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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca negligenciada prevalente em paises tropicais e
subtropicais onde ha milhdes de pessoas infectadas, resultando em mortes todos os
anos. No Brasil, Pernambuco tem a maior taxa de mortalidade e internagéo
hospitalar por esquistossomose, com milhdes de infectados na Zona da Mata e nas
Regides Litoranea e Metropolitana do Recife. Ndo h& vacina contra Schistosoma e o
seu tratamento e controle ocorre unicamente pelo uso do Praziquantel (PZQ). Assim,
devido ao seu extenso tempo de uso, existem relatos de resisténcia e/ou tolerancia
ao PZQ. A quimica medicinal desenvolve o planejamento racional de novas
moléculas e permite a descoberta de novos farmacos, dentre eles os
antiparasitarios. Essa pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade
esquistossomicida, in vitro, de novos derivados tiazolidinicos (TZDs) contra casais
adultos de S. mansoni. Camundongos foram infectados com cercarias (n=120) de S.
mansoni e apds 45° dias os vermes foram recuperados por perfusdo com salina
estérii do sistema porta-hepético e vasos mesentéricos. Os vermes foram
distribuidos em placas de cultura (2 casais em 2 ml de RPMI suplementado/poco) e
incubados, e os TZDs (LQIT-PBT-01, LQIT-PBT-02, LQIT-PBT-03) foram
adicionados nos pocos para concentracdes finais de 6.25 -200 yM e avaliados a
cada 24 h durante cinco dias consecutivos. O composto que causou alteracbes na
motilidade e mortalidade em 24 h foi analisado em 3, 6, 12 e 24 h ap0s a incubacéo.
Durante 120 h casais do controle negativo apresentaram motilidade e topografia
tipicas e peristaltismo dos o6rgdos internos. Apés 48h, LQIT-PBT-01 nas
concentragbes de 200, 100 uM causou redugdo, dose-dependente, na motilidade
dos vermes. Em 96 h houve mortalidade de 87,5% na concentragédo de 200 pM.
Apds 120 h, 200 e 100 uM causaram 100% de mortalidade e 100% dos vermes em
escore 1. O composto LQIT-PBT-02 alcancou 100% de mortalidade em 200 e 100
MM decorridos 24h. Apds 48h em 50 uM teve 100% dos vermes em escore 1 € na de
25 yM houve uma redugao na movimentagao dos vermes. Decorridos 120 h em 50
MM atingiu 62,5% de mortalidade enquanto na de 25 yM em 25% foi observado
movimentagdo apenas em uma das extremidades. Ao atingir 100% de mortalidade
em 24 h, houve diminuicdo do tempo de analise para observacdo das alteracdes na
motilidade e mortalidade. Apés 3 h na concentracdo de 200 puM causou 100% de
mortalidade. As 6 h de incubac&o foi observado 100% de mortalidade em 100 pM.
Apods 24h, em 50 uM resultou em 81.25% dos vermes em score 1. O LQIT-PBT-03
se observou em 24 h em escore 3. Apos 48 h 200 e 100 uM apresentou redugao nos
movimentos e em 120 h foi alcangado 12.5% de mortalidade em 200 pM. A
avaliacdo da viabilidade celular mostrou reducdo da viabilidade celular nas maiores
concentragcdes 200 e 100 pyM, enquanto a citotoxicidade celular demonstrou que os
compostos sdo menos toxicos que o PZQ, entretanto o LQIT-PBT-02 teve a maior
citotoxicidade. Assim, novos derivados tiazolidinicos podem ser uma alternativa para
o tratamento e controle da esquistossomose.



Palavras-chave: Atividade esquistossomicida. Esquistossomose. Vermes adultos.
Quimica medicinal.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected disease prevalent in tropical and subtropical countries
where millions of people are infected, resulting in deaths every year. In Brazil,
Pernambuco has the highest rate of mortality and hospitalization for schistosomiasis,
with millions of people infected in the Zona da Mata and in the Coastal and
Metropolitan Regions of Recife. There is no vaccine against Schistosoma and its
treatment and control occurs solely through the use of Praziquantel (PZQ). Thus, due
to its extensive use, there are reports of resistance and/or tolerance to PZQ.
Medicinal chemistry develops the rational design of new molecules and allows the
discovery of new drugs, among them antiparasitic drugs. This research aimed to
evaluate the in vitro schistosomicidal activity of new thiazolidine derivatives (TZDs)
against adult couples of S. mansoni. Mice were infected with cercariae (n=120) of S.
mansoni and after 45 days the worms were recovered by perfusion with sterile saline
from the hepatic portal system and mesenteric vessels. The worms were distributed
in culture plates (2 couples in 2 ml of supplemented RPMI/well) and incubated, and
the TZDs (LQIT-PBT-01, LQIT-PBT-02, LQIT-PBT-03) were added to the wells to
final concentrations of 6.25 -200 uM and evaluated every 24 h for five consecutive
days. The compound that caused changes in motility and mortality at 24 h was
analyzed at 3, 6, 12 and 24 h after incubation. During 120 h negative control couples
showed typical motility and topography and peristalsis of internal organs. After 48h,
LQIT-PBT-01 at concentrations of 200, 100 uM caused a dose-dependent reduction
in worm motility. In 96 h there was a mortality of 87.5% at the concentration of 200
MM. After 120 h, 200 and 100 uM caused 100% mortality and 100% of the worms at
score 1. The compound LQIT-PBT-02 achieved 100% mortality at 200 and 100 yM
after 24h. After 48h in 50 uM there was 100% of the worms in score 1 and in the 25
MM there was a reduction in the movement of the worms. After 120 h in 50 uM
reached 62.5% of mortality while in 25 pyM in 25% movement was observed only in
one of the extremities. Upon reaching 100% mortality in 24 h, there was a decrease
in the analysis time for observing changes in motility and mortality. After 3 h at a
concentration of 200 uM it caused 100% mortality. At 6 h of incubation, 100%
mortality was observed at 100 uM. After 24h, in 50 pM, it resulted in 81.25% of the
worms in score 1. The LQIT-PBT-03 was observed in 24 h in score 3. After 48 h, 200
and 100 uM showed a reduction in movements and in 120 h, 12.5% was reached. of
mortality at 200 uM. The evaluation of cell viability showed reduced cell viability at
the highest concentrations 200 and 100 uM, while cell cytotoxicity showed that the
compounds are less toxic than PZQ, however LQIT-PBT-02 had the highest
cytotoxicity. Thus, new thiazolidine derivatives may be an alternative for the
treatment and control of schistosomiasis.

Key words: Schistosomicidal activity. Schistosomiasis. Adult worms. Medicinal
chemistry
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1 Introducéo

Os agentes etioldégicos da esquistossomose sdo helmintos do género
Schistosoma, sendo prevalente no Brasil a espécie S. mansoni, cuja patogenia é
decorrente da resposta inflamatoria granulomatosa frente aos antigenos dos ovos
acumulados nos tecidos hepatico e intestinal e consequentemente
hepatoesplenomegalia, hipertensdo portal, fiborose e ascite. A esquistossomose &
uma infeccdo negligenciada, prevalente em 78 paises tropicais e subtropicais onde
ha cerca de 700 milh6es de pessoas em risco permanente de infeccdo e 250
milhdes de infectados, dos quais 300.000 evoluem para 6bito anualmente (LO et al.,
2022; SALAS-CORONAS et al., 2022). No Brasil, a prevaléncia é de 2,5 milhdes de
infectados, tendo a regido nordeste maior endemicidade. Entre os 19 estados
endémicos, Pernambuco possui as maiores prevaléncia e incidéncia, especialmente
na Zona da Mata e recentemente no Litoral e Regido Metropolitana do Recife, além
das maiores taxas de mortalidade e internacdo hospitalar por esquistossomose
(KATZ, 2018; ALMEIDA SANTOS, 2020).

Na auséncia de vacina biossegura e medidas sanitarias efetivas, para o
controle da esquistossomose é preconizado o uso do praziquantel (PZQ), Unica
droga disponivel de acordo com a OMS (WHO, 2023). No entanto, PZQ apresenta
acdo apenas contra vermes adultos, ja é usado a mais 70 anos, existindo relatos de
cepas resistentes e/ou tolerantes, ndo atua contra formas imaturas do verme e nao
previne reinfeccdo. Esse cenario € preocupante, uma vez que em areas endémicas
a reinfeccdo é frequente e infectados albergam concomitantemente estagios
imaturos e adultos, assim existe morbidade recorrente, mesmo apds tratamento
(LOVERDE et al., 2021; TEDLA et al., 2020; CRIBB et al., 2019). Mecanismos de
escapes enzimaticos no sistema imune e na composicao e alteracbes em proteinas
do tegumento dos estagios imaturos do S. mansoni sdo vias atribuidas para
limitacdes do uso do PZQ contra esses estagios (SILVA et al., 2012; HAMBROOK;
HANINGTON, 2021). Logo, existe a necessidade de pesquisas na busca por novas
alternativas terapéuticas que possam interromper o ciclo evolutivo do S. mansoni e

evitar colapso no tratamento da esquistossomose.

