s, NH); 8.26 (1H, s,
—HC =); 7.70 (1H, d, Ar, J = 8Hz); 7.55 (4H, s, Ar); 6.95-6.86 (2H,
dd, Ar, J = 1.2Hz, J = 7.6 Hz); 6.11 (2H, d, CH,) ppm. IR (KBr, cm ')
3300 (NH); 1541 (C=N); 1502 (C=9).

2.1.2.4. 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylmethylene)-N-(4-chlorophenyl)-

hi bazone (6). Compound 6 was ob d as white powder
(35%): R¢=0.60 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 169-171°C; 'H NMR
(400 MHz, DMSO-do): § 11.8 (1H, 5, NH); 10.1 (1H, 5, NH); 8.06 (1H,
s, —HC =);7.4 (2H, d, Ar, J = 8.8 Hz); 7.6 (2H, d, Ar, J = 8.8 Hz); 6.94
(1H, d, Ar, J = 7.6 Hz) 7.1 (1H, d, Ar, J = 6.8 Hz); 7.8 (1H, 5, Ar); 6.0
(2H, d, CHy) ppm. '*C NMR (100 MHz, DMSO-d,): § 101.6 (1C, CHy);
109.37 (1C, Ar), 116.01 (1C, Ar), 118.33 (IC, Ar), 121.57 (1G, Ar),
121.57 (1C, Ar), 127.31 (2C, Av), 127.94 (2C, Ar), 129.30 (1C, Ar),
136.54 (1C, Ar), 146.63 (1C, Ar), 155.9 (1C, C=N), 175.9 (1C, C=S5)
ppm. IR (KBr, cm ™ ') 3294.2(NH); 1548 (C=N); 1497 (C—S).

2.1.25. 2»(benzo[d][1,3]dioxol-‘,‘ hylene)-N-(4-br )phenyl)-

hi bazone (7). Ci d 7 was obtained as white powder
(60%): Ry = 0.50 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 187°C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-dg): § 11.79 (1H, s, NH); 10.09 (1H, s, NH); 8.06 (1H, s,
—HC =); 7.81 (1H, s, Ar); 7.55 (2H, d, Ar, J = 8Hz); 7.54 (2H, d,
Ar, J = 8Hz); 7.15 (1H, d, Ar, J = 8Hz); 6.94 (1H, d, Ar, J = 8 Hz);
6.08 (2H, s, CHy) ppm; '*C NMR (100 MHz, DMSO-d,): § 101.96 (1c,
CHy); 106.04 (1C, Ar), 108.63 (1C, Ar), 124.89 (1C, Ar), 128.16 (1C,
Ar), 128.34 (1C, Ar), 128.93 (1C, Ar), 129.75 (2C, Ar), 138.55 (2C, Ar),
143.43 (1C, Ar), 148.52 (1C, Ar), 149.58 (1C, C=N), 176.16 (1C, C=S)
ppm; IR (KBr, cm ™) 3330 (NH); 1543 (C=N); 1498 (C=S).

2.1.2.6. 2-(benzo[d][. 1,3]dioxol-5-ylmethylene)-N-(- 4-methoxyphenyl)-
thiosemicarbazo- ne (8). Compound 8 was obtained as white powder
(60%): R;= 0.50 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 175-177°C; 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d): § 11.6 (1H, s, NH); 10.0 (1H, s, NH); 8.04 (1H,
s, —HC =); 7.38 (2H, d, Ar, J = 8.8 Hz); 7.13 (2H, d, Ar, J = 9.2 Hz);
7.11 (1H, d, Ar, J = 8 Hz); 6.93 (1H, d, Ar, J = 8Hz); 7.8 (1H, s, Ar);
6.06 (2H, s, CH,); 3.34 (3H, s, CH;) ppm. '*C NMR (100 MHz,
DMSO-dg): § 55.2 (1C, CH,); 101.4 (1C, CHy); 105.5 (1C, Ar); 108.1
(1C, Ar); 113.1 (1C, Ar) 124.2 (1C, Ar); 127.7 (1C, Ar); 128.6 (2C, Ar);
132 (1C, Ar); 142.3 (1C, Ar); 148.05 (2C, Ar); 148.9 (1C, Ar); 156.9
(1C, C=N); 176.1 (1C, C=S) ppm. IR (KBr, em™') 3316.7 (NH); 1542
(C=N); 1499 (C=S).

2.1.2.7. 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5. -ylmethylene)-N-(naphthalen-1- yl)-

hi icarbazone (9). Cc d 9 was obtained as white powder
(42%): Ry = 0.62 (n-Hex/AcOFEt 8:2); mp: 213-214°C; 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d): & 11.8 (1 H, s, NH); 10.3 (1H, s, NH); 8.12 (1H,
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5 —HC = ); 7.8 (3H, m, Ar); 7.5 (4H, m, Ar); 6.96 (1H, d, Ar, J = 8 Hz);
7.1 (1H, d, Ar, J = 8Hz); 7.9 (1H, s, Ar); 6,06 (2H, d, CH,) ppm. '3c
NMR (100 MHz, DMSO-dy): § 101 .4 (1C, CHy); 105.5 (1C, Ar), 108.09
(1C, Ar), 123.4 (1C, Ar), 124.2 (1C, Ar), 125.3 (1C, Ar), 125.9 (1c, Ar),
1259 (1C, Ar), 126.5 (1, Ar), 126.8 (1C, Ar), 127.9 (1¢, An), 128.7
(1C, Ar), 130.6 (1C, Ar), 133.6 (1C, An), 1357 (1C, Ar), 142.3 (1C, Ar),
148.04 (1€, Ar), 148.9 (1C, C=N), 177.6 (1C, C=S). IR (KBr, cm 1)
3310.3 (NH); 1550 (C=N); 1499 (C=5).

