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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca negligenciada que afeta cerca de 258 milhdes de pessoas
mundialmente e matam 500 mil por ano. Causada pelo helminto Schistosoma mansoni, no
Brasil esta presente em 19 estados e no Distrito Federal. O tratamento preconizado pela OMS
é feito exclusivamente com o praziquantel, apesar da grande problematica pela sua baixa
efichicia em fases juvenis dos parasitas e efeitos adversos nos pacientes. As
tiossemicarbazonas e tiazolidinas sdo grupos quimicos que ja apresentam grande espectro de
atividade bioldgica, e com modificacGes nos radicais, podem se tornar mais eficazes e mais
seletivas aos alvos bioldgicos. Varias séries dos grupos quimicos tiossemicarbazonas e
tiazolidinas vem sendo desenvolvidos e testados. Para avaliar a acdo destas moléculas frente
ao Schistosoma mansoni, compostos da série JF-LgIT/UFPE foram sintetizados: JF30, JF31,
JF33, JF34, JF35, JF36, JF38, JF39, JF42 e JFA43. Foram avaliados a citotoxicidade em células
VERO, atividade esquistossomicida in vitro para vermes jovens e adultos e alteracdes
ultraestruturais. O composto JF35 apresentou CCso de 724,13uM, sendo menos citotoxicos
que o PZQ que teve como indice 658,30uM. Os compostos JF39 e JF42 apresentaram indices
de 622,27uM e 609,83uM, respectivamente. Os compostos JF30, JF31, JF33, JF34, JF36,
JF38 e JF43 foram mais citotdxicos que o controle positivo. Os compostos JF31 e JF43,
apresentaram 100% de mortalidade em 24h na dose de 200uM para vermes adultos e 48h para
jovens. Foram avaliados parametros de motilidade, mortalidade e oviposicdo: JF31 e JF43
apresentaram score 0 em 24h, significando auséncia total de movimentos, ndo apresentaram
ovos e danos tegumentares foram observados em microscopia 6tica. Através de microscopia
eletronica de varredura tais alteracbes tegumentares foram observados danos estruturais
causados pelos compostos JF31 e JF43, como: exposicdo da musculatura, formacédo de bolhas
tegumentares, tegumentos com morfologia anormal e destruicdo de tubérculos e espiculas. O
composto JF31 apresentou-se 1,20 vezes mais seletivo para vermes jovens e 2,39 vezes para
vermes adultos; o composto JF43 foi 3,74 vezes mais seletivo para vermes jovens e 1,87 para
vermes adultos. Assim, os compostos JF31 e JF43, demonstraram-se 0S mais promissores por
apresentarem atividade esquistossomicida frente ao S. mansoni em diferentes fases de

desenvolvimento.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonas. Tiazolidinas. Schistosoma mansoni. Atividade

Biologica



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected disease that affects about 258 million people worldwide and
kills 500,000 a year. Caused by the helminth Schistosoma mansoni, in Brazil it is present in
19 states and in the Federal District. The treatment recommended by the WHO is done
exclusively with praziquantel, despite the great problem due to its low effectiveness in
juvenile phases of the parasites and adverse effects in the patients. Thiosemicarbazones and
thiazolidines are chemical groups that already have a large spectrum of biological activity,
and with modifications in the radicals, can become more effective and more selective to
biological targets. Several series of the chemical groups thiosemicarbazones and thiazolidines
have been developed and tested. To evaluate the action of these molecules against
Schistosoma mansoni, JF-LqlT/UFPE series compounds were synthesized: JF30, JF31, JF33,
JF34, JF35, JF36, JF38, JF39, JF42 and JF43. Cytotoxicity was evaluated in VERO cells, in
vitro schistosomicidal activity for young and adult worms and ultrastructural alterations.
Compound JF35 had CCso of 724.13uM, being less cytotoxic than PZQ, which had a
658.30uM index. The compounds JF39 and JF42 presented indices of 622.27uM and
609.83uM, respectively. Compounds JF30, JF31, JF33, JF34, JF36, JF38 and JF43 were more
cytotoxic than the positive control. Compounds JF31 and JF43, presented 100% mortality in
24 hours at the dose of 200uM for adult worms and 48h for young. Motility, mortality and
oviposition parameters were evaluated: JF31 and JF43 presented a score O in 24h, meaning
total absence of movements, no eggs and tegumentary damages were observed under optical
microscopy. Through scanning electron microscopy, such tegumentary changes were
observed structural damage caused by compounds JF31 and JF43, such as exposure of the
musculature, formation of tegumentary blisters, teguments with abnormal morphology and
destruction of tubers and spicules. Compound JF31 was 1.20 times more selective for young
worms and 2.39 times for adult worms; the compound JF43 was 3.74 times more selective for
young worms and 1.87 for adult worms. Thus, compounds JF31 and JF43 have been shown to
be the most promising because they present schistosomicidal activity against S. mansoni at
different stages of development.

Keywords: Thiosemicarbazones. Thiazolidines. Schistosoma mansoni. Biological Activity.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca negligenciada, causadora de grandes indices de
morbidade e mortalidade na populagdo mundial (MATOS-ROCHA et al.,, 2016),
principalmente as que vivem em regides tropicais e subtropicais, que ndo desfrutam de
condicdes adequadas de acesso a agua potavel, sistema de esgotamento sanitario e de acesso
precario aos sistemas educacionais (WHO, 2014).

No Brasil, estima-se que a parasitose ocorra em 19 dos 26 estados e no Distrito
Federal, tendo a regido Sudeste como detentora dos maiores indices, com destaque ao estado
de Minas Gerais (ESPIRITO-SANTO et al., 2015). No estado de Pernambuco, a
esquistossomose é uma doenca prevalentemente das areas rurais, contudo, estudos de
Barbosa et al. (2017) demonstram que o litoral j& apresenta altos indices de transmissao.

Um dos maiores desafios para o enfrentamento da esquistossomose € o tratamento.
No Brasil, desde a década de 60, o Ministério da Saude dispunha de dois medicamentos: a
oxaminiquine e o praziquantel. Através de estudos clinicos, a oxaminiquine foi retirada da
grade do Ministério da Salde na década de 80, tornando o praziquantel (PZQ) a droga de
primeira escolha para o tratamento da esquistossomose (CIOLI et al., 2014).

O praziquantel é eficaz para todas as espécies de Schistosoma, contudo, a grande
quantidade de efeitos adversos (tonturas, nduseas, sensacdes de desmaios, gosto de ferro na
boca do paciente), somando a isto a falta de uma formulacdo pediatrica, fazem com que
muitos pacientes abandonem o tratamento (SILVA et al., 2017). Atrelado a estes fatores, a
literatura j& demonstra cepas refratarias a acdo do medicamento, além da sua pouca a¢do em
formas jovens, tornando assim necessario que outras moléculas e farmacos sejam avaliados a
fim de que sejam utilizados em pacientes também esquistossométicos (MATOS-ROCHA et
al., 2016).

Nessa perspectiva, a busca de novos compostos com amplo espectro de atividade
biol6gica é um dos desafios para os estudiosos da quimica medicinal. As tiossemicarbazonas
e as tiazolidinas sdo descritos na literatura por apresentar acdo anticancer (Oliveira et al.,
2017), anti-tripanossomatidea (Espindola et al., 2015), anti-leucemia (Graser-Loescher et al.,
2017). Contudo, as modificacdes estruturais possiveis em tais compostos possibilitam que os

mesmos sejam mais seletivos aos alvos bioldgicos, com menor toxicidade e maior eficacia.
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A série JF-LgIT/UFPE é composta por tiossemicarbazonas e tiazolidinas analogas,
com a presenca de radicais ja descritos na literatura com acdo antioxidante e anti-
inflamatoria, tornando-as como potenciais agentes esquistossomicidas.

Baseando-se no principio que o Brasil € um pais acometido com um alto nimero de
parasitoses, e que elas se apresentam como um grave problema de salde publica pela sua
relevancia clinica e epidemioldgica, o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos é uma
prioridade. Tendo em vista que no Brasil utiliza-se apenas o praziquantel para o tratamento
desde a década de 60, onde, este causa efeitos colaterais e possui baixa eficacia na fase jovem
do parasita, o desenvolvimento de novos compostos tem permitido o aprimoramento da
estrutura de novas moléculas de tiossemicarbazonas e tiazolidinas para que atuem com maior
seletividade a agentes patogénicos, sem causar danos ao hospedeiro. Desta forma, este
trabalho objetiva avaliar a atividade bioldgica da série JF/LglT — UFPE, frente ao S. mansoni,

em suas fases juvenis e adulta, atraves de testes in vitro.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial esquistossomicida das tiossemicarbazonas e tiazolidinas (Série

JF/LgIT - UFPE) frente ao Schistosoma mansoni.

1.1.2 Objetivos Especificos

. Avaliar o potencial citotoxico dos compostos em linhagem de células VERO;

. Verificar a atividade esquistossomicida in vitro dos compostos sobre vermes
jovens e adultos de S. mansoni;

. Verificar os efeitos ultraestruturais causados pelas tiossemicarbazonas e

tiazolidinas no S. mansoni.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose € uma doenca infecciosa que estad incluida na lista de Doencas
Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) e apresenta um significativo
impacto econdmico e também social, tendo em vista que 779 milhdes de pessoas estdo em
eminente risco de infeccdo, levando a numero de oObitos na casa de 500.000 anualmente.
(COLLEY etal., 2014; AIRES et al., 2014).

No Brasil, a esquistossomose estd presente em 19 dos 26 Estados da Federacdo
(Fig.1), e estima-se que 25 milhdes de pessoas estdo em risco de contaminacéo, atrelados a 6
milhdes de pessoas ja infectadas (ESPIRITO-SANTO et al., 2015). O indice de positividade
do Brasil, segundo Espirito-Santo et al. (2015), é de 6,94%, variando entre 0,04% como no
estado do Piaui, até 11,88% no estado de Pernambuco. Contudo, segundo dados do Programa
de Controle da Esquistossomose (PCE) do Ministério da Saude, os indices no Estado de
Pernambuco no ano de 2016, variaram entre 0,08% na cidade de Agrestina e 20,1% na cidade

de Maraial.