Neste contexto, a quimica medicinal desenvolve o planejamento racional de

novas moléculas e permite a descoberta de novos farmacos, e através de
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modificagdes quimicas, essas moléculas podem apresentar melhor atividade
biolégica ou mesmo ser redirecionada para novos alvos terapéuticos. Dentre essas
moléculas, destacam-se como prototipos derivados heterociclicos pentagonais,
incluindo tiazolidinas (TZDs), que sao sintetizados a partir de reacdes de
condensacdo, oxidacdo e alquilacdo. Derivados TZDs ja sdo encontrados em
farmacos comercializados, como: sulfatiazolidinicos (antimicrobiano), ritonavir
(antirretroviral), abafungin (antifangico) e tiazofurin (antineoplasico) (HUSSEIN;
TURAN-ZITOUNI, 2018).

Os derivados TZDs exibem atividade antiparasitaria contra Plasmodium spp
(RUIZ et al.,2011), Trypanosoma cruzi (GUERRA, 2019), Toxoplasma gondii
(TROTSKO et al.,2019) e Leishmania spp (GOUVEIA, 2019). Com relagdo a
atividade contra casais adultos de S. mansoni, séries de derivados TZDS ja foram
avaliadas, a exemplo de Lauro da Silva (2010), que reporta mortalidade de 86% dos
vermes, e Santiago et al., (2014), que relatam reducdo na motilidade e oviposicao,
desacasamelamento e 100% de mortalidade dos vermes. Em conjunto, esses
estudos destacam que séries de derivados TZDs sao promissores farmacos
esquistossomicidas. Com essa perspectiva, objetivamos avaliar a atividade
esquistossomicida in vitro de novos derivados TZDs contra casais adultos de

Schistosoma mansoni.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ESQUISTOSSOMOSE

1.1.1 Aspectos Epidemioldgicos da Esquistossomose Mansénica

Acredita-se que o Schistosoma spp originou-se nas bacias dos rios Nilo, na
Africa, e do Yangtze, na Asia. Os relatos mais antigos da presenca da
esquistossomose ocorreram no Egito e na China através da identificacdo de lesdes
caracteristicas (Evidéncias de S. haematobium e S. japonicum) nas mumias e dos
ovos em coprolitos, cujas origens remotam ha 3.000 anos e 2.100 anos antes de
Cristo, respectivamente (CARVALHO et al., 2008). A esquistossomose, infeccéo
causada por Platelmintos da classe trematoda, familia Schistosomatidae, género
Schistosoma, acomete aproximadamente 250 milhdes de pessoas distribuidas em
78 paises e territorios sendo responsavel por cerca de 300.000 mil Obitos
anualmente (NEVES, 2016; LO et al.,, 2022; SALAS-CORONAS et al., 2022). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) destaca cinco espécies de Schistosoma com
maior importancia médica, sdo elas: S. haematobium encontrado na Africa e Oriente
Médio, sendo o causador da esquistossomose urogenital ao se instalar no plexo
nervoso pélvico, S. intercalatum (Africa Ocidental e Central), S. japonicum (China,
Indonésia e Filipinas), S. mekongi (Sudeste da Africa e rio de Mekong) e o S.
mansoni (Américas, Africa, Oriente Médio e indias Ocidentais) espécies que residem
nas veias mesentéricas tornando-se agentes da esquistossomose intestinal e
hepatica (figura 1) (OMS, 2023).
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Figura 1: Distribuicdo mundial das esquistossomoses com importancia em saude
publica humana.
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Fonte: WEERAKOON et al., 2015.

A esquistossomose € considerada, dentre as parasitoses que afetam o
homem uma das mais disseminadas no mundo, ocupando o segundo lugar depois
da maléaria em termos de morbidade e mortalidade. Nos paises em desenvolvimento,
a esquistossomose representa um sério risco a saude, principalmente para as
populacdes rurais e residentes de periferias devido ao saneamento precério, o baixo
desenvolvimento econdmico e social, bem como ao dificil acesso ao sistema de
salde (BRASIL, 2014).

7

A esquistossomose mansobnica, cujo agente etiologico € o Schistosoma
mansoni, constitui grupo de doencgas tropicais negligenciadas sendo registrado em
54 paises, com destaque para Africa, Leste do Mediterraneo e América. Nas
Américas, se concentra na porgdo Sul, principalmente Caribe, Venezuela, Suriname
e Brasil (Figuras 1, 2 e 3), sendo o Brasil o pais com maior relevancia
epidemioldgica por apresentar altos indices de infectados e mortalidade pela doenca
(BRASIL, 2022; BARBOSA et al., 2018). No Brasil, acredita-se que o S. mansoni foi
introduzido por meio do trafico de escravos oriundos da Costa Ocidental da Africa
gue ingressaram no pais pelos portos do Recife e Salvador para trabalharem nas
lavouras de cana de acUcar. ApOs o parasita ser inserido no territorio brasileiro,



16

encontrou condi¢cdes favoraveis para sua instalacdo e se expandiu pela regido
nordeste formando uma extensa area de transmissdo entre os estados do Rio
Grande do Norte e Bahia. No século XVIIl, com o declinio da producdo agucareira
ocorreu uma extensa migracao para outras regides, principalmente Minas Gerais, se
espalhando pelo territério durante o percurso (figura 2) (MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

Figura 2: Expansao da esquistossomose mansoni no Brasil.
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Fonte: Ministério da Saude, Vigilancia da Esquistossomose Mansoni: diretrizes
técnicas, 2014.

A esquistossomose é endémica no Brasil ocupando uma extensa parte do
territério nacional com destaque para as regifes Nordeste e Sudeste por
apresentarem maior relevancia (Figura 3). A doenca é prevalente em 19 das 26
unidades federativas, sendo assim, amplamente distribuida pelo pais com cerca de
1,5 milhdo de pessoas vivendo em areas sob o risco de contrair a infecgédo devido a
existéncia de cole¢cbes hidricas que favorecem a transmissdo do parasita pela
presenca dos seus hospedeiros intermediarios, caramujos do género Biomphalaria
spp (MINISTERIO DA SAUDE, 2021; SOUZA et al., 2019). Esses moluscos s&o



17

encontrados na Africa, América do Sul e em outras regides subtropicais. No Brasil 0s
potenciais hospedeiros intermediarios da esquistossomose sdo as espécies de B.

glabrata, B. straminea e B. tenagophila (Figura 4 e 5) (HABIB et al., 2021).

Figura 3: Distribuicdo da esquistossomose segundo a média do percentual de
positividade por municipio no Brasil, 2009-2020.
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Fonte: Sistema de Informacdo do Programa de Controle da Esquistossomose, 2020
—SISPEC/SVS/MS.

Apesar dos esforcos realizados pelo Governo brasileiro para combate e
controle da esquistossomose, a doenca causa danos socioecondémicos graves,
possuindo endemicidade em estados como Alagoas, Bahia, Maranhéo,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais
(Figura 3). Existem também casos de transmissdo localizados, ndo abrangendo
grandes areas, nos estados do Para, Maranhao, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal.
Assim, estima-se que os custos financeiros diretos e indiretos da doenga no ano de
2015 foram de mais de US$ 41 milhdes aos cofres publicos (OLIVEIRA SILVA,
WANDERLEY, 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2021). No periodo de 2009 a 2019
segundo dados do SISPEC (Sistema de Informacédo do Programa de Controle da

Esquistossomose), o percentual de positividade para a esquistossomose apresentou
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variacdes de 5,20% em 2009 a 2,90% em 2018 nas areas endémicas. Neste mesmo
periodo foram realizados exames para deteccdo do S. mansoni sendo detectados
423.117 casos em 9.867.120 exames realizados com um percentual de positividade
médio de 4,29%.

Figura 4: Distribuicdo global de espécies suscetiveis de Biomphalaria (nivel de
pais).
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Figura 5: Distribuicdo dos hospedeiros intermediarios no Brasil.
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Fonte: Ministério da Saude, Vigilancia da Esquistossomose Mansoni: diretrizes
técnicas, 2014.