(18-96 h, monitoring by TLC). After wards, the

final solution was cooled to room tej and q ly in an ice
bath. After drying, the product was recrystallized from toluene [16].
2.1.3.1. 2-(benzo[d][1,3]dioxol-4-ylmethl )hydrazono)-3-
phenylthiazolidin-4 ne (10). C p d 10 was obtained as white

powder (45%): R = 0.55 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 220 °C; '"H NMR
(400 MHz, DMSO-dq): § 8.22 (1H, s, —=CH = ); 7.37-7.54 (5H, m, Ar);
7.24 (1H, d, Ar, J = 7.2 Hz); 6.99 (1H, d, Ar, J = 7.6 Hz); 6.90 (1H, t,
Ar, J = 8 Hz); 6.09 (2H, s, CH,); 4.09 (2H, 5, CH,) ppm; IR (KBr, em™1")
1589 (C=N); 1730 (C=0).

2:1.3.2, 2, (benzo[d][1,3 ]dioxal—4-yhnelhylene)hydrazano)-3~( 4-
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NMR (400 MHz, DMSO-dy): & 8.22 (1H, 5, —CH — %
J = 8.4H2); 7.27 (2H, d, Ar, J = 8.4 Ha);
6.98 (1H, d, Ar, J = 7.6 Hz); 6.08 (2H, s, CH,); 4.06 (2H, s, CH,): 3.8(
(3H, 5, OCH;) ppm; '*C NMR (75 Mz, DMSO-dg): § 32.13 (OCH.)
55.39 (1€, CH,); 101.63 (1C, GH,); 105.63 (1c, An), 108.53 (1C, Ar)
114.25 (1C, An), 124.15 (1€, Ar), 127.55 (ic, Ar), 128.47 (2, Ar)
12934 (2¢, Ar), 147.84 (1C, Ar), 149.65 (1¢, C=N), 157.11 (Cg),
159.13 (Cq), 164.81 (Cq); 172.12 (C=0) pPm; IR (KBr, em~") 1556
(C=N); 1602 (C=0).

7.21 (2H, d, A
7.04 (2H, d, Ar, J = 8.8 Hz)

2.2. Biological activity

2.2.1. In vitro Cytotoxicity assay in Hela cells (human cervical cancer
epithelial cells)

Cytotoxicity assays were performed using HeLa cells. Cells in the
exponential growth phase were collected by centrifugation and con-
centration of 4-5x 10*/ml, was created. 100 pL of the cell suspension
was added to each well of a 96-well plate and cultured overnight at
37°Cin a humid atmosphere with 5% CO,. Benzodioxole derivatives (at
800, 400, 200, 100, 50, 25 and 12 UM) were added. Each concentration
Wwas assayed in triplicate, and control wells (no cells and no drugs) were
assayed at the same time. The ‘no cell’ control wells only contained
RPMI 1640 medium, MTT, DMSO and benzodioxole. The ‘no drug’
control wells contained the HelLa cells, RPMI 1640 medium, MTT and
DMSO. The cells were cultured for 48 h at 37°C in a humid atmosphere
with 5% CO,. Then, 20 L of 5 mg/mL MTT was added to each well and
the culture conditions were maintained for 4 h, After this point, the

chlorophenyl)-thiazolidi 4-one (11). C 11 was obtained as
white powder (72%): R; = 0.50 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 221 G 'H
NMR (300 MHz, DMSO-d,): § 8.24 (1H, s, —CH = ); 7.73 (2H, d, Ar,
J =9Hz); 7.38 (1H,d, Ar,J = 8.4 Hz); 7.24 (1H, d,Ar,J =78 Hz); 6.99
(d, 1H, Ar, J = 6.9 Hz); 6.98 (1H, t, Ar, J = 7.8 Hz); 6.08 (2H, s, CH,);
4.08 (2H, 5, CH,) ppm; '*C NMR (75 MHz, DMSO-dy): § 32.38 (1C, CH,);
101.68 (1C, CH,); 110.08 (1C, Ar), 115.96 (1C, Ar), 119.16 (1€, An),
121.79 (1C, Ar), 121.83 (1C, Ar), 130.43 (2C, An), 132.05 (2C, Ar),
134.18 (1C, Ar), 146.68 (1C, Ar), 147.86 (1C, C=N), 151.89 (Cq), 165.56
(Cq); 171.83 (C=0) ppm; IR (KBr, cm™') 1591 (C=N); 1726 (C=0).