Figura 1 - indices de positividade da esquistossomose no Brasil

- W+E

R
Positividade (%) ) y ¢ ‘ "'g;‘
- ) ey

5-15
-

Sem informagao

Fonte: Ministério da Saude
Disponivel em: http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/png/2017/setembro/14/mapa-distribuicao-
esquitossomose-2010-1015.png. Acesso em 09/07/2018
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2.2 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etiologico da esquistossomose € um platelminto (verme com o corpo
caracteristicamente  achatado), pertencente a classe dos trematodeos, familia
Schistosomatidae, com presenca de sexos separados e dimorfismo sexual. (BRASIL, 2014).
Existem trés espécies de Schistosoma que infectam o0s seres humanos: Schistosoma
haematobium, Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni e elas afetam regifes
especificas do planeta, tais quais Africa, Asia e Américas, respectivamente (COLLEY et al.,
2014). O principal agente etiolégico para a esquistossomose intestinal € o Schistosoma
mansoni, onde estima-se que 258 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo mesmo (MATOS-
ROCHA et al., 2017). Em cada etapa do ciclo evolutivo do parasito, diferencas morfoldgicas

podem ser observadas para caracterizar o agente etioldgico.

2.2.1 Ovo

Os ovos de S. mansoni sdo importantes dentro do ciclo de vida do parasito, uma vez
que eles sdo chaves para a continuidade ou ndo do ciclo desse parasito. Sdo morfologicamente
grandes, medindo cerca de 150 micrdmetros, e apresentam uma espicula lateral (NEVES,
2003).

2.2.2 Miracidio

O miracidio € uma fase larval do S. mansoni, que se caracteriza morfologicamente por
ter toda a sua superficie recoberta por cilios, facilitando o seu processo de natacdo em busca
dos caramujos do género Biomphalaria, hospedeiro intermedidrios da esquistossomose
mansénica (NEVES, 2003).

2.2.3 Esporocisto

Apobs a penetracdo dos miracidios nas partes moles dos caramujos, a sua estrutura
externa perde-se, fazendo com que as células germinativas entrem em processo de
remodelacdo e reestruturacdo, onde em cerca de 6 a 8 dias comegam 0 processo de
multiplicagdo, onde ao final de 4 a 6 semanas, serdo liberadas as formas de cercarias
(NEVES, 2003).
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2.2.4 Cercarias

As cercarias sdo os elos principais entre o hospedeiro intermediario e o hospedeiro
definitivo, definindo assim o rumo do parasita e, consequentemente, o do paciente (NEVES,
2003). Apresentando comprimento total de cerca de 500uM, tem como uma das principais
caracteristicas morfoldgicas a cauda bifurcada e duas ventosas: oral e ventral. A ventosa
ventral é a estrutura que primordialmente fixa-se a pele do hospedeiro e leva ao processo de
penetracdo (NEVES, 2011).

2.2.5 Esquistossomulo

Trés dias ap0s a penetracdo da cercaria, 0s esquistossdmulos sdo levados aos pulmaes,
a fim de que consigam acessar a pequena circulacdo para que possam chegar as veias do

sistema porta hepatico para a maturacéo dos vermes juvenis em adultos (NEVES, 2011).

2.2.6 Vermes jovens e adultos

Ao chegarem no sistema porta-hepatico, 0os vermes ainda imaturos irdo passar por um
processo de amadurecimento até alcancar a maturidade e consequentemente a capacidade de
formagé&o de casais a fim de que haja o processo de reproducédo sexuada (NEVES, 2003).

O parasito tem como principal local para desenvolvimento e copula as vénulas
tributarias do sistema porta, em especial das veias mesentéricas superiores do plexo
hemorroidario e mesmo da porcdo intra-hepatica da veia porta. No interior desses vasos,
macho e a fémea (Fig. 2) acasalam e liberam ovos (BRASIL, 2014).

O macho mede entre 6,5 mm e 12 mm de comprimento e é achatado, porém, devido ao
enrolamento ventral de suas bordas corporais para formacéo do canal ginecéforo, adquire um
aspecto cilindrico (BRASIL, 2014). Ao longo do desenvolvimento do macho, varias sao as
suas caracteristicas: aos 30 dias de infeccdo, 0s vermes jovens ja apresentam tubérculos
tegumentares, porém sem a presenca de espiculas. Ao decorrer dos dias, as espiculas serdo
formadas a fim de que haja protecdo do macho (MATOS-ROCHA et al., 2016) e
consequentemente da fémea presente em seu canal para que haja a copula e liberacéo de ovos.

A fémea, caracteristicamente mais fina que o macho, tem um comprimento maior
(cerca de 15 mm), apresenta uma coloracdo mais escura e é perfeitamente cilindrica, com as
extremidades afiladas e papilas sensoriais distribuidas pelo ao longo de seu liso tegumento.
Uma vez instalada no canal ginecéforo do macho, é facilmente fecundada e inicia a postura

dos ovos no interior das vénulas da submucosa intestinal. (BRASIL, 2014).
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Figura 02. Microscopia eletrénica de varredura de S. mansoni, mostrando a fémea presente no
verme no canal ginecéforo do macho.

Fonte: http://scienceblogs.com.br/rainha/files/2011/08/schistosoma_mansonil.jpg

2.3 CICLO DE VIDA

O ciclo bioldgico (Fig. 03), segundo Katz et al. (2003) inicia-se com a postura dos
0V0S que ocorre nos vasos capilares do intestino do hospedeiro, quando entdo passam para a
luz intestinal e sdo eliminados juntos com as fezes. Quando maduros, 0s ovos do S. mansoni
medem 150 um de comprimento por 65 um de largura. A presenca de uma espicula lateral
facilita a sua identificagdo. Ao entrar em contato com a agua, as larvas ciliadas denominadas
miracidios eclodem. O miracidio é o primeiro estagio de vida livre do Schistosoma. De
formato oval e revestido por numerosos cilios, mede em torno de 150 a 170um de
comprimento e de 60 a 70um de largura. Onde ndo ha rede de esgotos e as fezes infectadas
sdo langadas indevidamente em rios e lagos, os miracidios tém a chance de nadar ao encontro
do hospedeiro intermediario, o caramujo, dando continuidade ao ciclo evolutivo do parasito e,
consequentemente, possibilitando a transmissao da parasitose ao homem.

Ao penetrar nas partes moles do molusco, o miracidio perde parte de suas estruturas.
As células remanescentes se reorganizam e, em 48 horas, transformam-se em um saco
alongado repleto de células germinativas. Esse saco é denominado esporocisto. Os
esporocistos primarios geram 0s secundarios ou esporocistos filhos e as células germinativas,
desse ultimo, sdo transformadas em cercarias. A cercaria representa a segunda fase de vida
livre do parasito. Ela passa pela parede do esporocisto e migra para as partes moles externas

do caramujo. E uma larva com corpo e cauda, adaptada a vida aquatica. O corpo mede 0,2
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mm de comprimento por 0,07 mm de largura e a cauda, aproximadamente 300 mm. Na pele
do homem, a penetracdo é consumada pela acdo litica e pela acdo mecanica devido aos
movimentos intensos da larva (Katz et al., 2003).

A partir de 27 dias da penetracdo das cercarias, apds a migracdo dos esquistossomos
para as veias mesentéricas, inicia-se, geralmente, o acasalamento. Os vermes adultos se
localizam na veia portal e nos ramos terminais das veias mesentéricas, migram para as
vénulas da submucosa intestinal, onde se dardo as posturas dos ovos, por meio de uma série
de contragdes musculares (Katz et al., 2003).

A migracdo dos ovos do vaso para a luz intestinal provoca micro-hemorragias e areas
de inflamacdo responsaveis pelo aparecimento de diarréia muco sanguinolenta e de outros
distarbios gastrointestinais (BRASIL, 2014).

Figura 03. Ciclo biol6gico do Schistossoma mansoni.

(A) Vermes adultos de S. mansoni; (B) Ovos de S. mansoni com a espicula lateral caracteristica; (C)
Miracideo — 1° estagio de vida livre; (D) Caramujos do género Biomphalaria — hospedeiro intermediario para a
esquistossomose mansdnica; (E) Cercarias — Forma infectante ao hospedeiro definitivo.

Fonte: Adaptado de Colley et al. (2014)
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2.4 SINTOMATOLOGIA E CLINICA DA ESQUISTOSSOMOSE

A evolucdo da doenca pode ocorrer de forma assintomatica, sendo um dos grandes
problemas no enfrentamento da mesma (BRASIL, 2014). A patogénese é iniciada com a
reacdo inflamatdria granulamentosa do organismo aos ovos de S. mansoni depositados no
figado e/ou outros tecidos do hospedeiro (SANTIAGO et al., 2015).

Os sintomas variam de acordo com a progressao da enfermidade. Segundo Vale et al.
(2017), podemos definir alguns sintomas classicos de acordo com o estagio da patogenia, nos
primeiros momentos, erupc¢des dérmicas nos locais em que houveram penetragdo de cercarias,
conhecida popularmente como dermatite do nadador; na fase aguda, destaca-se febre, fadiga,
mialgia, mal-estar, tosse, eosinofilia, infiltrados irregulares, perda de peso, dispneia, diarreia,
dor, toxemia, hepatoesplenomegalia e erupcao cutanea generalizada; ja na fase cronica, temos
0 comprometimento do trato gastrointestinal levando a hepatoesplenomegalia (Fig. 04) e
doencas dos o6rgaos pélvicos, hipertensdo portal e pulmonar, ascite, varizes gastrointestinais

altas e hemorragia.

Figura 04. Crianca com formas hepatoesplénicas.