De acordo com o Ministério da Saude no periodo de 2015 a 2019, foram
registrados um total de 2.517 6bitos por esquistossomose entre residentes no Brasil,
com a regido nordeste apresentando a maior taxa de mortalidade no ano de 2019:
0,53/100.000, considerada 64 vezes maior que a da regido Sul (Figura 6) (BRASIL,
2022). Pernambuco é o estado, entre os 19 endémicos, com maior prevaléncia e
incidéncia, especialmente na Zona da Mata e recentemente no Litoral e Regiédo
Metropolitana do Recife, tendo a maior taxa de mortalidade e internacdo hospitalar
por esquistossomose com casos notificados em 102 dos 185 municipios (BARBOSA
et al., 2018; RODRIGUES et al., 2022). Acredita-se que a expansao da
esquistossomose para as areas urbanas ocorreu devido a migracdo de individuos
parasitados saindo das zonas rurais endémicas em busca de melhores condi¢des de
vida na capital e principalmente pelos habitos de vida do homem que podem

propiciar o surgimento de novos habitats para o molusco vetor (KLOHE et al., 2021).
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Figura 6: Taxa de mortalidade especifica por esquistossomose segundo 0s estados,
Brasil, 2019.
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Fonte: Adaptado de Boletim Epidemiol6gico 2022. Mortalidade por esquistossomose

mansoni no Brasil, de 2015 a 2019.

A disseminacdo da esquistossomose ocorre devido a alguns fatores que
podem ser intrinsecos ao verme adulto, como sua longevidade que pode chegar a
décadas, mesmo possuindo uma vida meédia de cinco a oito anos, e a grande
capacidade que as fémeas possuem de postura dos ovos. Também observamos
fatores ligados as pessoas infectadas que mesmo estando distantes de sitios de
infeccdo sdo capazes de liberar ovos nas fezes por cerca de 20 anos e pelo carater
cronico e insidioso da doenca fazendo com que nao se tenha a procura por
tratamento. As variacfes climaticas sazonais também influenciam na expanséo da
doenca através do alagamento dos criadouros naturais do vetor em decorréncia das
fortes chuvas, resultando no aumento do contato do homem com Biomphalaria spp e
consequentemente transmitindo a esquistossomose, especialmente nas areas rurais
e periferias urbanas que possuem precario acesso ao saneamento basico (BRASIL,
2014; GOMES et al., 2016).
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1.1.2 Ciclo Biolégico S. mansoni

O Schistosoma mansoni € um parasita de ciclo heteroxénico por possuir dois
hospedeiros, tendo 0 homem como o hospedeiro definitivo do parasita e caramujos
do género Biomphalaria como os hospedeiros intermediarios (Figura 7). O ciclo se
inicia por meio da liberagédo de ovos (Figura 8A) com formato oval contendo um
espiculo lateral voltado para tras presente nas fezes do hospedeiro definitivo, esses
ovos maduros contaminam cole¢des de agua doce e com isso eclodem liberando o
miracidio. A eclosdo do miracidio, fase evolutiva infectante para o caramujo, ocorre
pelo processo de osmose, entrada de agua no ovo, como também, sdo necessarios
fatores como temperatura, luminosidade e oxigenacgéao ideal para que a casca do ovo
se rompa (NEVES, 2016; REY, 2008).

O miracidio (Figura 8B), primeira forma larvaria do S. mansoni nada
ativamente devido aos numerosos cilios que revestem sua cuticula delgada e seu
sistema muscular em busca do hospedeiro intermediario ao serem atraidos devido a
liberacdo de substancias miracidinas pelo molusco (COELHO et al.,, 2008). A
penetracdo do miracidio ocorre com auxilio de glandulas de penetracdo e de
substancias histolégicas (Terebratérium). Ao decorrer de 48h o miracidio perde seu
revestimento epitelial ciliado dando origem ao esporocisto primario, e posteriormente
suas células germinativas multiplicam-se dando origem ao esporocisto secundario.
Esse esporocisto secundario passa por diferenciagdes dando origem a milhares de
cercarias (MAIER et al., 2019). Ap6s 4 a 7 semanas da penetracdo dos miracidios
nos tecidos do caramujo ocorre a liberacdo das cercérias, forma evolutiva infectante
para o hospedeiro definitivo, 0 homem. Essa liberacdo depende de fatores como
temperatura da agua de 25° a 30° C geralmente entre 11 e 15 horas, horario em que
a luminosidade e a temperatura sao consideradas adequadas (REY, 2008; BRASIL,
2014).

As cercarias (Figura 8C) possuem uma cauda bifurcada, por isso também séo
denominadas de furcocercarias, possuem longevidade de 8 a 12 horas, entretanto
essa capacidade é perdida ao longo do tempo que permanecem livres por
esgotarem suas reservas energéticas. Essa forma infectante possui duas ventosas,
a oral, onde estdo presentes as glandulas de penetracdo e a ventral ou acetabulo

responsavel principalmente pela fixacdo da cercéaria na pele do hospedeiro definitivo.
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A penetracdo ocorre de forma ativa por meio da liberacdo de enzimas liticas pelas
glandulas cercarianas, seguido de movimentos vibratérios, nesse processo ocorre a
perda da cauda e formacao do esquistossomulo (NEVES, 2016; REY, 2008).

Figura 7: Ciclo biologico do S. mansoni
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Fonte: Adaptado do Manual MSD:
https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/figure/inf_schistosoma_life_
cycle_pt. Acesso em 16 mar. 2023.

O esquistossomulo (Figura 8D) permanece no ponto de inoculacdo por cerca
de 72 horas, em seguida segue para circulacdo sanguinea e/ou linfatica atingindo
orgaos como coracdo e pulmdes, onde encontram fatores essenciais para sua
maturacdo e permanece um tempo nesses locais podendo causar alteracdes.
Posteriormente retornam para o coragdo e sdo lancados através das artérias a
outros locais do organismo, sendo o figado o local preferencial onde essas formas
jovens se diferenciam sexualmente e crescem se nutrindo de eritrécitos. Ainda em
seus estagios imaturos 0s vermes migram para veia porta para completar a sua
maturacdo (ARAUJO et al., 2020; REY, 2008). Os vermes adultos (Figura 8E) se

localizam no figado e nos ramos terminais das veias mesentéricas, apdés o


https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/figure/inf_schistosoma_life_cycle_pt
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acasalamento que se da aproximadamente 40 dias ap0s a penetracao das cercarias,
migram para vénulas da submucosa intestinal para iniciar a postura dos ovos por
meio de contracdes musculares. Nesse momento 0S 0vos possuem em seu interior
um embrido que ird amadurecer ao longo de uma semana, tempo que o ovo leva

para percorrer o epitélio intestinal e chegar a luz do intestino (ROQUIS et al., 2015).

Cerca de 300 ovos séo produzidos pelas fémeas do S. mansoni com cerca da
metade sendo liberados nas fezes dos individuos infectados, com a outra metade
ganhando a circulacdo e encalhando em tecidos, especialmente no hepatico, sendo

responsaveis pela formacéo de granulomas (PAIXAO SIQUEIRA et al., 2017).

Figura 8 (A-E) — Formas evolutivas do S. mansoni

A - Ovo, B - miracidio, C - cercaria, D - esquistossémulo, E — vermes adultos
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Fonte: Figura 8A - AUGUSTO (2016). Figura 8B — adaptado de SOUZA (2021).
Figura 8C — Adaptado de EL-BESHBISHI et al (2015). Figura 8D - AUGUSTO
(2016). Figura 8E — AUGUSTO (2016).

1.1.3 Patogenia

A evolucgédo clinica da esquistossomose € dividida em trés estagios distintos:
aguda, ativa estabelecida e crbnica tardia. Sabe-se que as principais lesbes e
manifestacbes causadas pelo Schistosoma se ddo devido a inflamacdo que
acontece em resposta & presenca de ovos (Figura 9) nos tecidos de individuos
infectados. A fase aguda ocorre principalmente em viajantes que se infectam ao
visitar areas endémicas para a doenca, apresentando sintomas comuns como dor
abdominal e muscular, febre, mal-estar e fadiga. Enquanto a fase ativa e cronica
ocorre principalmente em pessoas infectadas ha mais tempo que vivem em areas
endémicas, sem assisténcia adequada. Apresentam manifestacfes inflamatorias e
obstrutivas devido a resposta imunoldgica estabelecida pelo organismo ao
encalhamento dos ovos no tecido do hospedeiro (ANDERSON; ENABULELE, 2021;
MCMANUS et al., 2020).