2.1.3.3. 2-benzo[d][1,3]diox: I-4-ylmethyl, hydrazono)-3-(4-

bromophenyl)thi 4-one (12). Comg d 12 was obtained as
white powder (75%): R; = 0.60 (n-Hex/AcOFEt 8:2); mp: 239-240 °Gs
'"H NMR (400 MHz, DMSO-d,): § 8.24 (1H, s, —HC = ); 7.57 (2H, d, Ar,
J3 = 12Hz); 7.42 (2H, d, Ar, J = 12 Hz); 7.25 (1H, d, Ar,J =10 Hz);
7.0 (1H, d, Ar, J = 10 Hz); 6.8 (1H, t, Ar, 10 Hz); 6.09 (2H, s, CH,); 4,08
(2H, 5, CHy) ppm. '°C NMR (100 MHz, DMSO-de): § 32.3 (1C, CH,);
101.6 (1C, CH,); 109.37 (1C, An), 116.01 (1C, Ar), 118.33 (1€, Ar),
121.57 (1€, Ar), 121.57 (1C, Ar), 127.31 (2C, Ar), 127.94 (2C, An),
129.30 (1€, Ar), 136.54 (1C, Ar), 146.63 (1C, Ar), 155.9 (1C, Ar), 175.9
(1C, C=0) ppm. IR (KBr, cm ') 1592 (C=N); 1543 (C=0).

2.1.3.4. 2-benzo[d][ 1,3 IdioxaI-S»ylmethylenehydrazona)-3-( 4-chlorophe-
nylthiazolidin-4-one (13). Compound 13 was obtained as white
powder (45%): Ry = 0.60 (n-Hex/AcOFt 8:2); mp: 248-249 oy ¢ |
NMR (400 MHz, DMSO-d,,): § 8.22 (1H, s, =HC = ); 7.57 (2H, d, Ar,
J = 8Hz); 7.44 (2H,d, Ar,J =8 Hz); 7.28 (1H, s, Ar); 7.22 (1H, d, Ar,
J = 8Hz); 6.97 (1H, d, Ar, 8Hz); 6.08 (2H, s, CHy); 4.08 (2H, s, CHy)
ppm. C NMR (100 MHz, DMSO-dq): § 32.3 (1€, CH,); 101.65 ac,
CHy); 105.6 (1€, An), 108.5 (1¢, Ar), 124.2 (1¢, Ar), 128.3 (1C, Ar),
129.1 (1€, Ar), 130.1 (2C, Ar), 133.2 (2C, Ar), 133.8 (1C, Ar), 147.85
(1C, Ar), 149.7 (1C, Ar), 146.63 (1C, Ar), 149.7 (1C, C=N), 157.2 G,
Ar), 164.2 (1C, C=N), 171.8 (1C, C=0). IR (KBr, em~') 1590 (C=N);
1540 (C=0).

2.1.3.5. 2-(benzo[d], 1 .3]d|'oxol-5—ylmethylene)hydrazuno)-3- (4-
methoxyphenyl)thiazoli-din-4-one (14). Compound 14 was obtained as
white powder (70%): R; = 0.58 (n-Hex/AcOFEt 8:2); mp: 195-19¢ ‘G 'H
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dium was removed and 150 L. DMSO was added into each well to
dissolve any crystallization. The value of absorbance at 570 nm of each
well was measured with a microplate reader to assess the toxic effect of
benzodioxoles on the vertebrate cells [17].

2.2.2. Obtainment of Pparasites and ethical considerations

In this study the s, mansoni strain BH (BH - Belo Horizonte, MG,
Brazil) was used, which is routinely maintained at the Keizo Asami
lmmunopathology Laboratory of UFPE, through successive passages in
mollusks of the genus Biomphalaria glabrata and Swiss webster mice (Mus
musculus).

Mice with 30 days old weighing about 30g (+ 2g) were infected
percutaneously with about 120 cercariae of S. mansoni. After 45 days of
infection, adult worms were recovered through perfusion of the hepatic
portal system of mice [18]. The experiments were approved by the
Ethics Committee on Animal Experimentation of UFPE (23076.046642/
2014-81).

2.2.3. In vitro assay
S. mansoni adult worms were recovered from mice were washed and
transferred to culture dishes (2 couples of worms per well) containing
2ml of RPMI-1640 medium plus 20 mM HEPES PH 7.5, penicillin (100
Ul/mL), streptomycin (100 pg/mL) and 10% fetal bovine serum and
then incubated at 37 °Cin a humid atmosphere containing 5% CO,.
After a 2h period of adaptation to the medium, the benzodioxole

control) or exposed to 10 uM PZQ (positive control).

All experiments were performed in quadruplicates and were re-
peated at least twice. The parasites were kept in culture for 5 days and
monitored every 24 h and observed in the inverted optical microscope
(BestScope BS-2090) for evaluation of motor activity, oviposition and
mortality rate.