Fonte:
http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/upload/conteudo_legenda/3c2952cbbf48c962853ad595538aacc0.jpg
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2.5 TRATAMENTOS

Os tratamentos para esquistossomose com medicamentosos demonstraram-se sempre
limitados pela dificuldade de se obter agentes quimioterdpicos que sejam simultaneamente
eficazes e tolerantes.

A esquistossomose € uma doengca com nUmeros expressivos de mortalidade,
morbidade e risco de infeccdo, fazendo com que o tratamento desta parasitose se torna
fundamental para a mudanca de tais parametros. A correlacdo existe entre o tratamento da
esquistossomose e o praziquantel (PZQ) é imediata. Esta ligacdo deve-se ao fato do PZQ ser o
unico farmaco em utilizacdo no Brasil (CIOLI et al., 2014). Nos paises acometidos pela
esquistossomose, ciclos repetidos de tratamentos de PZQ, conhecidos como tratamento em
massa, sdo empregados na populacdo na tentativa de controlar a disseminacéo e reinfeccdo da
populacdo naquela area (SILVA et al., 2017).

Desde o tartaro de antimdnio, vérios foram as quimioterapias empregadas para o
tratamento da esquistosossome, dentre elas, destaca-se a oxaminiquine, medicamento

utilizado no Brasil e retirado de uso pelo Ministério da Satde na década de 60.

2.5.1 A Oxaminiquine (OXA)

Atualmente conhecida pela sua grande utilizacgdo num passado recente, a
oxaminiquine foi usada por muito tempo antes da introdugdo do PZQ, para tratar muitos
milhGes de pessoas infectados com S. mansoni (CIOLI et al., 2014). Apresentando-se como
um medicamento esquistossomicida de baixo custo e grande efetividade, principalmente ao
parasito macho (SILVA et al., 2017), a OXA ndo foi utilizada fora das Américas pela sua
baixa eficacia em outras espécies de Schistosoma.

A OXA tem a sua formula quimica descrita como (z)-(7-nitro-2-{[(propan-2-yl)
amino]methyl}-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-6-yl)metanol (Fig. 05) e foi desenvolvido pelo
grupo Pfizer, na Inglaterra (SILVA et al., 2017). Comparada ao PZQ, a OXA apresenta ainda
mais baixo custo e a sua dose é mais baixa (entre 15 e 20 mg/Kg) (OMS, 1990). Contudo,
pela sua grande quantidade de efeitos adversos, a oxaminiquine foi retirada de utilizagdo no
Brasil, sendo ainda utilizada em paises da Africa (CIOLI et al., 2014).

Com a retirada da oxaminiquine, 0 PZQ tornou-se no Brasil o farmaco de primeira

escolha para o tratamento da esquistossomose (SILVA et al., 2017).
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Figura 05. Formula estrutural da oxaminiquine.
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Fonte: SILVA et al. (2017)

2.5.2 O Praziquantel (PZQ)

O PZQ é o farmaco de primeira escolha pela Organizacdo Mundial de Salude para o
tratamento de individuos com esquistossomose, por apresentar atividade contra S. mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mattheei (ARAUJO et al., 2010). Contudo,
as reacOes adversas acontecem em numeros significativos de usudrios, tais quais nauseas,
vomitos, desconforto abdominal, anorexia e diarreia; outros usuarios também relatam
cefaleias, tonturas e sonoléncia e em alguns casos, erupc¢des cutaneas e urticarias, associadas a
um quadro de febre e fadiga (SILVA et al., 2017).

Outro grande problema é o relato do aparecimento de cepas refratarias ao tratamento
com PZQ. Estudos publicados por Fallon et al. (1996), ja demonstravam tais preocupacdes,
quando ao infectarem ratos com quatro cepas distintas circulantes no pais e administrarem 07
(sete) ciclos de tratamento com o PZQ em doses de 300 mg/kg, houve uma taxa de
sobrevivéncia de 93% dos parasitos adultos. Até o momento, ndo houve relato de
aparecimento de cepas refratarias a esse medicamento em areas endémicas no Brasil. Todavia,
recomenda-se que seja dada especial atencdo aos pacientes que tenham sido tratados varias
vezes e ndo tenham se curado (BRASIL, 2014). Estudos de Matos-Rocha et al. (2016),
mostram que o0 PZQ ndo é tdo eficiente nas formas mais jovens do S. mansoni, gerando assim
uma necessidade que outras substancias sejam estudadas, a fim de que ndo haja necessidade
um retardo no tratamento.

O PZQ tem a sua formula quimica conhecida como (x)-2-cyclohexanecarbonyl
1H,2H,3H,4H,6H,7H,11bH-piperazino[2,1-a]isoquinolin-4-one, (SILVA et al., 2017) (Fig.
06). Seu uso teve inicio em 1996 e é atualmente o Gnico medicamento utilizado no tratamento
(BRASIL, 2014).
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Figura 06. Formula estrutural do Praziquantel.

b
o
Fonte: SILVA et al. (2017)

Seu mecanismo de agdo baseia-se na desregulacdo das bombas de sédio-potassio das
células presentes no tegumento do S. mansoni, que € uma estrutura importante para a sua
sobrevivéncia uma vez que esta envolvida em Varios processos Vvitais, tais quais: na absorcdo
de nutrientes, secrecdo de metabdlitos, equilibrio osmotico e defesa contra parasitas do
sistema imune do hospedeiro (MATOS-ROCHA et al., 2016).

O PZQ néo ¢ utilizado exclusivamente no tratamento da esquistossomose, por isso a
apresentacdo comercial pode variar: Biltricide® é a denominacdo mais comum no mercado
para o tratamento da esquistossomose. Nela, os comprimidos se apresentam com concentracéo
de 600mg, diferente do Cestox®, prescrito em casos de infestagdes por ténias (T. solium e T.
saginata), e que se apresenta na forma de comprimidos cuja concentracdo é de 150mg cada.
Ambos sdo administrados via oral, preferencialmente acompanhados de alimentos, ja que 0s
mesmos aumentam sua biodisponibilidade (CASTRO et al., 2000). Pode ser administrado em
dose Unica de 50 mg/kg de peso para adultos e de 60 mg/kg de peso para criangas (BRASIL,
2014).

De acordo com Hinrichsen (2005) a dosagem habitual é de 40 a 60 mg/kg em dose
Unica. A taxa de cura com doses de apenas 40 mg/kg chegou a 78% em tratamentos realizados
no Brasil, demonstrando assim sua eficicia (REY et al., 2001).

O PZQ se enquadra na categoria B da FDA (Food and Drug Administration) e isso
implica na sua ndo utilizacdo por criancas abaixo de 04 anos e tampouco por mulheres
gravidas, uma vez que metabdlitos sdo excretados pelo leite materno (BRASIL, 2006),
fazendo com que a falta de uma formulagdo pediatrica seja um dos maiores entraves no
tratamento, tendo em vista que criangas estdo em grupos de maior vulnerabilidade a infeccéo
por parasitas. Em funcdo de seu uso ha décadas e aos relatos na literatura de resisténcia ao
PZQ, grupos de pesquisa buscam alternativas para o tratamento da esquistossomose.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em parceria com a empresa Orygen
Biotecnologia S.A. vem desenvolvendo uma vacina para a esquistossomose. Estudos de

Santini-Oliveira et al. (2016), pertencentes ao grupo da pesquisadora Miriam Tendler,
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Utilizam a proteina Sm-14 proveniente do tegumento do S. mansoni para assim criar uma
memoria imunoldgica, a fim de que ao ser reconhecido pelo sistema imune, o tegumento do
parasito possa ser alvo, culminando em sua eliminagdo. Contudo, o desenvolvimento de
vacina é um processo caro e que demanda tempo.

Dentro deste quadro, alternativas terapéuticas quimioterapicas sdo buscadas
diariamente através de modificacbes quimicas a fim de obter moléculas com atividade

esquistossomicida.

2.6 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas e seus derivados sdo uma importante classe de compostos
organicos devido as suas inumeras atividades bioldgicas e quimicas (CZUBATKA-
BIEN"KOWSKA et al., 2017). As tiossemicarbazonas apresentam-se normalmente com uma
estrutura R1R2C=N-NH-CS-NH> (HUSSEIN et al., 2015) (Fig. 7). Os seus derivados s&o
formados pela condensacdo do atomo de nitrogénio terminal do grupo hidrazina da
tiossemicarbazona com grupo carbonilo de uma cetona ou um alifatico ou aldeido aromatico
(CZUBATKA-BIEN"'KOWSKA et al., 2017).

Figura 07. Esqueleto basico de uma tiossemicarbazona.
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Fonte: HUSSEIN et al. (2015)

As atividades das tiossecarbazonas vém sido estudadas desde 1956, quando estudos de
Brockman demonstraram atividade antitumoral dos derivados da 2-formylpyridine
tiossemicarbazona (SUBHASHREE et al., 2017). A exploragdo das propriedades antivirais,
antibacterianas e antitumorais das tiossemicarbazonas e seus complexos metalicos tém
estimulado inGmeras investigacdes relacionadas a catalise e a importancia bioldgica
(HUSSEIN et al., 2015).

Estudos de Oliveira et al. (2017) demonstraram que tiossemicarbazonas séo
promissores em terapia anticancer, uma vez que o composto 2b que tem a presenca de porcoes

indol, tiossemicarbazonas e porgdo naftaleno. Atividades anti-tripanossomatidea foi
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comprovada atraves de estudos de Espindola et al. (2015), onde células epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de Tripanossoma cruzi foram incubadas com
tiossemicarbazonas a fim de se avaliar o potencial de inibig&o celular. Graser-Loescher et al.
(2017) mostraram que tiossemicarbazonas foram eficazes no controle de células tumorais de
leucemia in vitro.