Figura 9: Ovos de Schistosoma sp
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Fonte: SALAS-CORONAS et al., 2022

Apbs a penetragdo da cercéria, as primeiras manifestacdes de infeccdo € uma
erupcdo maculopapular pruriginosa, denominada dermatite cercariana que surge no
local da penetracdo da cercaria na pele. Essa dermatite cercariana ocorre devido

uma resposta imune inata originando reacbes de hipersensibilidade a parasitas
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mortos podendo se desenvolver algumas horas apoés a infecgdo (SALAS-CORONAS
et al., 2022).

As cercarias que sobreviveram ap0s a penetracdo dao origem aos
esquistossémulos e podem seguir para as manifestacdes agudas propriamente ditas
da esquistossomose. O complexo de sintomas é denominado de febre de Katayama
ou Sindrome de Katayama. Comum em areas com altas taxas de transmisséo de
esquistossomose, essa sindrome recebeu o nome do distrito de Katayama, no
Japao, onde o primeiro caso humano de S. japonicum foi descrito em 1904. Os
sintomas comuns incluem mialgia generalizada, dor no quadrante superior direito,
diarreia sanguinolenta, dor de cabeca, febre, eosinofilia, tosse ndo produtiva e
infiltrados pulmonares irregulares, a maioria dos pacientes se recuperam
espontaneamente apds 2 a 10 semanas, enquanto alguns desenvolvem uma
erupcao cutanea generalizada e uma doenga mais grave e persistente com dispneia,
dor abdominal, perda de peso, hepatomegalia e diarreia (SALAS-CORONAS et al.,
2022). A variacdo na gravidade dos sintomas pode ser explicada por meio de
reacoes de hipersensibilidade sistémica mediadas pelo sistema imunoldgico contra
antigenos liberados por esquistossdmulos migratérios ou contra os ovos apés sua
deposicao nos tecidos do hospedeiro (MCMANUS et al., 2020).

A infecc@o ativa estabelecida ocorre principalmente em individuos residentes
em areas endémicas, ndo ocorrendo doenca aguda sintomatica. A doenca se
desenvolve diretamente em uma infeccdo ativa estabelecida, caracterizada pela
presenca de vermes adultos maduros, producéo de ovos e sua excre¢cado na urina ou
nas fezes. Os vermes adultos vivos presentes nos vasos sanguineos nao ativam a
resposta imune com inflamacao local devido a capacidade dos vermes de adquirir
antigenos do hospedeiro ou por mimetismo molecular pelo qual os antigenos do
parasita sdo escondidos (HAMBROOK; HANINGTON, 2021). Por outro lado, os ovos
do Schistosoma nao possuem essa capacidade por isso que todas as lesbes da
esquistossomose resultam da presenca dos ovos nos tecidos, eles secretam
ativamente glicoproteinas antigénicas sollveis que desencadeiam uma resposta
inflamatoria mediada por linfécitos CD4 com intuito de facilitar a passagem pelos
vasos sanguineos. Entretanto essas glicoproteinas também induzem a formacéo de
granulomas ao redor dos ovos (Figura 10), dessa forma, enquanto o sua formacéo

visa tornar 0s ovos inviaveis, resulta também na destruicdo do tecido do hospedeiro
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e formacéo de lesdes fibroticas (SANTOS et al.,, 2022; SALAS-CORONAS et al.,
2022).

Os sintomas clinicos especificos do o6rgdo afetado se correlacionam
positivamente com o nimero de ovos excretados e sdo mediados pela inflamacgéo
induzida pelo ovo seguida pela reagcdo granulomatosa. Infeccbes ativas
estabelecidas sdo mais caracteristicas de criancas em areas endémicas, esse
quadro pode ser reversivel apés a morte dos vermes adultos por meio de tratamento
repetido com praziquantel (MCMANUS et al., 2020).

Figura 10: Granuloma ao redor dos ovos de S. mansoni
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Fonte: Adaptado de MCMANUS et al., 2020

A esquistossomose cronica é a forma mais frequentemente diagnosticada,
podendo ser assintomatica ou oligosintoméatica até 40-60% dos casos em adultos e
criancas, levando ao comprometimento de érgaos distintos dependendo do tropismo
da espécie de Schistosoma (SALAS-CORONAS et al.,, 2022). Podendo ocorrer
doenca intestinal, inflamacdo hepatoesplénica e fibrose hepatica causada pelo S.
mansoni (MCMANUS et al., 2020).

Na doenca gastrointestinal hepatoesplénica ocorre a retencdo dos ovos na
parede intestinal induzindo inflamacdo, polipose, ulceracdo, formacdo de

microabscessos e hiperplasia. Os sintomas podem variar a depender da intensidade
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da infeccdo sendo perda de apetite, podendo alternar com constipacdo, sangue nas
fezes (hematoquezia) e colica hipogéstrica ou dor na fossa iliaca esquerda. J& os
sintomas intestinais cronicos incluem estenose retal ou colénica (NEVES, 2016;
MCMANUS et al., 2020).

Quando os ovos do S. mansoni sdo liberados para o figado induz uma
resposta inflamatéria granulomatosa com inflamagdo pré-sinusoidal e fibrose
periportal. Em estagio tardio o depdsito de colageno periportal leva a obstrucéo
progressiva do fluxo sanguineo e hipertenséo portal fazendo com que o organismo
desenvolva vias alternativas para a circulacdo sanguinea dando origem as varizes
esofagianas (Figura 11) e fibrose portal caracteristica da esquistossomose,
denominada de fibrose de Symmers. Ao decorrer da doencga outros sintomas podem
surgir como a ascite abdominal e a esplenomegalia (NEVES, 2016, MCMANUS et
al., 2020; SALAS-CORONAS et al., 2022).

Figura 11: Varizes esofagicas

Fonte: http://www.hepcentro.com.br/varizes.htm. Acesso em 16 mar. 2023.

Existem ainda as formas raras da esquistossomose causadas na fase cronica

da infeccéo:
e Neuroesquistossomose se da pela migracdo aberrante dos vermes adultos
para o cérebro ou medula espinhal gerando uma resposta inflamatéria frente

ao depodsito de ovos nesses locais, sendo o acometimento dependente da


http://www.hepcentro.com.br/varizes.htm
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area e da espécie de Schistosoma. O acometimento da medula € mais
frequente na Africa gerando mielite transversa aguda ou mielorradiculopatia
subaguda com sintomas como dor lombar, dor radicular das extremidades
inferiores, debilidade muscular, perda sensorial e disfuncdo intestinal e
vesical. Enquanto o acometimento cerebral decorre da infeccdo pela S.
japonicum podendo causar uma diversidade de sintomas como convulsdes,
deterioracdo motora e/ou sensorial, delirio ou uma sindrome cerebelosa.

e Esquistossomose pulmonar ocorre quando os ovos séo levados para os
capilares pulmonares onde induzem a formacdo de granulomas podendo
levar a fibrose peripulmonar, resultando em sintomas como arterite
granulomatosa com consequente hipertensdo pulmonar e cor pulmonale, e
falta de ar que é a manifestacéo clinica mais frequente.

e Nefropatia esquistossomoética é o comprometimento renal devido a

formacao de imunocomplexos podendo gerar proteindria e sindrome nefrética.

1.1.4 Tratamento da Esquistossomose

O Praziquantel (PZQ), derivado da pirazino-isoquinoleina do grupo
tioxantbnico (2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7, 11b-hexahidro-4H-pirazino [2, 1-
a] isoquinolina-4-ona) é o uUnico farmaco preconizado pela Organiza¢cdo Mundial
da Saude para o tratamento e controle de todas as formas de esquistossomose. Em
sua forma comercial o PZQ é uma mistura racémica de partes iguais do isémero R (-
) levo-PZQ e do isbmero S (+) dextro-PZQ, dos quais apenas o enantibmero R (-)
exibe atividade esquistossomicida (Figura 12). Apos sua administracdo e
metabolizacdo no figado, o praziquantel segue sendo metabolizado pelas enzimas
do citocromo P-450 (2B1 e 3A), formando derivados e metabdlitos que possuem
meia vida plasmatica de 1-3 horas e eliminagdo pelo organismo em
aproximadamente 24 horas (NOGUEIRA et al., 2022; THOMAS; TIMSON, 2020).
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Figura 12: Estrutura quimica do praziquantel
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Fonte: PAIXAO SIQUEIRA et al., 2017

O uso em larga escala do praziquantel desde 1970 ocorre devido a fatores
como sua eficacia, baixo custo, seguranca e facilidade de administracdo em dose
Gnica o que resultou em progressdo no controle da esquistossomose. Entretanto,
sabe-se que o farmaco possui eficacia dependente dos estagios de desenvolvimento
do Schistosoma tendo maior eficiéncia para os vermes adultos em comparacao com
0os vermes jovens de 21 dias que apresentam menor sensibilidade ao uso do
farmaco (NOGUEIRA et al.,, 2022). Sendo sua eficacia também relacionada com
guestbes ligadas ao sexo do verme e seu estado de emparelhamento possuindo
acdo contra ambos o0s sexos, porém, tendo menor eficdcia contra fémeas nao
pareadas e em infeccfes bissexuais 0os vermes machos e fémeas maduros sdo mais
sensiveis ao PZQ do que em infec¢des unissexuais (NOGUEIRA et al.,, 2022;
THOMAS; TIMSON, 2020) .