2.2.4. Schistosomicidal evaluation criteria
2.2.4.1. Motility and survival. An inverted microscope was used to
evaluate the motility and survival of the worms, which were
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Scheme 1. Synthesis of the target compounds. i) glacial acetic acid, ethanol, reflux and N-aryl-thiosemicarbazides (24-48 h);

monitored at 24, 48, 72, 96 and 120 h of incubation. The motile and
survival of the worms were evaluated according to the criterion of the
viability scale proposed by Ramirez and collaborators (2007) [19] with
some adaptations, using scores of 0-3 for each movement analyzed,
being: score 3 for active worms with normal body movements; score 2
for slow worms with delayed body movements, and may only present
movements of the anterior and posterior extremities; score 1 for very
slow worms with occasional movement of the extremities or intestine
and score 0 for still/dead worms with total absence of movement. The
treatment was considered lethal when it was not possible to observe
parasite movements for up to 2 min,

2.2.5. Scanning electron microscopy
For the ultrastructural analysis of the activity of benzodioxole de-
rivatives against adult worms of S. mansoni, scanning electron micro-
scopy (SEM) was used. After incubation at 50 M and 100 uM for 24 h
the worms were washed in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 for further
fixation in 0.1 M phosphate Buffer and 2.5% glutaraldehyde. Post-
fixation was performed on 1% osmium tetroxide in 0.1 M phosphate
buffer for 90 min. Then, three washes were carried out in 0.1 M phos-
phate buffer for further dehydration, using a growing series of 30%,
50%, 70%, 90% and 100% ethanol for 10min each step. After dehy-
dration, the critical point for the substitution of ethanol with carbon
dioxide was obtained, drying the material for assembling the material
in metallic stubs using a double carbon tape. The metallization was then
performed by covering the material with a thin layer of gold for vi-
ion and lysis on the ing electron microscope JEOL
JSM-5600 LV.

2.2.6. Statistical analysis

Numerical data were analyzed using Graphpad PrismS (GraphPad
Software, Inc., La Jolla - CA, USA) software, and they are expressed as
standard deviation (SD). Statistical differences were determined using
one-way analysis of variance (ANOVA) in association with the Turkey
test for multiple simple-step comparisons. All the results were expressed
as mean values of the groups + standard deviations, and a value of
P < 0.05 was considered statistically significant.
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ii) CICH,CO,Et, CH;COONa, E(OH, 24-48 h.

3. Results
3.1. Chemistry study

Unless noted otherwise, all commercially available reagents for
obtaining compounds 3-9 and 10-14 were quantity from Aldrich”
Chemical. The benzo-[d][],3]-dioxol-4—carbaldehyde (1) was obtained
in very low yields by the methods used. Thus, it was preferable to use
the aldehyde obtained commercially. The benzo-[d][1,3]-dioxol-5-car-
baldehyde (2) was initially obtained by an SN, nucleophilic substitu-
tion reaction between 3,4-dihydmxybenzaldehyde and  di-
bromomethane. The formation of the derivative was confirmed by
characteristic signs of 'H NMR, represented by methylene hydrogens at
3 6 ppm in the form of a singlet, indicating the formation of the pen-
tameric ring of aldehyde. The sy is of aldehyde (2) was d
using oxidation of piperonyl alcohol with a yield of 85%.

Derivatives 3-9 were obtained using a condensation reaction be-
tween aldehydes and thiosemicarbazides, previously described [15], as
confirmed by 'H NMR, where it was possible to observe the presence of
hydrogens from the imine singlet (CH=N) at around 8 ppm and to
identify IR bands corresponding to the thiocarbonyl group (C=S),
imine (C=N) and NH [15].

Finally, 10-14 were obtained by way of cyclization of thiosemi-
carbazones and ethyl chloroacetate in basic medium, leading to the
formation of the 4-thiazolidinone ring, as confirmed by the presence of
'H NMR with singlet at 6 and 4 ppm corresponding to the methylenes of
the by dioxole and thiazolidii rings, respectively [20]. The dia-
gram of synthesis adopted to obtain the 1,3-benzodioxole derivatives
can be demonstrated in Scheme 1.

3.2. Invitro effect of benzodioxole derivatives on adult worms of S. mansoni

Table 1 expresses the results of the schistosomicidal assay of ben-
zodioxole derivatives against adult S. mansoni worms after 120 h of
incubation. The results show that the compounds 5,7, 8,9, 10, 11 and
12 were able to cause 100% worm mortality. The other compounds 3,
4, 6, 13 and 14, although not reaching 100% mortality, were able to
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Table 1
Motility score of control worms, treated with Praziquantel (10 yM) and with benzodioxole
derivatives (120 uM) after 120 h of incubation.
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B3). The surface of male schistosomes displayed the gynecophoral cana
(CG) (Fig. 1 A1), a longitudinal fold in the middle and posterior body tha
houses the female for the purpose of mating and reproduction. The
anterior portion is characterized by oral sucker (0S) and ventral sucker ol

Treatments  Motility score of adult worms of Schistosoma mansoni (%) s
3 2 1 o0

DMSO 100 - -

PZQ - - - 100

3 - - 33.33 66.66

4 - - 66.66 33.33

5 - - - 100

6 - 8.33 917 -

7 - - - 100

8 - - - 100

9 - - - 100

10 - - - 100

11 - - - 100

12 - - - 100

13 - - 100 -

14 - - 33.33 66.66

Score criteria: 3- active worms with normal body movements; 2- slow worms with de-
layed body movements, and may present only movements of the anterior and posterior
extremities; 1- very slow worms, with of the or intes-
tine; 0- real/dead worms with total absence of movement.

cause significant alterations in motility of adult worms.