Estudos de atividade esquistossomicida de tiossemicarbazonas foram realizados por
Santiago et al. (2015), onde vermes adultos de S. mansoni foram desafiados com
tiossemicarbazonas (LpQM 01,02,03 e 38), tiazois (LpQM 14, 17, 43, 45 e 47) e
tiazolidinonas (LpQM 40) da série LpQM, onde apenas os compostos LpQM 14, 17, 43,45 e

47 apresentaram atividades, sendo eficazes contra os analogos de outras classes.

2.7 TIAZOLIDINAS

As tiazolidinas sdo um grupo de moléculas que se caracterizam quimicamente pela
presenca de um anel heterociclico de 5 membros, tendo 3 carbonos, 1 4&tomo de enxofre na
posicdo 1 do anel e um atomo de nitrogénio na posicdo 3 (Fig. 8) (ASATI et al., 2014).

Com o aprimoramento da quimica voltada para os estudos bioldgicos, modificacdes
podem ser feitas nas estruturas das moléculas a fim de que sejam mais eficazes, menos toxicas
e mais seletivas aos alvos bioldgicos. A literatura ja relata tiazolidinas e suas inimeras
atividades biolGgicas, tais quais, antidibética (TSUYOSHI et al., 2002), antinflamatoria
(BARROS et al., 2010), anti-oxicidante (SWATHI et al. 2012), anti-tubercular (PATTAN et
al., 2008), anti-microbiana (OYA et al., 2007), e atividade citotéxica (SHANKAR et al.,
2012).

Contudo, a literatura ndo reporta nenhum trabalho sobre a acdo de tiazolidinas frente
ao S. mansoni, fazendo com que haja a necessidade de avaliar o seu potencial de acdo frente a

este parasito.

Figura 08. Anél tiazolidinico.

Fonte: ASSATI et al. (2014)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para obtencdo dos vermes jovens e adultos, foram utilizados camundongos Swiss
webster com 30g, de ambos 0s sexos, para a infeccdo com a cepa LE (Belo Horizonte) de S.
mansoni mantidas no Biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami -
LIKA/UFPE. Os animais receberam a carga parasitaria de 300 cercérias para 0s estudos com
vermes jovens e 120 cercarias para vermes adultos. O periodo de incubagdo da parasitose foi

de 30 dias e 45 dias, respectivamente, para vermes jovens e adultos.

3.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS TIOSSEMICARBAZONAS E
TIAZOLIDINAS

As sinteses dos derivados em estudo foram realizadas no Laboratério de Quimica e
Inovacdo Terapéutica — LQIT/UFPE, no Departamento de Antibidticos e os derivados foram
cedidos ao estudo pela Prof. Dr® Maria do Carmo Alves de Lima. O esquema 1 apresenta a
rota de sintese empregada na obtencdo dos compostos intermediarios, as tiossemicarbazonas,
e o produto final, os ésteres 4-tiazolidinicos 5-substituidos.

Seguindo metodologia sintética ja consolidada pelo Laboratério de Quimica e
Inovacdo Terapéutica e descrita por Leite et al. (2016), através de sintese de adigdo cléassica
entre bromo-isotiocianato e hidrazina obteve-se a tiossemicarbazida comum para todas as
novas tiossemicarbazonas sintetizadas. A partir das mesmas, seguiu-se com metodologia de
ciclizacdo, afim da obtencdo de derivados 4-tiazolidinicos substituidos com a funcdo éster na

posicdo 5, obtendo-se cinco novos derivados, candidatos a farmacos antiparasitarios.



N=C=S§ i Iy
H,N—NH, /@ \n/ ~NH,
Br S
CH,Cl,, TA Br

LQIT/JF-30
LQIT/JF-31
LQIT/JF-33
LQIT/JF-34
LQIT/JF-42

LQIT/JF-35
LQIT/JF-36
LQIT/JF-38
LQIT/JF-39
LQIT/JF-43

R,=4-SCH3,

H H

LQIT/ LT-03

= H

26

AcOH, EtOH, TA

N N. =
R,= 4-SO,CH;, /@/ \ﬂ/ N | A
=4 S N
R,=4-CF;, B 2R,

R;=4-N(CH,),,
R;=4-OCF;

RI=4-SCH3,
R1=4-SO2CH3,
R1=4-CF3,

//O
Esquema 1. Rota sintética empregada na obtengéo dos 5 novos derivados tiossemicarbaz6nicos e
5-substituidos 4-tiazolidinicos.
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A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada através da determinacdo dos seguintes
parametros: Ponto de Fusdo (PF) e Razdo de Frente (Rf) (Tabela 1 e 2). J& para a analise

estrutural utilizou-se de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN*H),
Ressonancia Magnética Nuclear de carbono treze (RMN®C), espectroscopia de absorcio

vibracional na regido do infravermelho (1) e Espectrometria de Massas (EM).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para tiossemicarbazonas da série N-(4-bromofenil)-
hidrazina-carbotiamida.

N__N

=
ooN

S
Br R4
Rend. o
Compostos Y PF°C Caracterizagdo Massa Molecular | ogP Rf / eluente
R1 (%) (g/mol)

LQIT/IF-30  4-SCHs 92  196-197 Solido amarelo 380,33 5,15  n-hex.:AcEtO (7:3) /0,44
LQITHF-31 4.s0,cH; 90  220-222  Sdlido branco 412,32 3,42 n-hex.:AcEtO (4,5:5,5) / 0,52
LQITAF-33  4-CF, 77 199-200 Sdlido branco 402,23 5,63  n-hex.:AcEtO (8:2) /0,42
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LQITAF-34 4-N(CHs), 75 200-201 Solido amarelo 377,30 5,0 n-hex.:AckEtO (7:3) / 0,44

LQITAF-42  4.0CF; 80  192-193 S¢lido branco 418,23 6,24  n-hex.:AcEtO (8:2) /0,36

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para os derivados da série (E)-etil-2-((2)-2-(E)-
benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Br
N\\//N\N/AQ\
0] S R
oL /
rO
Rend. Massa Molecular
R1 ° izaci
Compostos (%) PF °C Caracterizagéo (g/mol) LogP Rf / eluente
4-SCH3 } T hay - .

LQIT/JF-35 70 196-198 Solido amarelo 504,42 5,61 n-hex.:AcEtO (8:2) /0,45
LQIT/F-36  4-SO,CHjs 76 246-248  Solido amarelo 536,42 3,88  n-hex.:AcEtO (6:4) /0,44
LQIT/IF-38 4-CF, 63 204-205  Solido amarelo 542,33 6,09 n-hex.:AcEtO (9:1) /0,40
LQITAF-39  4-N(CHa), 79 220-221 Sélido laranja 501,40 5,46  n-hex.:AcEtO (8:2) /0,50
LQIT/F-43 4-OCF; 71 195-196  Sélido amarelo 542,33 6,7  n-hex.:AcEtO (9:1) /0,52

3.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE in vitro

As analises de citotoxicidade foram realizadas através da técnica do MTT, descrita por
Mosmann (1983). Células VERO foram tratadas com diferentes concentracdes das
tiossemicarbazonas e tiazolidinas (200 uM/mL a 12,5 uM/mL) por 24h. Em seguida, lavadas
em meio RPMI e incubadas a uma concentragdo de 5 mg/mL de MTT (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) diluido em meio RPMI sem vermelho de fenol, por 3 horas a 37°C.
Posteriormente, as células foram solubilizadas em DMSO (100uL/pogo) e a absorbancia
medida a 540 nm em espectofotdbmetro Benchmark plus (Bio-Rad®, California, EUA). Os
experimentos foram realizados em quadruplicatas técnica e duplicata biologica.

Para determinagdo da CCso foi realizada uma regressdo linear atraves do software
estatistico IBM SPSS Statistics 25.
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3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA in vitro EM VERMES
JOVENS E ADULTOS DE S. mansoni

Os parasitos foram removidos dos camundongos ap6s 30 e 45 dias de infectados,
respectivamente para vermes jovens e adultos, através da perfusdo do sistema porta-hepético e
em seguida lavados em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM, pH = 75 e
suplementado com penicilina (100UI/ml), estreptomicina (100ug/mL) e SFB a 10%. Apds a
lavagem, foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2mL de meio. Cada
pocgo recebeu quatro vermes, e em seguida foram incubados a 37°C, em atmosfera Umida
contendo 5% de CO,. Apos 1 hora de adaptacdo ao meio, 0s compostos foram adicionados
nas concentracfes de 200uM/mL a 12,5uM/mL. Os parasitos foram mantidos em cultura por
05 dias (120 horas) e analisados a cada 24h em microscépio invertido, observando oviposicéo,
morfologia e mortalidade e mobilidade proposta por Ramizes et al. (2007) adaptada aos
experimentos, atribuindo-se um score de: 0 para vermes mortos; 1 para vermes muitos lentos
com movimentos ocasionais; 2 para vermes com movimentacdo de cabeca e cauda, porém

com mobilidade reduzida e 3 para vermes com morfologia e movimentagio normais.