Apesar do uso generalizado do PZQ, seu mecanismo de acdo ainda néo é
bem elucidado. Entretanto, alvos tém sido apontados como responsaveis pelo seu
efeito farmacolégico (NOGUEIRA et al.,, 2022). Evidéncias sugerem que o PZQ
interrompe processos mediados por calcio nos vermes adultos ao atuar como
antagonista dos canais de calcio controlados por voltagem do parasita e/ou por
moléculas que regulam esses canais, essa hipotese pode ser justificada por meio
dos efeitos observados em estudos em que a droga levou a alteragcdo da membrana
nos vermes adultos de S. mansoni e S. japonicum, causando um rapido influxo de

calcio, contragbes musculares sustentadas e ruptura profunda do tegumento
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(TIMSON, 2020). No entanto, mesmo sendo a hipétese mais aceita a forma como o

medicamento age alterando a homeostase do céalcio permanece desconhecida.

Apesar da seguranca no uso do praziquantel, relatos de casos de resisténcia
e/ou tolerancia tém sido notificados na literatura devido ao seu amplo periodo de
utiizagdo em areas endémicas e sua ineficacia contra formas imaturas
(esquistossomulos de pele e de pulmédo) (NOGUEIRA et al., 2022). Dessa forma,
ndo impedindo a maturacdo dos vermes jovens e consequentemente o
aparecimento de morbidade que pode ocorrer rapidamente apds sua administracao.
A resisténcia generalizada ainda ndo foi relatada, entretanto, pesquisadores
alertaram a existéncia de outros vermes parasitas que desenvolveram resisténcia
aos anti-helminicos largamente utilizados como referéncia para busca de

promissores farmacos esquistossomicidas (THOMAS; TIMSON, 2020).

1.2 DERIVADOS TIAZOLIDINICOS

Modificacdes quimicas sdo estratégias utilizadas para o desenvolvimento e
planejamento racional de novos farmacos através do aprimoramento de estruturas
guimicas ja existentes dando origem a moléculas com ac¢éo farmacoldgica distintas,
sendo mais especificas e consequentemente mais eficazes frente a seu alvo
biolégico. Nesse contexto, os derivados tiazolidinicos representam um ponto de
partida atraente para sintese de novos farmacos, uma vez que apresentam uma
ampla versatilidade estrutural e terapéutica (PEREZ et al., 2021; ANZALDO et al.,
2022).

O tiazol é um composto aromatico de cinco membros, onde as posicoes 1 e 3
sdo substituidas pelo enxofre e o nitrogénio, respectivamente (Figura 13), e a
temperatura ambiente é encontrado no estado liquido, com coloracdo amarela,
ponto de ebulicdo a 118,24 °C e completamente solivel em agua (RANGAPPA et
al., 2015). Derivados tiazélicos compdem uma classe de heterociclicos com amplo
potencial bioldgico, podendo ser utilizados em reagdes de condensacgao, oxidacgao,
alquilagdo e transformagfes de grupos funcionais. Os derivados heterociclicos
pentagonais tiazolidinicos se diferenciam pelos seus radicais substituintes, os quais
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conferem as novas moléculas diferentes propriedades quimicas responsaveis por
sua maior ou menor atividade farmacolégica e biologica (SOUZA et al.,, 2005;
AVER; KREUTZ; SUYENAGA, 2015). Nesse contexto, existem varios derivados
tiazolidinicos encontrados em farmacos ja comercializados como: sulfatiazolidinicos
(antimicrobiano), ritonavir (antirretroviral), abafungin (antifingico) e tiazofurin
(antineoplasico) (HUSSEIN; TURAN-ZITOUNI, 2018).

Figura 13: Estrutura quimica do tiazol

2(}5

N
3 4

o

Fonte: Autor (2023)

Os derivados TZDs destacam-se por atividades antinociceptiva (PAVIN et al.,
2011), antimicrobiana (SAKHUJA et al.,2011; TOMASIC et al.,, 2011), antitumoral
(WANG et al., 2011; GOUDA; ABU-HASHEM, 2011), inibidores da tirosinase,
neuraminidase e acetilcolinesterase (HA et al.,, 2012; LIU et al.,2011; TURAN-
ZITOUNI et al., 2013), antioxidante e antidiabética (GOUDA; ABU-HASHEM, 2011;
BERCZYNSKI et al., 2012; HUSSEIN; TURAN-ZITOUNI, 2018), antiviral (RAWAL et
al.,, 2007) e contra o mal de alzheimer (CHANDRA et al., 2008). Além de
demonstrarem atividade antiparasitaria contra Plasmodium spp (RUIZ et al., 2011),
Trypanosoma cruzi (CARDOSO et al.,, 2014), Toxoplasma gondii (TROTSKO et
al., 2019) e Leishmania spp (GOUVEIA, 2019).

Atividades esquistossomicidas foram relatadas por Santiago e colaboradores
(2014) ao identificar promissora agdo de derivados tiazois, dentre eles o prototipo
LpQM-45 que causou destruicdo no tegumento de vermes machos e fémeas.
Recentemente, outros derivados tiazois foram testados e demonstraram agéo contra

o S. mansoni sendo relatados danos no tegumento do verme, alteracdo na sua
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coloracdo, reducdo de motilidade, oviposicdo e emparelhamento resultando na
morte tanto dos vermes machos quanto fémeas ao serem incubados com o0s
derivados tiazbis (Quadro 1) (OLIVEIRA et al., 2018; BARBOSA, 2018; OLIVEIRA
BARBOSA et al., 2019; MIRANDA FILHO et al., 2020).

Quadro 1 — Derivados tiazois com atividade esquistossomicida

Derivados tiazois

R= difenil em 2|

R = 2-naftaleno em 2J

—tH

Composto 2M

H,CO. -~ N,
USRI ONT R S\
A 2 HN-Y
HyCO™
OCH,4 VA

R = NO? para NJO5

R = Br para NJO7

Resultados obtidos

Os compostos causaram 100% de mortalidade.
Sendo o 2| mais eficaz levando a um aumento

de ovos inviaveis e a morte do parasito. Ambos

causaram ulceragbes, desintegragdo do
tegumento, destruicdo dos tubérculos e
espiculas.

O composto resultou em mortalidade apés 96
h, danos graves ao tegumento, diminuicdo da
oviposigdo e baixa citotoxicidade em células de

mamiferos.

Os compostos causaram fortes lesdes no
tegumento do verme, formacdo de bolhas,
descamacées, reducdo da oviposicdo e perda

de tubérculos.

NJ5 + NJ7 causou reducdo na viabilidade,

motilidade, emparelhamento, oviposicao,
alteracdes graves no tegumento e mortalidade

dos vermes.

Autor/ano

MIRANDA FILHO et al.,
2020

OLIVEIRA BARBOSA et
al., 2019

PEREIRA et al., 2019
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R=-O-CH? em LpQm-45

Provocaram alteracbes na coloragdo do
parasito (mais escura e opaca), danos ao
tegumento com destruicdo de tubérculos e
reducdo da  motlidade. As  fémeas
apresentaram destruicdo das ventosas, sem
oviposicdo e todos os casais desacasalaram.
Ambos os farmacos apresentaram efeito menos

téxico que o PZQ.

Tanto o composto 7A quanto o 7H causaram
mortalidade de 86 e 100% em 24 h,

respectivamente.

Ao entrar em contato com o composto As-13 os
vermes apresentaram bolhas, descamacédo do
da musculatura

tegumento e exposicdo

subtegumentar.

O composto causou a mortalidade de 100%
dentro de 144 h com auséncia de ovos e danos

extensos ao tegumento dos vermes.