Considering the maximum effect of 100% mortality after 120 h of
exposure, we performed mortality kinetics every 24 h for 5 consecutive
days using lower concentrations (200 uM, 100 pM, 50 uM and 25 HM).

According to Table 2, the benzodioxole compounds 10 and 12
achieved 100% mortality in the first 72h of exposure at the con-
centration of 200 uM. However, the compound 12, at this same time
interval, led to 100% mortality at the concentration of 100 UM and
83.3% at the concentration of 50 uM.

The other selected derivatives also presented schistosomicidal po-
tential, being dependent on time and concentration. At the concentra-
tion of 100 puM, it was possible to observe that the compound 5 reached
100% worm mortality in 96 h, while the compounds 9 and 11 were able
to cause 100% mortality of worms in 120 h. At the concentration of
50 uM, the compounds 7 and 10 promoted 75% mortality in 96 h while
the compound 5 achieved this same schistosomicidal effect in 120 h.

The worms in contact with the PZQ (positive control) showed total
absence of their movements in the first 24h of observation, while the
worms in contact with RPMI and DMSO medium (negative control) were
active with normal body movements throughout the experiment 120 h.

In relation to cytotoxicity assay, benzodioxole derivatives with the
best schistosomicidal effects (5,8,9,10, 11 and 12) showed ICsq values
ranging from 45.77 uM to 163 pM (Table 2). Among these derivatives,
the compound 12 was chosen for further tests because it presented the
best schistosomicidal activity.

3.3. Ultrastructural damage of S. mansoni adult worms treated with the
compound 12

The ¢ d 12 was | d for its potential to cause ultra-
structural alterations in the integument of S. mansoni adult worms.
Compared to the other derivatives, it was shown to be the most effec-
tive in causing the death of worms in the shortest time interval.

Worms incubated with compound 12at concentrations of 50 M
and 100 uM were used. The analysis took place in 24 h, at which time a
significant change in the motility of the worms was observed, without
them being dead.

Scanning electron microscopy (SEM) revealed
of the I} surface 1 to the cc d 12, compared to the
negative (untreated) and positive control (exposed to Praziquantel).

Worms incubated for 24 h in a ppl d RPMI 1640 medium and
1.5% DMSO showed intact surface structure and topography (Fig. 1 Al-

ultrastructural damage
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(VS) (Fig. 1 A2). At a higher magnification of the mid-dorsa
region of the worms a large number of tubercles (Tu) were observec
(Fig. 1 A3); the surface of female schistosomes displayed cylindrical body
(Fig. 1 B1), oral sucker (OS) and ventral sucker or acetabulum (VS
(Fig. 1B2) and smooth tegument (ST) (Fig. 1 B3).

The in vitro effects of PZQ (10 HM) on adult male and female worms
caused an obvious contraction of longitudinal muscles, resulting in
evident curvature and shortening of the worms (Fig. 2 A and C). Adult
male worms were marked by evident severe lesions that included tu-
bercle collapse, loss of spicules, blistering over the surface of the te-
gument (B) and the appearance of holes and bubble rupturing on the
tegument (arrow) (Fiz. 2B).

In adult female worms, besides the evident longitudinal contraction,
it was possible to observe contraction of the circular musculature
causing formation of rings that are shown in varied sizes (arrows) and
disappearance of wrinkles (Fig. 2C and D). At higher magnification it is
possible to observe various blisters distributed throughout the body (B)
and the formation of edema in the integument (S) (I'ig. 2D).

Fig. 3 shows male (Fig. 3 A1-B4) and female (Fig. 3 C1-D4) worms
incubated for 24 h with compound 12 at concentrations of 50 (A1-A4
and C1-C4) and 100 uM (B1-B4 and D1-D4). At both concentrations
deep changes in the surface of the worms were observed result of the
destruction of the integument in all worms examined. Although the
characteristics of the tegumentary lesions were similar, it was possible
to visualize larger damages in the highest concentration analyzed.

In Fig. 3 A1 and B2 an extensive tegumental destruction (TD) with
bubbles (arrows) and erosion areas (arrow head) is observed in the
anterior portion of male worms. At the concentration of 100 pM there is
also disintegration at the edge of the ventral suction cup (D) and the
presence of bubbles (arrows). In addition, in the proximal posterior
portion, it is evident the tegumental destruction with loss of tubers (TD)
and numerous bubbles (arrows) (Fig. 3 B2). Figure A2 (terminal por-
tion) and figures A3 and B3 (middle portion) depict the tegumental
destruction of the male worm (TD) showing loss of tubers, spines and
parallel folds. At the concentration of 50 UM, figure A2, it is possible to
observe areas with swelling (S) and agglomerated tubers (AT). At
higher magnification, Figures A4 and B4 show severe alterations in the
tegument characterized by tuber disintegration (D) and erosion of the
integument (arrowhead) that resulted in b, membrane

In the female worms the integument appeared rough throughout its
length (Fig. 3C1 and D2). At higher magnification, Fig. 3C2 and D3 and
Fig. 3 C3-4 and D4 show alterations characterized by extensive des-
quamation (Sl), bubbles (arrows) and areas with erosions in the pos-
terior and middle regions (arrowhead), respectively. It is also possible
to observe, in the concentration of 100 UM, focal areas with apparent
swelling (S) with fusion of tegumental wrinkles (Fig. 3 D1-2),

P e.