3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Apobs observacdo, os grupos que apresentaram 100% de mortalidade em 24h tiveram
0s parasitos retirados e posteriormente foram lavados em tampao cacodilato de sodio a 0,1M,
pH 7.2 para posterior fixacdo em tampao cacodilato de sodio a 0,1M, glutaraldeido a 2,5% e
PFA a 4%. A pos-fixacdo foi realizada em tetroxido de 6smio a 1% em tampdo cacodilato
0,1M por 90 minutos em auséncia de luz. Em seguida foram realizadas trés lavagens em
tampdo cacodilato 0,1M para posterior desidratacdo, utilizando uma série crescente de etanol
a 30%, 50%, 70%, 90% e 03 vezes de 100% por 10 minutos cada etapa. Apds a desidratacdo
foi realizado o ponto critico para a substituicdo do etanol por didxido de carbono. O material
seco foi montado em stubs metalicos utilizando uma fita dupla face de carbono. Em seguida, o
material foi metalizado numa atmosfera de uma fina camada de ouro, para visualizagdo e
analise no microscépio eletrdnico de varredura JEOL JSM-5600 LV do Ndcleo de

Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ/PE.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO 1 - AVALIACAO DO POTENCIAL ESQUISTOSSOMICIDA E ANALISE
ULTRAESTRUTURAL DE TIOSSEMICARBAZONAS E TIAZOLIDINAS FRENTE A
VERMES JOVENS E ADULTOS DE S. mansoni
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Resumo: A esquistossomose € uma doenca negligenciada que afeta cerca de 258 milhdes de
pessoas mundialmente e matam 500 mil por ano. Causada pelo helminto Schistosoma
mansoni, no Brasil esta presente em 19 estados e no Distrito Federal. O tratamento
preconizado pela OMS ¢ feito exclusivamente com o praziquantel, apesar da grande
problematica pela sua baixa eficacia em fases juvenis dos parasitas e efeitos adversos nos

pacientes. As tiossemicarbazonas e tiazolidinas sdo grupos quimicos que ja apresentam
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grande espectro de atividade biologica, e com modificacbes nos radicais, podem se tornar
mais eficazes e mais seletivas aos alvos bioldgicos. Vérias séries dos grupos quimicos
tiossemicarbazonas e tiazolidinas vem sendo desenvolvidos e testados. Para avaliar a acédo
destas moléculas frente ao Schistosoma mansoni, compostos da série JF-LqIT/UFPE foram
sintetizados: JF30, JF31, JF33, JF34, JF35, JF36, JF38, JF39, JF42 e JF43. Foram avaliados a
citotoxicidade em células VERO, atividade esquistossomicida in vitro para vermes jovens e
adultos e alteracGes ultraestruturais. O composto JF35 apresentou CCso de 724,13uM, sendo
menos citotoxicos que o PZQ que teve como indice 658,30uM. Os compostos JF39 e JF42
apresentaram indices de 622,27uM e 609,83uM, respectivamente. Os compostos JF30, JF31,
JF33, JF34, JF36, JF38 e JF43 foram mais citotoxicos que o controle positivo. Os compostos
JF31 e JF43, apresentaram 100% de mortalidade em 24h na dose de 200uM para vermes
adultos e 48h para jovens. Foram avaliados parametros de motilidade, mortalidade e
oviposicdo: JF31 e JF43 apresentaram score 0 em 24h, significando auséncia total de
movimentos, ndo apresentaram ovos e danos tegumentares foram observados em microscopia
Otica. Através de microscopia eletronica de varredura tais alteracfes tegumentares foram
observados danos estruturais causados pelos compostos JF31 e JF43, como: exposicdo da
musculatura, formacdo de bolhas tegumentares, tegumentos com morfologia anormal e
destruicdo de tubérculos e espiculas. O composto JF31 apresentou-se 2,39 vezes mais seletivo
para vermes adultos e JF43 foi 3,74 vezes mais seletivo para vermes jovens. Assim, 0sS
compostos JF31 e JF43, demonstraram-se 0S mais promissores por apresentarem atividade

esquistossomicida nas formas juvenis e adultas de S. mansoni.

Palavras-chaves: Tiossemicarbazonas, Tiazolidinas, Schistosoma mansoni, Atividade
Bioldgica.

Introducdo: A esquistossomose estd presente em regifes tropicais e subtropicais,
afetando 258 milhdes de pessoas e expondo 779 milhdes ao risco de infeccdo (Colley et al.
2014; Aires et al. 2014; Matos-Rocha et al. 2016). No Brasil, estima-se que a parasitose
ocorra em 19 dos 26 estados e no Distrito Federal. O medicamento utilizado para o tratamento
da esquistossomose mansbnica é o praziquantel (PZQ). Estudos de Silva et al. (2017),
demonstram a grande quantidade de efeitos adversos associados ao uso de PZQ, tais quais
nauseas, vomitos, desconforto abdominal, anorexia e diarreia. A partir dos avangos da
Quimica Medicinal Inorganica, o amplo espectro de atividade biologica das

tiossemicarbazonas tem sido descoberto, como anticancer (Oliveira et al. 2017), anti-
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tripanossomatidea (Espindola et al. 2015), anti-leucemia (Graser-Loescher et al. 2017). As
tiozolidinas sdo derivados indolicos, grupo com grande atividade e que podem ser
modificados os radicais ligantes com a finalidade de aumentar o raio de acdo biol6gica e/ou
direcionar a acdo, diminuindo os efeitos aos seres humanos. Baseando-se no principio que o
Brasil € um pais acometido com um alto nimero de parasitoses, e que elas se apresentam
como um grave problema de salde publica pela sua relevancia clinica e epidemioldgica, o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos é uma prioridade. Tendo em vista que no
Brasil existe apenas um farmaco disponivel para o tratamento da esquistossomose, este causa
efeitos colaterais e possui baixa eficacia na fase jovem do parasita, o desenvolvimento da
quimica organica tem permitido o aprimoramento da estrutura de novas moléculas de
tiossemicarbazonas e tiazolidinas para que atuem com maior seletividade a agentes
patogénicos, sem causar danos ao hospedeiro. Desta forma, este trabalho objetiva avaliar a
atividade bioldgica da série JF/LgIT — UFPE, frente ao S. mansoni, em suas fases juvenis e

adulta, através de testes in vitro.

Materiais e Métodos

Animais experimentais

Para obtencdo dos vermes jovens e adultos, foram utilizados camundongos Swiss
webster com 30g, de ambos os sexos, para a infeccdo com a cepa LE (Belo Horizonte) de S.
mansoni mantidas no Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami -
LIKA/UFPE. Os animais receberam a carga parasitaria de 300 cercarias para 0s estudos com
vermes jovens e 120 cercarias para vermes adultos. O periodo de incubacgdo da parasitose foi
de 30 dias e 45 dias, respectivamente, para vermes jovens e adultos.

Sintese e caracterizacdo dos derivados tiossemicarbazonas e tiazolidinas

As sinteses dos derivados em estudo foram realizadas no Laborat6rio de Quimica e
Inovacdo Terapéutica — LQIT/UFPE, no Departamento de Antibioticos e os derivados foram
cedidos ao estudo pela Prof. Dr2 Maria do Carmo Alves de Lima. O esquema 1 apresenta a
rota de sintese empregada na obtencdo dos compostos intermediarios, as tiossemicarbazonas,
e o produto final, os ésteres 4-tiazolidinicos 5-substituidos.

Seguindo metodologia sintética ja consolidada pelo Laboratorio de Quimica e
Inovagdo Terapéutica e descrita por Leite et al. (2016), atraves de sintese de adigdo cléssica

entre bromo-isotiocianato e hidrazina obteve-se a tiossemicarbazida comum para todas as
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novas tiossemicarbazonas sintetizadas. A partir das mesmas, seguiu-se com metodologia de

ciclizacdo, afim da obtencédo de derivados 4-tiazolidinicos substituidos com a funcéo éster na

posicdo 5, obtendo-se cinco novos derivados, candidatos a farmacos antiparasitarios.

N=C=S
H2N NH, Y
Br /©/

LQIT/JF-30
LQIT/JF-31
LQIT/JF-33
LQIT/JF-34
LQIT/JF-42

LQIT/JF-35
LQIT/JF-36
LQIT/JF-38
LQIT/JF-39
LQIT/JF-43

CH,Cl,, TA
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O
= | H
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_ N X
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Esquema 1. Rota sintética empregada na obten¢do dos novos derivados tiossemicarbazonicos e 4-

tiazolidinicos 5-substituidos.

A caracterizagdo fisico-quimica foi realizada através da determinacdo dos seguintes
parametros: Ponto de Fusdo (PF) e Razdo de Frente (Rf) (Tabela 1 e 2). J& para a analise

estrutural utilizou-se de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN*H),

Ressonancia Magnética Nuclear de carbono treze (RMNC), espectroscopia de absorgio
vibracional na regido do infravermelho (1) e Espectrometria de Massas (EM).
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Tabela I. Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para tiossemicarbazonas da série N-(4-

bromofenil)-hidrazina-carbotiamida.

N__N
=
N
S
Br R»]

Rend. o

Compostos PF°C Caracterizagdo Massa Molecular | ogP Rf / eluente
R1 (%)
(9/mol)

LQIT/IF-30 4-SCH3 92 196-197 Solido amarelo 380,33 5,15 n-hex.:AcEtO (7:3) / 0,44
LQITAF-31  4-S0,CH; 90 220-222  Sdlido branco 412,32 3,42  n-hex.:AcEtO (4,5:5,5) / 0,52
LQIT/IF-33 4-CF4 77 199-200  Solido branco 402,23 5,63 n-hex.:AcEtO (8:2) / 0,42
LQIT/IJF-34  4-.N(CH3), 75  200-201 Solido amarelo 377,30 5,0 n-hex.:AcEtO (7:3) / 0,44
LQITHF-42  4.0CF, 80  192-193  Solido branco 418,23 6,24 n-hex.:AcEtO (8:2) / 0,36

Tabela Il. Propriedades fisico-quimicas e rendimentos para os derivados da série (E)-etil-2-((2)-2-(E)-
benzilidenohidrazona)-3-(4-bromofenil)-4-oxotiazolidin-5-ilideno) acetato.

Br

.

N N\*#
o< T Vs
o, /
(e}
|/

Compostos R1 R(i/r:;' PF °C Caracterizagéo Mass?g}\r/lncgle;cular LogP Rf / eluente

LOIT/IF-35 4-SCHs 70 196-198  Sélido amarelo 504,42 561 n-hex.:AcEtO (8:2) / 0,45
LQIT/JF-36  4-SO,CHs 76 246-248 Sélido amarelo 536,42 3,88  n-hex.:AcEtO (6:4) /0,44
LQIT/IF-38 4-CF 63 204-205 Soélido amarelo 542,33 6,09 n-hex.:AcEtO (9:1) /0,40
LQIT/JF-39  4-N(CHa)2 79 220-221 Solido laranja 501,40 5,46  n-hex.:AcEtO (8:2) /0,50
LQIT/JF-43  4-OCF; 71 195-196  Solido amarelo 542,33 6,7  n-hex.:AcEtO (9:1) /0,52
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Tabela 111 — Cddigos e estruturas quimicas das tiossemicarbazonas e tiazolidinas da série JF (LgIT/UFPE) utilizadas no estudo.