OLIVEIRA et al., 2018

BARBOSA, 2018

SANTIAGO et al., 2014
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade esquistossomicida, in vitro, de novos derivados

tiazolidinicos contra casais adultos de Schistosoma mansoni.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Determinar os escores de motilidade;

v Avaliar taxa de mortalidade;

v Analisar a viabilidade celular de vermes;

v Analisar a citotoxicidade em células macrofagicas J774A.1, Fibroblastos

V79, Células Vero e Hepatoma (HepG2).
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3 METODOLOGIA

3.1 SOLVENTES E REAGENTES

Foram utilizados reagentes e solventes obtidos comercialmente da Sigma-
Aldrich ® , Fluxa, Vetec e Merck como listados a seguir: 2-bromo-acetofenona (70-
11-1), 2-bromo-4-nitroacetofenona (2227-64-7), 2-bromo-4-cloro-acetofenona (536-
38-9), 2,4-dibromo acetofenona, 2-cloro-4-fluor-acetofenona (CAS 456-04-2), 4-nitro-
fenil isotiocianato (CAS: 2131-61-5), 4-cloro-fenil isotiocianato (CAS 2131-55-7), 4-
hidroxi-benzaldeido (CAS: 123-08-0), Solu¢do de Hidrazina (CAS: 302-01-2),
Dimetilsulfoxido (Merck, CAS:67-68-5), meio de cultura RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific), triton-X (Merck, CAS: 9036-19-5), (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) (Merck, CAS:57360-69-7), cloreto de sdodio
(Merck, CAS:7647-14-5), cloreto de célcio (Merck, CAS:10043-52-4), e praziquantel
(Merck, CAS: 55268-74-1).

3. 2 SINTESE DOS NOVOS DERIVADOS TIAZOIS

Os derivados Tiazois foram sintetizados e cedidos pelo Laboratério de
Quimica e Inovacdo Terapéutica (LQIT) do Departamento de Antibibticos,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil. A
sintese dos compostos foi realizada em trés etapas, segundo metodologia proposta
por Oliveira et al. (2015), Oliveira Filho et al. (2017) e Alves et al. (2021) (Figura 14).
Etapa 1: a obtencBe das tiossemicarbazidas foi realizada através de reacdo de
adicao nucleofilica da hidrazina com o 4-nitrofenil isotiocianato ou com o 4-clorofenil
isotiocianato, sendo utilizado como solvente o diclorometano, a temperatura
ambiente sob agitacdo magnética por 1 h. Etapa 2: a obtencdo das
tiossemicarbazonas ocorreu através da reacdo das tiossemicarbazidas com o 4-
hidroxi-benzaldeido sobre agitacdo magnética em etanol absoluto e na presenca de
acido acético, que foi utilizado como catalisador. Etapa 3: Através da reacao de
ciclizacéo da tiossemicarbazonas com diferentes acetofenonas substituidas por fenil-

, 4-bromofenil-, 4-clorofenil-, 4-nitrofenil, para a obtengéo dos tiazais.
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Figura 14: Esquema de sintese dos tiazois

H + NH,NH
" HoH ® o

.N

HO

: PBT01 R{=NO, R,=NO,
: PBT-02 R{=NO, R;=ClI
. PBT-03 Ry = N02 Rz =Br

Fonte: Autor (2023)

3. 3 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS ANIMAIS

3.3.1 Cultivo e Manutencdo das Linhagens Celulares de Macréfagos RAW.264.7,
Fibroblastos V79, Células Vero e Hepatoma (HepG2)

As linhagens celulares de macréfagos RAW.264.7, fibroblastos V79, células
Vero e hepatoma (HepG2) foram mantidas em condi¢des de cultura no Laboratorio
de Biologia Celular e Molecular do Instituto Aggeu Magalhéaes, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Recife, PE, Brazil. O procedimento de manutencdo celular foi realizado
segundo Gouveia et al. (2022) com modificacdes. Inicialmente, as células foram
cultivadas em garrafas de cultura de células (75 cm 3, correspondentes a 250 mL),
contendo meio de cultura RPMI 1640 com vermelho de fenol suplementado com
soro bovino fetal a 10% e 1% de antibidticos (penicilina 100 U/mL e estreptomicina,
100 pg/mL) e incubadas em atmosfera imida de 5% de CO,a 37 °C.



37

As células foram mantidas por passagens seriadas a cada 48 h por remocéo
da monocamada celular em RPMI sem soro fetal bovino com cell scraper. Em
seguida, foram retiradas dos frascos de cultura, transferidas para tubos de centrifuga
de 15 mL e centrifugadas a 400 G por 5 minutos a 37 °C. ApGs descarte do
sobrenadante, as células foram homogeneizadas em 1 mL de meio RPMI a 10% de
soro bovino fetal e distribuidas em frascos novos de cultura. Apds este processo as

células foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

3.3.2 Ensaios de citotoxicidade em células de macréfagos RAW.264.7, fibroblastos

V79, células Vero e hepatoma (HepG2)

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo método colorimétrico de
MTT segundo Gomha et al. (2017), Ribeiro et al. (2018), Rodrigues et al. (2018) e
Gouveia et al. (2022). As células foram plaqueadas em placas de cultura de 96
pocos (1x10 5 células/pogo) com volume final de 100 uL de RPMI suplementado e
incubadas por 24 h (37 °C e 5% de CO,). Em seguida, foram tradadas com os
compostos tiazéis (PBT-01, PBT-02, PBT-03) em diferentes concentracdes (6.25 a
200 pM) por 48 h. Apds este periodo, o meio de cultura foi desprezado e 100 yL de
MTT (5 mg/mL em tampdao fosfato-salino (PBS)) foram adicionados em cada poco.
As placas foram novamente incubadas a 37 °C por 3 h na auséncia de luz. Logo
apos, a solucdo de MTT foi substituida por 100 uL/poc¢o de dimetilsulfoxido (DMSO)
para solubilizar os cristais de formazan. A placa foi mantida sob agitacdo durante 1 h
a temperatura ambiente e a densidade Optica medida a 540 nm em
espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan FC. A citotoxicidade do PZQ foi
avaliada nas mesmas condicdes e concentracdes que os derivados tiazodis. As
células incubadas apenas em meio RPMI suplementado ou RPMI suplementado
acrescido de 1% de DMSO foram os controles negativos. Os experimentos foram

realizados em triplicata em no minimo dois experimentos independentes.

A viabilidade celular foi calculada utilizando a equacao 1.
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. vVC 1)
Viabilidade Celular (%) = TC *100%

Onde: VC é a quantidade de células em diferentes concentracdoes, TC é
concentracdo de células no controle a qual representa viabilidade de 100%.

A concentragdo efetiva que promove reducdo de 50% da viabilidade celular
(CCsp) foi determinada por andlise de regressdo ndo linear dos dados obtidos pelo

software GraphPad Prism verséo 5.0 (teste).

3.4 CONSIDERAGOES ETICAS, ANIMAIS E INFECCAO COM S. MANSONI

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal do Centro de Biociéncias da UFPE (CEUA/UFPE) (Processo n° 0060/2019).
Quinze camundongos (Swiss Webster) foram fornecidos e mantidos no biotério do
LIKA/UFPE em condicdes padronizadas (20£2°C, 12h de ciclo claro) e acesso livre a
agua e racdo (Labina/Purina®). Todos os camundongos utilizados para a
experimentacdo foram fémeas com 30 dias de idade, pesando entre 28 e 30
gramas.

A cepa de S. mansoni (BH, Belo Horizonte, MG) € mantida na disciplina de
parasitologia e iLIKA/UFPE através de passagens sucessivas em camundongos e

Biomphalaria glabrata.

A infeccdo dos caramujos Biomphalaria glabrata ocorreu a partir do
processamento e isolamento dos ovos de S. mansoni das fezes de camundongos
previamente infectados, as fezes foram processadas pelo método de sedimentacao
espontanea (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). O material fecal passou por
diversas lavagens em agua desclorada e filtrada, ao final o sobrenadante foi
descartado e o sedimento distribuido em placas de Petri. As placas, contendo o
sedimento, foram expostas a luz artificial (Lampadas incandescentes de 40w), a
temperatura de 28°C durante 50 minutos, tempo necessario para que ocorresse a
liberacdo dos miracidios. Apos liberados, esses miracidios foram visualizados com

auxilio de lupas sendo realizada a transferéncia para placa de cultura (16 pocos) de
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uma suspensdo contendo oito miracidios. Em seguida, os caramujos foram
distribuidos individualmente em cada poco para que ficasse em contato com essa
suspensao. Posteriormente, as placas de cultura foram expostas a luz artificial e a
temperatura de 28°C, por aproximadamente duas horas. Ao final da exposicdo os
caramujos foram retirados e colocados em aquarios contendo 4gua desclorada e
filtrada e mantidos abrigados da incidéncia luminosa. Passados 30 dias de infeccéo,
tempo necessario para que se complete o ciclo do S. mansoni no hospedeiro
intermediario e sua migracdo. Os caramujos foram expostos novamente a luz
artificial e a temperatura de 28°C por 50 minutos, em recipientes transparentes
contendo 4gua desclorada e filtrada para liberacdo das cercarias. Apoés a liberacgéo,
as cercarias foram utilizadas para infeccdo percutdnea dos camundongos,
previamente anestesiados por via intramuscular por meio de suspensdes contendo
aproximadamente 120 cercéarias. Os camundongos ficaram expostos por cerca de 20
minutos a suspenséo cercariana, ao final da infeccdo foram acomodados em gaiolas

devidamente identificadas e mantidos no biotério.