4. Discussion
4.1. In vitro effect of benzodioxole derivatives

Chemotherapy is the main strategy to control schistosomiasis, and
praziquantel is the only drug of choice in the treatment of this parasitic
disease [21,22]. However, besides PZQ being inactive against immature
forms of S. mansoni worms, several treatment failures have been re-
ported. In addition, the development of PZQ-resistant strains is im-
minent due to frequent exposure in mass treatment campaigns and the
long period of use in the market [23-25). Thus, it is imperative to de-
velop research that may point to the discovery of new drugs with
schistosomicidal activity.

Some studies have reported the importance of the pharmacophore
nuclei that form the benzodioxole derivatives (thiosemicarbazone,
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Table 2

Schistosomicidal activity against adult worms of mansoni and

Chemico-Biological Interactions 283 (2018) 20-2¢

against HeLa cells of benzodioxole derivatives.

Compounds  Time (h)  Concentration (uM) | changes hout the 1Cs50 (UM)
200 100 50 25
Mortality (%)
5 24 0 0 0 0 No pairing, non-adherent suction cups, absence of eggs, blisters, darkening and folding of worms. 163 * 9.6
48 0 0 0 0
72 50 333 0 0
96 91.7 100 16.7 417
120 100 100 75 66.7
7 24 0 0 0 0 Inability of pairing, non-adherent suction cups, absence of eggs, bubbles. 118.3 + 3.09
48 0 0 0 0
72 50 16.7 16.7 o
96 917 583 75 0
120 100 66.7 75 0
8 24 0 0 0 0 Inability of pairing, non-adherent suction cups, absence of eggs, bubbles. 156.4 = 2.79
48 4917 0 o 0
72 66.7 0 0 o0
96 100 50 0 0
120 100 83.3 0 0
9 24 0 0 0 0 Inability of pairing, non-adherent suction cups, absence of eggs, bubbles. 1234 + 278
48 0 0 0 0
72 583 833 0 0
9% 100 91.7 66,7 91.7
120 100 100 100 100
10 24 25 0 0 83 Inability of pairing, non-adherent suction cups, absence of eggs, bubbles. 159.6 + 4.25
48 100 25 0 16.7
72 100 333 333 16.7
96 100 583 75 41.6
120 100 75 75 58.3
1 24 0 0 0 0 Inability of pairing, non adherent suckers, absence of eggs, blisters, exposure of muscle fibers. 60.71 + 3.83
48 0 0 0 o
72 50 8.3 0 0
9% 91.7 50 167 0
120 100 100 25 0
12 24 0 0 0 0 Inability of pairing, non adherent suckers, absence of eggs, blisters, exposure of muscle fibers. 45.77 * 3.63
48 o0 0 0 o0
72 100 100 833 0
96 100 100 833 25
120 100 100 833 50
Note: 1 - During all observation interval the drug-free adult S. mansoni worms (negative control group) di play it with waves h the who

body, suckers in constant movement and occasionally adhering to the bottom of the culture plat and without apparent morphological change. 2 - PZQ (positive control group) cause
immediate reduction of motility, leaving them clearly shortened and after 24 h of exposure, 83.3% the worms had lost movement completely.

hiazolidinedione and 1,3-b dioxole) as p ial schi icidal do not
agents. As an example we can mention the work of Espindola et al.
(2015) [26] with thi icarbazone log which were able to

inhibit the cruzain protease, a protease belonging to the cysteine pro-
tease family and which plays a key role in the invasion, differentiation
and proliferation of parasites in cells of the host. Likewise, Santiago
et al. (2014) [27] demonstrated the importance of the thiazole nucleus
in promoting in vitro 100% mortality of S. mansoni adult worms and
stimulating the production of nitric oxide and TNF-a, indicating their
participation in immunomodulatory activity.

According to Gupta et al. (2016) [28] the benzodioxole ring is a
potential nucleus that must be explored in its antitumor, antibacterial,
antifungal, antiparasitic and antioxidant activities. In addition, Barreiro
et al. (2001) [9] reported that the 1,3-benzodioxole sub-unit of safrole
is capable of interacting with receptors, characterizing this natural
product as a potential raw material for drug prototype.

The cytotoxic activity of the benzodioxole derivatives in culture of
HelLa cells presented 1Cs, values greater than 100 pM with the excep-
tion of the compounds 11 and 12 derivatives as shown in Table 2. Si-
milar ICs, value for PZQ against the same cell line was determined by
Patra et al. (2012) [29].

Although all the b dioxole derivatives d schis-
tosomicidal activity, the compound 12 was the one that in the shortest
time killed 100% of the worms, nevertheless it was the one that pre-
sented the lowest I1C5o showing to be the derivative with greater cyto-
toxic effect in HelLa cells. However, reported in vitro cytotoxicity results

1 2o
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ily have repercussions on in vivo toxicity assays. Oliveir
et al. (2017) [30], when studying compounds with antiproliferativ
activity, demonstrated that the most potent derivative of the serie
despite being the most cytotoxic against the HaCat (immortalize
human keratinocyte) strain, did not present serious clinical side effec
when evaluated in acute toxicity.