Composto Estrutura Composto Estrutura

JF30 Zrr L JF35 o~ T O
N =
JF31 Br@ LR SR JF36 @ S

JF33 O EMNA@\ JF38 e e,

IF34 JOR AN JF39 Q@

IF42 2rr L JF43 TG
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Avaliacéo da Citotoxicidade in vitro

As analises de citotoxicidade foram realizadas através da técnica do MTT, descrita por
Mosmann (1983). Células VERO foram tratadas concentracfes de 200 uM/mL a 12,5 uM/mL
dos compostos por 24h. Em seguida, lavadas em meio RPMI e incubadas a uma concentragédo
de 5 mg/mL de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido em meio RPMI, por 3
horas a 37°C. Posteriormente, as células foram solubilizadas em DMSO (100puL/poco) e a
absorbancia medida a 540 nm em espectofotémetro Benchmark plus (Bio-Rad®, California,
EUA). Os experimentos foram realizados em quadruplicatas técnica e duplicata bioldgica.
Para determinacdo da CCso foi realizada uma regresséo linear através do software estatistico
IBM SPSS Statistics 25.

Avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro em vermes jovens e adultos de
S. mansoni

Os parasitos foram removidos dos camundongos ap6s 30 e 45 dias de infectados,
respectivamente para vermes jovens e adultos, através da perfusdo do sistema porta-hepatico.
Em seguida, foram lavados em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM, pH = 7,5 e
suplementado com penicilina (100UI/ml), estreptomicina (100ug/mL) e SFB a 10%. Apoés a
lavagem, foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2mL de meio. Cada
poco recebeu quatro vermes, e em seguida foram incubados a 37°C, em atmosfera Umida
contendo 5% de CO,. Apos 1 hora de adaptacdo ao meio, 0os compostos foram adicionados
nas concentracfes de 200uM/mL a 12,5uM/mL. Os parasitos foram mantidos em cultura por
05 dias (120 horas) e analisados a cada 24h em microscopio invertido, observando a
mortalidade e mobilidade proposta por Ramizes et al. (2007) adaptada aos experimentos,
atribuindo-se um score de: 0 para vermes mortos; 1 para vermes muitos lentos com
movimentos ocasionais; 2 para vermes com movimentacdo de cabeca e cauda, porém com

mobilidade reduzida e 3 para vermes com morfologia e movimentagdo normais.

Microscopia Eletronica de Varredura

ApOs observagdo, os grupos que apresentaram 100% de mortalidade tiveram os
parasitos retirados e posteriormente foram lavados em tampéo cacodilato de sodio a 0,1M, pH
7.2 para posterior fixacdo em tampdo cacodilato de sodio a 0,1M, glutaraldeido a 2,5% e PFA
a 4%. A pos-fixacao foi realizada em tetroxido de dsmio a 1% em tampéo cacodilato 0,1M
por 90 minutos. Em seguida foram realizadas trés lavagens em tampdao cacodilato 0,1M para

posterior desidratagdo, utilizando uma série crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 03
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vezes de 100% por 10 minutos cada etapa. Ap0ds a desidratacdo foi realizado o ponto critico
para a substituicdo do etanol por didxido de carbono. O material seco foi montado em stubs
metalicos utilizando uma fita dupla face de carbono. Em seguida, o material foi metalizado
numa atmosfera de uma fina camada de ouro, para visualizacdo e analise no microscopio
eletronico de varredura JEOL JSM-5600 LV do Nucleo de Plataformas Tecnol6gicas do
Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ/PE.

Consideracdes Eticas
O projeto tem aprovacdo do Comité de Etica em Uso de Animais do Instituto Aggeu
Magalhdes — CEUA/IAM, n° 104/2016 com validade até dezembro/2020.

Resultados

Citotoxicidade em células VERO

Comparados ao controle positivo (PZQ), que teve sua CCso de 685,30uM, o composto
JF35 apresentou CCso de 724,13uM, sendo menos citotoxicos as ceélulas VERO. Os
compostos JF39 e JF42 apresentaram citotoxicidade moderada, com valores de 622,27uM e
609,83uM, respectivamente. Os demais compostos foram mais toxicos que o PZQ: JF30 —
271,50uM; JF31 — 293,34uM; JF33 — 455,46uM; JF34 — 466,65uM; JF36 — 503,46uM; JF38
—401,49uM e JF43 — 374,05uM.

Apesar da toxicidade apresentada, os compostos mais promissores JF31 e JF43
apresentaram atividade esquistossomicida em concentracdes abaixo do que foram
determinadas pela CCs (JF31 — 293,34uM e atividade esquistossomicida em 200uM; JF43 —
374,05uM e atividade esquistossomicida em 50uM).

Avaliacéo da atividade esquistossomicida in vitro em vermes jovens e adultos de
S. mansoni

As tiossemicarbazonas e tiazolidinas da série JF (LgIT/UFPE) se mostraram eficazes
contra vermes adultos e jovens de S. mansoni. Das 10 moléculas, 05 pertencem a classe das
tiossemicarbazonas e 05 as tiazolidinas, tendo cada composto um analogo correspondente.
Destas, 03 tiossemicarbazonas (JF30, JF31 e JF34) e 02 tiazolidinas (JF38 e JF43)
apresentaram atividade esquistossomicida. Ndo houve atividade no grupo analogo a série, ou

seja, a tiossemicarbazona que apresentou atividade ndo correspondeu a tiazolidina da série,
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evidenciando que a estruturacdo quimica junto ao substituinte é o fator que sugere com que
haja atividade direta sobre o S. mansoni.

Dez moléculas da série JF-LgIT/UFPE foram testadas contra vermes jovens e adultos
de S. mansoni. Realizou-se uma triagem na dose de 200uM para definir no periodo de 24h a
120h quais moléculas teriam atividade frente aos parasitos. Apresentaram atividade sobre o0s
vermes jovens os compostos JF31 (Tiossemicarbazona) e JF43 (Tiazolidina) e em vermes
adultos os compostos JF30 (Tiossemicarbazona), JF31 (Tiossemicarbazona), JF34
(Tiossemicarbazona), JF38 (Tiazolidina) e JF43 (Tiazolidina).

Para vermes jovens, os compostos JF31 e JF43 apresentaram atividade na dose de
200pM com indices de mortalidade de 100% em 48h. Contudo, concentra¢cBes mais baixas
ndo foram 100% efetivas, porém expressaram indices de mortalidade: JF31 nas concentracfes
de 50uM e 100uM apresentaram 25% de mortalidade em 48h de tratamento. O composto
JF43 apresentou 100% de mortalidade na concentracdo de 50uM em 72h e nas doses de
100uM e 200uM, todos os parasitos estavam mortos em 48h (Tabela 04). Observou-se que no
controle negativo (tratados com DMSO) os vermes apresentavam atividades normais, ou seja,
estavam no score 3, nenhuma alteracdo a nivel tegumentar foi percebida e os casais estavam
ativos. Contudo, no controle positivo, 0 PZQ néo foi eficaz em 100% dos parasitos, tendo
sempre 01 verme (25%) que ao fim de 120h ainda se apresentava no score 1 dos parametros,
ou seja, movimentos ocasionais das extremidades do corpo ou movimentagdo de glandulas
vitelianas nas fémeas (Tabela 05), evidenciando assim que o medicamento ndo € totalmente
eficaz na fase jovem do S. mansoni.

Analisando vermes adultos, 05 moléculas apresentaram atividade esquistossomicida
na dose de 200uM — JF30, JF31, JF34, JF38 e JF43, contudo, JF31 e JF43 apresentaram-se
mais eficazes, atingindo 100% de mortalidade dos vermes em 24h. JF30 apresentou 50% de
mortalidade em 120h; JF34 apresentou 25% de mortalidade em 100uM e 200uM em 120h;
JF38 apresentou 25% de mortalidade em 100uM e 200uM em 24h (Tabela 06). Os controles
positivos e negativos apresentaram-se dentro dos parametros esperados, tendo em vista que 0s
parasitos tratados com o PZQ apresentaram score 0 em 24h e todos os vermes do controle

negativo (DMSOQ) apresentaram com score 3 ao final de 120h (Tabela 07).

Analise Ultraestrutural
Os compostos JF31 e JF43 foram os que obtiveram 100% de mortalidade de vermes
jovens e adultos de S. mansoni e por isto, foram analisados os efeitos de tais compostos frente

a morfologia dos parasitos através da microscopia eletronica de varredura.
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Concomitantemente, os parasitos tratados com PZQ (Controle Positivo) e DMSO (Controle
Negativo) também foram analisados a fim de obter-se material comparativo entre as
diferentes micrografias.

Nos controles, os parasitos machos jovens apresentam ventosa oral e ventral bem
delineadas, em seu tegumento uma grande quantidade de tubérculos em formagéo em meio as
rugas paralelas e o canal ginecoforo (Fig. 1D - F). As fémeas sdo maiores que 0s machos,
mais finas e alongadas (Fig. 1A) e com um tegumento liso, apresentam uma grande
quantidade de papilas sensoriais espalhadas pela extensao do corpo (Fig. 1C - 2D).

O controle positivo (PZQ) na dose de 10uM (Fig. 2A — 3F) mostrou-se eficaz frente
ao tegumento dos vermes jovens.

O composto JF31 na concentracdo de 200uM apds 48h de tratamento, os parasitos
encontravam-se enovelados (Fig. 3A), e 0 seus tegumentos apresentavam destruicdo total dos
tubérculos, além de erupcbes cutdneas, bolhas tegumentares e também descamacdo
tegumentar (Fig. 3B - F). O composto JF43 na concentracdo de 100puM em 48h também
demonstrou acao frente a vermes jovens machos de S. mansoni. Com morfologia contorcida
(Fig. 4A - 5G), seus tegumentos apresentavam uma total destruicdo dos tubérculos, exposicao
da musculatura e uma grande quantidade de erupgoes.