3.5 AVALIACAO ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO DE DERIVADOS TIAZOLIDINICOS CONTRA

CASAIS ADULTOS DE S. MANSONI

Os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical no 45° dia
apos a infeccdo com S. mansoni e 0s casais de vermes adultos foram recuperados
por meio de perfusdo do sistema porta hepético e vasos mesentéricos com solugao
salina estéril (0,9% NaCl p/v) (SMITHERS E TERRY, 1965). Em ambiente estéril, os
vermes foram imediatamente transferidos para placa de Petri contendo meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) suplementado com 20 mM
HEPES, 100 ug/mL de penicilina, 100 yg/mL de estreptomicina e 10% de soro
bovino fetal e lavados trés vezes com este meio. Em seguida, os vermes foram
distribuidos em placas de cultura de 24 po¢cos com 2 mL deste meio, dois casais de
vermes por pogo, e incubados a 37 °C em atmosfera umida contendo 5% de CO..
Ao decorrer de 2 h, tempo necessario para que 0s vermes se adaptassem as
condi¢cdes do meio de cultura, os derivados tiazolidinicos PBT-01, PBT-02 e PBT-03
previamente pesados e solubilizados em DMSO 1% em meio RPMI 1640

suplementado, foram adicionados para concentracfes finais de 6.25, 12.5, 25,
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50,100 e 200 uM. As concentragdes avaliadas seguiram a dos estudos de Silva et al.
(2018) e Santiago et al. (2014).

A avaliacdo esquistossomicida foi realizada seguindo duas etapas
experimentais: (l) a primeira avaliou o efeito dos derivados a cada 24 h durante
cinco dias consecutivos (120 h), enquanto a (ll) segunda objetivou avaliar o efeito
esquistossomicida do derivado que causou alteracfes na motilidade e mortalidade
em 24 h seguindo uma cinética destas alteracdes e mortalidade nos intervalos de 3,
6, 12 e 24 h apés a incubacgdo. Os casais adultos foram incubados apenas em meio
RPMI suplementado para formacéo do controle negativo 1, para o controle negativo
2 0s casais foram mantidos em 1% de DMSO em RPMI 1640 e para o controle
positivo foram incubados com 10uM de PZQ. Os resultados foram expressos em
média + DP de 16 vermes adultos (8 casais). Os experimentos foram realizados em
quadruplicata, totalizando 32 casais de vermes adultos por concentragéo.

3.6 CRITERIOS DE AVALIACAO ESQUISTOSSOMICIDA

3.6.1 Motilidade e Sobrevivéncia

Com auxilio de microscopio invertido (Leica Microsystems, DM IL Wetzlar,
Alemanha), os casais de vermes adultos tiveram a motilidade e sobrevivéncia
monitorados nos intervalos de observacdo. A motilidade e a sobrevida dos vermes
foram avaliadas de acordo com Silva et al (2018) e Araujo et al (2020) seguindo os
critérios e pontuadas em uma escala de 3-0, sendo: escore 3, vermes com
movimentos tipicos, apresentando peristaltismo dos 6rgdos internos, ventosas em
movimento, aderindo ao fundo ou laterais da placa de cultura, descricdes tipicas de
vermes de controle negativo; escore 2, movimentos reduzidos por todo o corpo,
peristaltismo de 0Orgdos internos e ventosas; escore 1, movimentos apenas nas
extremidades ou em apenas uma das extremidades (regido anterior e/ou posterior),
com auséncia de peristaltismo de Orgaos internos e ventosas nao aderidas; escore
0, auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteragdo de cor. O
tratamento foi considerado letal quando nado foi possivel observar movimentos do

parasita por até 2 minutos.
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3.6.2 Ensaios de viabilidade celular dos vermes

Apoés incubacdo com os derivados TZDs, a viabilidade celular dos casais de
vermes adultos foi determinada pelo ensaio de citotoxicidade com MTT, como
previamente descrito por Araujo et al. (2020). Resumidamente, ap6s 120 h de
incubacédo com os derivados, os vermes foram transferidos para poc¢o de placa de
cultura de 96 pogos contendo 100 uL de MTT (5 mg/mL diluido em tampéo fosfato,
PBS) e incubados a 37 °C durante 30 min em ambiente protegido da luz.
Posteriormente, a solugdo de MTT foi removida e 200 yL de DMSO foram
adicionados em cada poco da placa, com a finalidade de dissolver os cristais de
formazan. A placa foi mantida sob agitacdo durante 1 h a temperatura ambiente e a
densidade o6ptica medida a 550 nm em leitor de microplaca (M680, Bio Rad
Laboratories, Inc.). Os casais adultos dos grupos de controle positivo e negativo
foram submetidos ao mesmo teste. O experimento foi realizado em quadruplicata e
repetido ao menos duas vezes.

A concentracao inibitéria para inviabilizar metade das células dos vermes
adultos (ICsp) foi calculada a partir de uma curva de inibicdo de dose-resposta
ajustada utilizando o nivel de formazan para cada concentracdo. O valor de ICsg foi
calculado usando software GraphPad PRISM® 4.03.

3.7 Determinacao do indice de seletividade

O indice de seletividade (Sl) dos compostos foi determinado através da
relacdo entre citotoxicidade do composto para células de mamiferos e sua atividade
parasitaria (PADALINO et al. 2021). Este parametro é a razao entre a citotoxicidade

para células (CCsp) e a atividade frente ao parasito (ICsp).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises dos dados foram realizadas pelo software Graphpad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, EUA) e expressos como média + desvio

padrdo (DP). Por meio da analise de variancia unidirecional (ANOVA), em adigcéo
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com teste de Tukey para comparac¢des multiplas post-hoc, as diferencas estatisticas
foram determinadas com p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO ESQUISTOSSOMICIDA DOS DERIVADOS TIAZOLIDINICOS

A esquistossomose mansonica é uma parasitose com distribuicdo ampla
afetando milhares de pessoas ao redor do mundo, tendo endemicidade nas regides
tropicais e subtropicais. O emprego exclusivo do PZQ em seu tratamento e controle,
especialmente em areas endémicas, tem causado preocupacdo da comunidade
cientifica devido aos relatos do surgimento de cepas resistentes e/ou tolerantes do
S. mansoni frente a essa droga (CRIBB et al., 2019, TEDLA et al., 2020). Assim,
esse cenario evidencia a importancia da pesquisa e sintese de novos farmacos com
potencial esquistossomicida, nesse sentido, destaca-se a analise de farmacos
existentes visando o aumento do seu potencial terapéutico através de modificacdes
quimicas na sua estrutura, dentre eles temos os derivados tiazolidinicos, compostos
heterociclicos pentagonais que demonstraram atividades frente ao S. mansoni
(NETO et al.,, 2021). Neste sentido, véarios derivados heterociclicos pentagonais
tiazolidinicos ja foram sintetizados e avaliados frente a diversas possibilidades de
atividades biolégicas, como o 3-(2,6-difluor-benzil)-5- (indol-3ilmetileno)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ-238), molécula que se destacou por promissora atividade
esquistossomicida em estudos in vitro (OLIVEIRA, 2013). Assim como, 0s estudos
de Lauro da Silva (2010) sobre a atividade esquistossomicida dos derivados
tiazolidinicos LPSF/SF-03, LPSF/SF-05, LPSF/SF-20 e LPSF/SF-22 e LPSF/SF-25
demonstraram mortalidade de até 86% in vitro, reducdo de 28% do numero de
vermes adultos do S. mansoni e alteracbes nos estadios evolutivos dos ovos dos
parasitos em estudos in vivo.