In this study, benzodioxole derivatives were able to lead to mo
tality of S. mansoni worms, as well as alter motile parameters, promol

h in the i cause bility and inhibit ovipositiol
thus showing the potential of these derivatives as a prototype
schistosomicidal drugs. All the benzodioxole derivatives tested wei
able to provoke unmokmg of the worms and when this occurs, there ai
biochemical and physiological ges mainly in female worms, whic
are represented by the atrophy of the ovary, the yolk gland and tt
diminution of the corporal size of the worm [31]. Likewise, changes
the integ; caused by b dioxole derivatives contribute to i
potential as a prototype schistosomicide drug, since the integument
essential for the survival of S. mansoni worms, being involved in pr
cesses of nutrient absorption and secretion of products, as well
protection against the immune response of the host [32].

On the other hand, when evaluating the benzodioxole derivativ
through their chemical structures, we observed that some molecul
have conformational constraints, a factor that may allow the develo
ment of structure-activity relationship studies [33].

The introduction of conformational constraints such as formation
N-methylated chains, incorporation of double bonds or substitution
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Fig. 1. (A1-B3) Scanning electromicrographs of male (A1
A3) and female (B1-B3) S. mansoni adult worms in a sup
plemented RPMI 1640 medium and 1.5% DMSO showing
intact surface structure and topography; (A1, 35x) Surfact
of male schistosome presenting gynecophoric canal (GC)
(A2, 200x) Anterior portion characterized by oral sucke
(0S) and ventral sucker or acetabulum (VS); (A3, 400x) At :
higher magnification of the mid-dorsal region of the worms
a large number of tubercles (Tu); (B1, 60x) Surface of fe
male S. mansoni worms, where a cylindrical body was
identified; (B2, 600x) Ventral sucker (VS) and oral sucker o1
acetabulum (0S) and (B3, 350x) smooth tegument of fe
male worms (ST),

Fig. 2. (A-D) Scanning electromicrographs of male and
female S. mansoni adult worms treated with PZQ (10 uM);
Contraction of longitudinal muscles, resulting in evident
curvature and shortening of male (A, 70x) and female
worms (C, 150x); (B, 190x) Adult male worms showing
severe lesions, including tubercle collapse, loss of spicules,
blistering over the surface of the tegument (B) and the ap-
pearance of holes and bubble rupturing (arrow); (C, 150x)
Contraction of the circular musculature causing formation
of rings that are shown in varied sizes (arrows) and dis-
appearance of wrinkles; (D), 600x) At a higher magnification
various blisters distributed throughout the body (B) and the
formation of edema in the integument (S).
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clusters, may be able to promote potentiation of the pharmacological
activity by stabilization of the molecule, increase in affinity and se-
lectivity, besides providing information about the needs topography of
the receptors [33]. In addition, recent studies have demonstrated the
possibility of using spacer groups with a certain degree of conforma-
tional restriction as a strategy for the design of new drugs. The pre-
paration of N-acylhydrazones and thiosemicarbazones with a higher
degree of conformational restriction, for example, led to the production
of compounds with increased antiparasitic activity [34].

As regards the influence of the substitution on the p-phenyl unit, we
can first consider the compounds 4 and S5, which are unrestricted
compounds, substituted in the 4-position of the 1,3-benzodioxole ring.
Compound 4 was able to cause mortality of only 33.33% of worms in
the concentration of 200 uM in 120 h, although it was responsible for a
significant reduction in motility (66.66%). In comparison, the com-
pound 5 promoted 100% mortality of worms at a concentration of
100 uM in 96 h. This demonstrates that bromine substitution enhances
schistosomicidal activity as compared to substitution with chlorine at
the p-phenyl position.

Also with respect to the influence of substitution on the p-phenyl
unit, the same fact is observed when comparing the compounds 11 and
12. These compounds are restricted, substituted at the 4-position with
respect to the 1,3-benzodioxole ring. Both were able to cause 100%
worm mortality at 100 uM concentration, but the compound 12 took
less time to achieve this effect.

In addition to the influence of substitution on the p-phenyl unit, we
should consider the contribution of the binding position of the thiose-
micarbazone or thiazolidinone nuclei to the 1,3-benzodioxole ring.
Both compounds 5 and 7 are unrestricted molecules, substituted with
bromine at the p-phenyl position. However, due to the binding position
of the thiosemicarbazone to the 1,3-benzodioxole ring, these molecules
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Fig. 3. (A1-D4) Scanning electromicrographs of
male (A1-B4) and female (C1-D4) S.mansoni
worms incubated for 24 h with compound 12 at
concentrations of 50 (Al-A4 and C1-C4) and
100 uM (B1-B4 and D1-D4); (A1,200x; B2,300x)
extensive tegumental destruction (TD) with bub-
bles (arrows) and erosion areas (arrow head) is
observed in the anterior portion of male worms;
(B2,300x) At the concentration of 100 MM there is
also disintegration at the edge of the ventral
suction cup (D), the presence of bubbles (arrows)
and in the proximal posterior portion, it is evident
the tegumental destruction with loss of tubers
(TD) and numerous bubbles (arrows); Terminal
portion (A2,250x) and middle portion (A3,200x
and B3,300x) showing loss of tubers, spines and
parallel folds; (A2,250x) At the concentration of
50 pM it is possible to observe areas with swelling
(S) and agglomerated tubers (AT); (Ad, 500x and
B4, 650%) At a higher magnification severe al-
terations in the tegument characterized by tuber
disintegration (D) and erosion of the integument
(arrowhead) that resulted in basement membrane
exposure were identified; (C1,120x and D2,35x)
Rough Integument of female worms throughout
its length; (C2,700x and D3,550x) and (€3,900x;
C4,1.500x and D4,1.000x) At a higher magnifi-
cation alterations characterized by
desquamation (S1), bubbles (arrows) and arcas
with erosions in the posterior and middle regions
(arrowhead), respectively; (D1,500x and D2,35x)
In the concentration of 100 uM, focal areas with
apparent swelling (S) with fusion of tegumental
wrinkles,