No que concerne a vermes adultos, 05 compostos apresentaram atividade, contudo,
JF30, JF34 e JF38 ao final de 120h ndo apresentaram 100% de mortalidade dos parasitos.
JF31 e JF43 apresentaram 100% de atividade em 24h, mostrando-se eficazes comparados ao
PZQ (controle positivo), que teve no mesmo periodo de tempo eficdcia maxima observada.
Nos vermes tratados com DMSO (controle negativo) apresentaram morfologia caracteristica:
as fémeas apresentaram corpo cilindrico e uniforme, com tegumento liso e a presenca das
papilas sensoriais (Fig. 5A - C) e 0s vermes machos apresentam ventosa oral e ventosa ventral
bem delineadas, tegumento com a presenca das rugas paralelas, papilas sensoriais, e
tubérculos recobertos por espiculas (Fig. 5D - H). O controle positivo, tratado com PZQ na
dose de 10uM, (Fig. 6), apresenta uma grande atividade a nivel tegumentar nos vermes
adultos, provocando nas fémeas uma morfologia contorcida, caracteristica da acdo
neuromuscular do farmaco no parasita, exposicao total da musculatura, a presenca de bolhas
tegumentares estouradas e descamacdo tegumentar, havendo assim maior exposi¢cdo da
musculatura interna do verme (Fig. 6A - D). Os vermes machos também se apresentam de
maneira contorcida com a destruicdo dos tubérculos e espiculas, exposicdo da musculatura e
erosodes (Fig. 6E - H).
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JF31 foi 100% eficaz nas doses de 100uM em 48h e 200uM em 24h. A dose de 50uM
foi eficaz 25% dos parasitos, contudo, todas as concentragdes que apresentaram mortalidade,
foram capazes de alterar morfologicamente os vermes adultos de S. mansoni. Na dose de
200uM (Fig. 7), as fémeas se apresentavam contorcidas, com tegumentos anormais
(enrugados), descamacédo tegumentar com exposi¢do da musculatura por toda a superficie do
verme (Fig. 7A - F). Ja nos vermes machos, os tegumentos sofreram grandes alteragdes,
principalmente com a destruicdo dos tubérculos e espiculas e a presenca de erosées (Fig. 7G -
H).

Em relagdo ao composto JF43, apenas a concentragdo de 200puM foi eficaz em 100%
dos vermes analisados. A Figura 8 evidencia as alteracdes morfoldgicas presentes: vermes
enovelados (Fig. 8A), erosdes, tegumento anormal, bolhas tegumentares, alteracdes das rugas

paralelas e também da ventosa ventral (Fig. 8B - F).
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Tabela IV — Atividade in vitro de tiossemicarbazonas e tiazolidinas frente a vermes jovens de S. mansoni

Indice de Mortalidade (%) /
ConcentracOes Testadas
(UM/mL)

COMPOSTO TEMPO 200 100 50 25 12,5 CARACTERISTICA DOS VERMES OBSERVADOS

24 75 0 0 0 0 - Vermes contorcidos;

48 100 25 25 0 0 - Casais desacasalados;
JF31 72 100 25 25 0 0 - Tegumentos modificados.

96 100 25 25 0 0

120 100 25 25 0 0

24 75 0 0 0 0 - Vermes contorcidos;

48 100 100 0 0 0 - Casais desacasalados;
JF43 72 100 100 100 0 0 - Tegumentos modificados.

96 100 100 100 0 0

120 100 100 100 0 0

Tabela V — Mortalidade e motilidade dos vermes jovens de S. mansoni tratados com JF31, JF43 e controles (DMSO e PZQ- 10uM) por 120h.

Percentual de Motilidade dos Vermes Jovens
200 uM 100 pM 50 uM 25 UM 12,5 uM

GRUPO 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
DMSO 100 O 0 0 100 O 0 0 100 O 0 0 100 O 0 0 100 O 0 0
PZQ 0 0 25 75 0 0 25 75 0 0 25 75 0 0 25 75 0 0 25 75
JF31 0 0 0 100 O 0 75 25 0 0 75 25 0 100 O 0 0 100 O 0

JF43 0 0 0 100 O 0 0 100 O 0 0O 100 O 100 O 0 0 100 O 0

Legenda: Score 0 - vermes mortos; 1 - vermes com movimentos ocasionais; 2 - vermes com movimentacdo reduzida (cabeca e cauda); 3 - morfologia e
movimentacdo normais



Tabela VI — Atividade in vitro de tiossemicarbazonas e tiazolidinas frente a vermes adultos de S. mansoni

COMPOSTO

JF30

JF31

JF34

JF38

JF43

Indice de Mortalidade (%) /
ConcentracOes Testadas
(UM/mL)

TEMPO 200 100 50 25 12,5

24 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
96 0 0 0
120 50 0 0

24 100 50 25
48 100 100 25
72 100 100 25
96 100 100 25
120 100 100 25

24 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
96 0 0 0
120 25 25 0
24 25 25 0
48 25 25 0
72 25 25 0
96 25 25 0
120 25 25 0
24 100 0 0

48 100 50 25
72 100 50 25
96 100 50 25
120 100 50 25

[cNeoNeoleoNolNololNoNololololoelNolololNolelNollololle ool
[ecNeoNeoNeololNoloNolNolololNoNoeNololloNoelNoelNoelloelollollollolNe]

CARACTERISTICA DOS VERMES OBSERVADOS

- Presenca de ovos;
- Acasalamento presente.

- Auséncia de ovos;

- Vermes contorcidos;

- Casais desacasalados;

- Tegumentos modificados.

- Vermes com mobilidade reduzida;
- Casais desacasalados.

- Vermes com mobilidade reduzida;
- Casais desacasalados.

- Auséncia de ovos;

- Vermes contorcidos;

- Casais desacasalados;

- Tegumentos modificados.




Tabela VII — Mortalidade e motilidade dos vermes adultos de S. mansoni tratados com JF30, JF31, JF34, JF38, JF43 e controles (DMSQO e PZQ - 10uM) por 120h.
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GRUPO
DMSO
PZQ
JF30
JF31
JF34
JF38
JF43

3
100
0
50
0
0
50
0

200 pM
2 1
0 0
0 0
0 0
0 0
750
25 0
0 0

0
0
100
50
100
25
25
100

3
100
0
0
0
100
75
0

Percentual de Motilidade dos Vermes Adultos

100 uM

2
0
0
100
0
0
0
0

1
0
0
0
0
0
0

50

50 uM

0 3 2 1
0 100 O 0
100 O 0 0
0 0 0 0
100 0 25 O
0 100 O 0
25 75 25 O
50 75 0 0

0
0
100
100
75
0
0
25

3
100
0
100
100
100
100
100

25 uM
2 1
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

100
0
100
100
100
100
100

12,5 uM
2 1
0 0
0 O
0 0
0 0
0 O
0 0
0 O

[HEN
o

OO OO0 oo

Legenda: Score 0 - vermes mortos; 1 - vermes com movimentos ocasionais; 2 - vermes com movimentacao reduzida (cabeca e cauda); 3 - morfologia e

movimentagdo normais.
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Figura 1 - Microscopia Eletronica de Varredura de vermes jovens fémeas e machos de S.
mansoni do grupo controle negativo (DMSO). (A) Fémea e sua morfologia caracteristica. (B
e C) Fémea evidenciando papilas sensoariais (PS). (D) Morfologia de macho com
apresentacdo do canal ginecoforo. (E) Tegumento do macho recoberto por rugas paralelas
(RP) e tubérculos (T). (F) Macho evidenciando ventosa oral (VO) e ventosa ventral (VV).
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Figura 2 - Microscopia Eletrénica de Varredura de vermes jovens de S. mansoni do grupo
controle positivo (PZQ) na dose de 10uM por 24h. (A) Vermes enovelados. (B) Tegumento
com alteracbes morfoldgicas: bolhas tegumentares (BT), tegumento anormal (TA) e
destruicdo dos tubérculos (**). (C, D) Exposic¢do da musculatura (EM). (E) Ventosa oral (VO)
e ventosa ventral (VV) retraidas. (F) Exposi¢do de musculatura em detrimento de uma bolha
tegumentar estourada.
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Figura 3 - Microscopia Eletrénica de Varredura de vermes jovens machos de S. mansoni tratados
com JF31 200uM por 48h. (A) Macho enovelado. (B) Tegumento do verme macho apresentando
destruicdo total dos tubérculos (**) e erosbes (E). (C) e (D) Machos com destrui¢do total dos
tegumentos. (E) Estruturas morfologicas de machos, focando em uma bolha tegumentar (BT). (F)