extensive

gave different results, with the most active compound 5 compared to
compound 7.

Another example of the influence of the 1,3-benzodioxole ring
binding position on schistosomicidal activity would be demonstrated by
compounds 11 and 13. Both are restricted, isomeric molecules, sub-
stituted with chlorine at the p-phenyl position. However, compound 11
when substituted at the 4-position with respect to the 1,3-benzodioxole
ring was much more active compared to the compound 13, since it did
not cause worms to die during the note.

Finally, a factor that had great importance in the presentation of in
vitro schistosomicidal activity of benzodioxole derivatives was the
presence or absence of conformational restriction. Compounds 3 and 10
are unsubstituted benzodioxole derivatives on the p-phenyl ring, and
substituted at the 4-position of the 1,3-benzodioxole ring. However, the
compound 10, as a function of the conformational restriction re-
presented by the thiazolidine ring, was effective in promoting a higher
percentage of mortality in a shorter time.

It is interesting to note that in compounds substituted at the 5-po-
sition of the 1,3-benzodioxole unit, the presence of conformational re-
striction promotes less promising results when compared to unrest-
ricted molecules. This can be observed in the results presented by the
compounds 8 and 14. Both are derivatives substituted at the 5-position
of the 1,3-benzodioxole ring and both have the methoxy group, which
in addition to facilitating interaction with the receptor because it is
bulky, also has anti-parasitic effect previously demonstrated in the lit-
erature by Pitta et al. (2006) [35]. However, compound 8 presented
schistosomicidal activity superior to compound 14.

Thus, restricted molecules with substitution at the 4-position of the
1,3-benzodioxole ring show better schistosomicidal activity compared
to restricted 5-substituted 1,3-benzodioxole ring molecules. At the same
time, unrestricted molecules with substitution at the 5-position of the
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1,3-benzodioxole ring show better schistosomicidal activity than re-
stricted 5-substituted 3-benzodioxole ring molecules.

This is due to the fact that compounds substituted at the 5-position
without conformational restriction may assume conformation that fa-
vors the interaction, since the molecule is less rigid, as observed with
compounds 7, 8 and 9. On the other hand, the stiffness of the molecule
represented by the presence of conformational restrains in ¢ d
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5. Conclusions

Our results d. ate that b di derivatives present in
vitro schistosomicidal activity against S. mansoni adult worms, with
significant reduction of motility, changes in tegument and mortality of
worms. The compound 12, in particular, presented the best results for
the schi icidal activity, and could be considered a potential pro-

substituted in the 4-p of the 1,3-b dioxole ring presents
greater benefits, increasing the schistosomicidal activity, as observed in
the results presented by the compounds 10, 11 and 12. In addition, the
volume and electron effects of substituents on the para position of the
phenyl ring, such as the methoxy group, the naphthyl group and ha-
logens such as bromine and chlorine, may also influence the activity.
Thus, derivatives having the best schistosomicidal activity were
mostly substituted ds at the 4-p of the 1,3-b, dioxol
ring (compounds 10, 11 and 12) and unsubstituted position 5 of the
1,3-b dioxole ring (compounds 7, 8 and 9). The exceptions were
rep) 1 by the b dioxol pounds 5 (unrestricted and sub-
stituted at the 4-position of the ring) and 6 (unrestricted and substituted
at the 5-position of the ring), which presented non-standard results due
to the electronic effects caused by the substituents p-bromophenyl

totype compound for the devel of new schi i drugs.
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(higher activity) and p-chlorophenyl (lower activity), respectively.
4.2. Ultrastructural changes of S. mansoni adult worms
The tegument of adult worms of S. mansoni is an important biolo-

gical target of schistosomicidal drugs, since it is a protective layer re-
sponsible for nutrient absorption, secretory functions and p
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protection [36]. Thus, ultrastructural changes in the surface of the in-
tegument have been used as an important parameter to be evaluated in
schistosomicidal drug tests [37].

Male and female adult worms, incubated for 24 h with the com-
pound 12 showed tegument damages characterized by extensive des-
quamation and edema, tuber destruction, bubble formation and ex-
posure of the muscle layer. These changes were similar to those seen in
Schistosoma mekongi adults treated with Ar [38], in Schi

http://dx.doi.org/10.1016/j.cbi.2018.01.016.
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