Macho com descamacéo tegumentar (DT).
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Figura 4 - Microscopia Eletronica de Varredura de vermes jovens machos de S. mansoni
tratados com JF43 100uM por 48h. (A) Macho enovelado. (B - C) Tegumentos apresentando
destruicdo total dos tubérculos (**), erosdes (E) e exposicao da musculatura (EM). (D) Verme
adulto apresentando um grande inchaco tegumentar (IT). (E) Tegumento com uma grande
erosdo (E) no tegumento do verme adulto. (F) Tegumento com auséncia dos tubérculos (**).
(G) Verme macho enovelado. (H) Danos tegumentares e a auséncia de tubérculos (**).
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Figura 5 - Microscopia Eletronica de Varredura de vermes fémeas e machos de S. mansoni
do grupo controle negativo (DMSO). (A) Fémea e sua morfologia caracteristica. (B, C)
Fémea evidenciando seu tegumento e suas papilas sensoariais (PS). (D) Morfologia de
macho com apresentacdo do canal ginecoforo. (E) Morfologia carcteristica da ventosa
ventral (VV) de vermes machos. (F) Tegumento do verme macho com a presenca das rugas
paralelas (RP) e papilas sensoriais (OS). (G) Morfologia dos tubérculos (T).
(H) Tubérculos com grande quantidade de espiculas (ES).
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Figura 6 - Microscopia Eletronica de Varredura de vermes adultos de S. mansoni do grupo
controle positivo (PZQ) na dose de 10uM por 24h. (A) Fémea contorcida. (B) FEmea com
auséncia do tegumento e musculatura totalmente exposta (EM) e erosdo (E). (C) Tegumento
com uma bolha (BT). (D) Descamacéo tegumentar (DT) com exposi¢do da musculatura (EM).
(E) Verme macho enovelado. (F) Destruicdo total dos tubérculos e espiculas (**). (G) Verme
macho contorcido. (H) Tubérculos com morfologia anormal, erosdo (E) e exposi¢do da
musculatura (EM).
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Figura 7 - Microscopia Eletronica de Varredura de vermes adultos machos e fémeas de S.
mansoni tratados com JF31 200uM por 24h. (A, B) Fémea contorcida. (C) Tegumento da
fémea com morfologia fora do padrédo (TA). (D) Tegumento com descamacédo (DT) e
exposicdo da musculatura (EM). (E) Visdo geral de macho e fémea contorcidos. (F)
Tegumento com descamacdo (DT) e exposi¢do da musculatura. (G) Macho contorcido e
enovelado. (H) Tegumento do verme macho apresentando destruicdo de tubérculos (T) e
espiculas (**) e erosao (E).
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Figura 8 - Microscopia Eletronica de Varredura de vermes adultos machos e fémeas de S.
mansoni tratados com JF43 200uM por 24h. (A) Fémeas contorcidas. (B) Tegumento anormal
(TA) da fémea apresentando erosdo (E). (C) Fémea com tegumento alterado. (D) Tegumento
com bolhas (BT). (E) Verme adulto macho contorcido. (F) Verme macho com as rugas
paralelas (RP) com padres alterados e ventosa ventral (VV) com alteracdes morfoldgicas.
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Discussao

A esquistossomose é uma doenca negligenciada e tem como Unico tratamento no
Brasil o Praziquantel (PZQ) (AIRES et al. 2014; MATOS-ROCHA et al. 2015).

Compostos tiazolidinicos ja sdo descritos na literatura como bons agentes
esquistossomicidas. Estudos de Santiago et al. (2015) demonstraram que 0 LpQM-45 (tiazol)
foi eficaz quanto a mortalidade in vitro de vermes adultos de S. mansoni, resultados similares
foram obtidos no presente estudo, onde dois compostos tiazolidinicos (JF38 e JF43)
apresentaram atividade frente ao S. mansoni, destacando que JF43 apresentou atividades para
vermes jovens e adultos. As tiossemicarbazonas utilizadas no estudo de Santiago et al. ndo
apresentaram atividade frente ao parasito, contudo, as tiossemicarbazonas da série JF-LqlT
utilizadas em presente trabalho foram o grupo com o maior nimero de compostos ativos (trés
tiossemicarbazonas — JF30, JF31 e JF34), apresentando indices de mortalidade em diferentes
concentracdes (50uM, 100uM e 200uM) e em diferentes tempos (24h, 48h e 120h).

As analises das imagens obtidas por microscopias eletronicas de varredura neste
estudo, evidenciaram que os compostos JF31 (tiossemicarbazona) e JF43 (tiazolidina)
causaram danos ultraestruturais no tegumento dos parasitos machos e fémeas, nas fases jovens
e adultos. Resultados semelhantes, foram encontrados por Silva et al. (2014) que perceberam
destruicdo de espiculas e tubérculos, exposicdo de musculatura e morfologia contorcida em
vermes adultos de S. mansoni tratados com derivados imidazolidinicos na dose de 60ug/mL
em 24h de tratamento. Alteracdes similares em adultos de S. mansoni, também foram
descritas por Santiago et al. (2015), quando submetido ao tratamento com o tiazol, composto
LpQM-45, na concentracdo de 80ug/mL, em 24h de tratamento. Estudos realizados por Mariz
Gomes da Silva et al. (2018) observaram que o composto 1,3-benzodioxole apresentou agao
contra vermes adultos de S. mansoni, desencadeando alteracbes no tegumento do verme, na
concentracdo de 100pg/mL, por 24h. Dessa forma, pode-se inferir que compostos que tenham
como alvo o tegumento, sdo eficazes na destruicdo do parasito de forma direta, levando a sua
morte, como também, de forma indireta expondo o verme a agdo do sistema imune do
hospedeiro.

A eficécia dos compostos, tiazolidinas JF38 e JF43, deve-se ao fato de compartilharem
substituintes com trés atomos de Fluor (F). O F é um halogénio bastante utilizado em ensaios
de atividade biologica e tem sido descrito como elemento que tem capacidade de aumentar a
absorcdo dos compostos pela membrana celular (Thomas, 2003). No presente estudo, 0

composto JF43 contendo o substituinte trifluorometoxi, foi responsavel por alteraces
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ultraestruturais significativas na topografia dos vermes jovens e adultos, podendo-se inferir,
que essas alteracOes estejam relacionadas a uma maior absor¢éo e interagdo dessa molécula no
tegumento dos vermes.

Estudos de Silva et al. (2018) observaram que ao tratar com o 1,3-benzodioxole na
dose de 200uM, em 72h atingia 100% de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni. Os
achados corroboram com os resultados acima, onde percebeu-se que a dose de 200uM para 0s
compostos JF31 e JF43 foi a que apresentou no menor espaco de tempo, 24h para vermes
adultos e 48h para vermes jovens, atividade frente aos parasitos.

Nas concentragdes que apresentaram atividade esquistossomicida os vermes fémeas e
machos apresentavam-se com morfologia contorcida. Tais resultados assemelham-se aos
achados de Vale et al. 2017, que demonstraram que vermes tratados com PZQ se apresentam
contorcidos e enovelados uma vez que o PZQ tem acio nos canais de Ca?*, sugerindo que 0s
compostos JF31 e JF43 podem agir também neste mecanismo celular.

Estudos in vitro sobre a atividade de compostos e moléculas em formas juvenis de S.
mansoni sao escassos e sem abrangéncia de investigacdo. Contudo, estudos in vivo de
Fernandes et al. (2017), ao testar a acdo de extratos hexanicos e etanolicos de Phyllanthus
amarus em camundongos com 30 e 45 dias apds a infeccao, perceberam a reducdo no nimero
total de vermes presentes nos dois tempos, corroborando com 0s nossos resultados que
demonstraram a susceptibilidade das formas jovens e adultas aos compostos JF31 e JF43 em
parasitos com 30 e 50 dias de vida. Estudos de Oliveira et al. (2014), perceberam que o
tratamento in vivo com extratos de Baccharis trimera em camundongos com 30 dias de
infectados apresentaram a reducéo de 75% e 68%, enquanto o PZQ apenas obteve reducéo de
37%, resultados afins aos nossos estudos in vitro, onde o PZQ se apresentou 75% eficaz frente
as formas jovens e os compostos JF31 e JF43 apresentaram indices de 100% de mortalidade.

Estudos de Oliveira et al. (2018) quando testaram derivados do composto LpQM-45
(tiazol) descrito por Santiago et al. (2014), perceberam acdo esquistossocimida em
esquistossomulos dos derivados 7a e 7h em 48h. Mesmo o esquistossomulo tendo
caracteristicas distintas dos vermes com 30 dias, os achados corroboram com 0S nossos
resultados, onde a forma juvenil de S. mansoni quando tratada com as moléculas JF31 e JF43,
apresentaram 100% de mortalidade no mesmo periodo, sugerindo assim futuras investigacoes
sobre a eficicia das tiossemicarbazonas e tiazolidinas frente a esquistossomulos.

No que concerne a citotoxicidade, a bibliografia sobre a acdo de tiossemicarbazonas e
tiazolidinas sobre células VERO ¢ escassa. Braga et al. (2016) descreveram a citotoxicidade

de tiossemicarbazonas em celulas VERO, onde a CCsp dos compostos analisados foi maior
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que 100uM, corroborando com os nossos resultados, onde tiossemicarbazonas apresentaram
CCso que variavam de 271,50 a 724,13uM. Contudo, a citotoxicidade ndo pode ser observada
como um unico parametro para a confiabilidade dos compostos. Segundo Oliveira et al.
(2017), os estudos in vitro sdo importantes, porém, a citotoxicidade in vivo pode ser diferente
do apresentado anteriormente, necessitando assim que sejam feitos estudos complementares
para averiguar sua citotoxicidade diretamente em modelos experimentais in vivo.

Ao final dos estudos, os compostos JF31 e JF43 apresentaram-se como 0S mais
promissores da serie JF-LqIT/UFPE uma vez que apresentaram atividade esquistossomicida
sob formas juvenis e adultas de S. mansoni em concentragdes mais baixas que as CCso
determinadas para células VERO. Melhorias podem ser empregadas nos compostos a fim de
que se tornem solUveis em agua, garantindo assim uma maior seguranca em testes in vivo

destes candidatos a futuros farmacos anti-helminticos.
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CONSIDERACOES FINAIS

As moléculas JF31 e JF43 da série JF (LgIT/UFPE) mostraram-se com potencial para
prosseguir nos testes bioldgicos a fim de tornar-se um possivel tratamento futuro para a
esquistossomose por apresentar uma boa acdo em vermes jovens e adultos de S. mansoni;
A série apresentou diferentes niveis de citotoxicidade, porém atividade esquistossomicida
ocorreu em indices abaixo da CCsyo;

Os compostos agiram fortemente sobre o tegumento dos vermes jovens e adultos
provocando alteragOes ultraestruturais;

Avaliagdes in vivo poderdo corroborar o potencial esquistossomicida dos compostos da
série JF (LqlT/UFPE) avaliados in vitro.
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