Assim, o presente estudo foi formulado baseado na sintese de derivados
tiazolidinicos com promissora atividade esquistossomicida, uma vez que 0s trés
novos derivados tiazolidinicos (LQIT/PBTO01, LQIT/PBT02 e LQIT/PBT02) avaliados
in vitro apresentaram potencial esquistossomicida com efeito dose e tempo

dependente (tabela 1), mas todos com mortalidade de 100%.

A tabela 1 mostra o efeito esquistossomicida, empregando scores de
motilidade e mortalidade, dos derivados tiazolidinicos frente aos casais adultos de S.

mansoni. Apés 120 h de incubacg&o nos grupos controle negativo 1 e 2, os casais de
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vermes apresentaram motilidade, topografia e peristaltismo dos 6rgaos internos de
forma tipica (escore 3). ApOs 24 h, os casais de vermes expostos ao PBT-01 se
encontravam em escore 3 em todas as concentragdes (6,25 - 200 uM) analisadas.
Apés 48 h, a concentracdo de 200 pM resultou em 100% dos vermes com
movimentos em uma das extremidades (escore 1), enquanto que na de 100 uM
apresentou reducdo de 37.5% na movimentacdo dos vermes (escore 2). Seguindo
com as analises do composto PBT-01, em 72 h foi observado que 31.25% dos
vermes movimentavam apenas uma das extremidades (escore 1) na concentracao
de 100 uM e nas de 50 e 25 uM apresentou 56.25% e 37.5%, respectivamente com
0S vermes em escore 2. Foi observado mortalidade de 87.5% dos vermes incubados
na concentragao de 200 yM e na de 100 uM apresentou 100% dos vermes com
movimentos em uma das extremidades (escore 1), em 96 h. Ao decorrer de 120 h de
incubacao foi relatado mortalidade de 100% nas concentracbes de 200 uM
e 81.25% dos vermes em escore 1 na de 50 yM, com demais concentragdes

apresentando uma reducdo na movimentacdo dos vermes.

O composto PBT-02 na concentragédo de 200 e 100 uM causou 100% de
mortalidade e na concentracdo de 50 uM foi observado 81.25% dos vermes com
movimentagcao restrita apenas a uma das extremidades (escore 1). Ademais, na
concentracdo de 25 pM houve reducdo de 100% na movimentacdo dos vermes,
isso em 24 h. Apds 48 h a concentragao de 50 pM alcangou 100% dos vermes em
escore 1. Apds 120 h de incubacéo foram observados 62.5% de mortalidade para a
concentracdo de 50 pyM e reducdo da movimentagdo em 25% dos vermes da
concentracdo 25 yM, com os casais de vermes adultos das demais concentragcdes

permanecendo em escore 3.

O PBT-03, em 24 h, os vermes se encontravam com motilidade e topografia
tipicas e peristaltismo dos 6rgdos internos conservados (escore 3) em todas as
concentracdes. Apods 48 h, nas concentragdes de 200 e 100 uM houve reducgao de
100% nos movimentos dos vermes (escore 2). Foram observados que 100% dos
vermes movimentavam apenas uma das extremidades (escore 1) nas concentracdes
de 200 e 100 uM, apéds 72 h. Seguidas as 120 h de analise foi alcancado 12.5% de

mortalidade dos casais de vermes na concentragao de 200 uM.
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Os diferentes resultados na motilidade e mortalidade causados pelos
derivados podem ser justificados através dos radicais adicionados. Podendo ser
explicado pela utilizacdo da quimica medicinal, uma vez que os derivados
tiazolidinicos representam o ponto inicial para o desenvolvimento de novos
compostos com atividade esquistossomicida. Dessa maneira, a adicdo dos radicais
para obtencdo dos derivados tiazolidinicos estudados (PBT-01, PBT-02 e PBT-03)
podem justificar as diferencas na eficiéncia dos compostos sabendo que existe uma
relacdo entre a atividade biolégica desempenhada pela droga e a sua estrutura
quimica (OLIVEIRA et al., 2018; HUSSEIN; TURAN-ZITOUNI, 2018; AVER et al.,
2015; SALEHI et al., 2013).

Tabela 1. Escore de motilidade dos vermes adultos de controle, tratados com
praziquantel (PZQ-10 uM) ou com derivados tiazéis (PBT-01, PBT-02, PBT- 03 (6,25
- 200 uM)) apds 24 - 120 h de incubacéo.
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Porcentagem de vermes (%) nos escores de motilidade ap6s incubagéo

Grupos 24h 48h 72h 96h 120h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
- - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+ - - - 16+0.0 - - - 16+0.0
Controle 1 (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
- - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+ - - - 16+0.0 - - - 16+0.0
Controle 2 (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
15+00 107 - - 16+00 - - - 16+ - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - -
PZQ (93.75%) (6.25%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
10 puM (100%
)
PBT-01
- - - 16+0.0 - 16200 - - - 16+ - - 14+282 2+0.0 - - 16+0.0 - - -
200 pM (100%) (100%) 0.0 (87.5%) (12.5%) (100%)
(100%)
- - - 16+0.0 - - 6%141 - - 4+ 10+ 2%0.0 - 16+0.0 - - - 16+0.0 - -
100 M (100%) (37.5%) 141 282 (12.5% (100%) (100%)
(3125 (625 )
%) %)
- - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - 9+ 7+ - 9+4.24 7+282 - - 13+565 3+141 -
50 M (100%) (100%) 424 282 (56.25% (43.75%) (81.25%) (18.75%
(56.25 (43.75 )
%) %)
- - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - 6+ 10% - - 16+0.0 - -- - 16+0.0 -
25 UM (100%) (100%) 141 141 (100%) (100%)
(375 (62.5%
%) )
- - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16 £ - - 16+0.0 - - 16+0.0 -
12.5 uM (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
- - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16 £ - - 16+0.0 - - - 16+0.0 -
6.25 UM (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
PBT-02
16+0.0 - -- - 16+00 - - - 16+ - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - -
200 M (100%) (100%) (1%8% (100%) (100%)
)
16+0.0 - - - 16+00 - - - 16 £ - - - 16+£0.0 - - - 16+0.0 - - -
100 M (100%) (100%) (1%@% (100%) (100%)
)
50 UM - 13+141 3+1.41 -- - 16+00 - - - 16+ - - - 16+0.0 - - 10+282 6+1.41 - -
(81.25%) (18.75% (100%) 0.0 (100%) (62.5%) (37.5%)
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) (100%)
16+0.0 - 16+0.0 - - 16+ - - 16+0.0 - - 4+£141 12+282 -
25 UM (100%) (100%) 0.0 (100%) (25%) (75%)
(100%
)
- 16+0.0 - 16+0.0 - - 16+ - - 16+0.0 - - - 16+0.0
12.5 uM (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
- 16+0.0 - 16+0.0 - - 16+ - - 16+0.0 - - - 16+0.0
6.25 UM (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
PBT-03
- 16+0.0 16+0.0 - 16+ - - 16+£0.0 - - 2+00 14+282 - -
200 uM (100%) (100%) 0.0 (100%) (12.5%) (87.5%)
(100%)
- 16+0.0 16+0.0 - 16+ - - 16+£0.0 - - - 16+0.0 - -
100 pM (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
- 16+0.0 9+£212 7+282 - 16+ - - 16+£0.0 - - 16+0.0 - -
50 M (100%) (56.25% (43.75%) 0.0 (100%) (100%)
) (100%
)
- 16+0.0 - 16+0.0 - - 16 + - - 16+0.0 - - 9+424 7282
25 pM (100%) (100%) 0.0 (100% (56.25%) (43.75%)
(100%) )
- 16+0.0 - 16+0.0 - - 16 + - - 16+0.0 - - - 16+0.0
(100%) (100%) 0.0 (100% (100%)
12.5 uM (100 )
%)
- 16+0.0 - 16+0.0 - - 16 + - - 16+0.0 - - - 16+0.0
6.25 UM (100%) (100%) 0.0 (100%) (100%)
(100%)
Observacéo:

Valor médio de 16 vermes (8 casais). Experimento em quadruplicado, totalizando 32 casais de vermes adultos por concentracao.

Pontuacgdo 3 = Apresenta movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgéos internos, ventosas em movimento, aderindo ao fundo ou lados da placa de cultura.

Pontuacdo 2 = Apresenta movimentos reduzidos em todo o corpo, peristaltismo de érgéos e otarios internos.

Pontuacdo 1 = movimentos presentes apenas nas extremidades ou apenas em uma das extremidades (regides anteriores e/ou posteriores), com auséncia de peristaltismo dos érgdos internos e ndo
ventosos aderidos.

Pontuacédo 0 = auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem altera¢es na coloragdo
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O composto PBT-02 demonstrou atividade em 24 h de incubacdo com 100%
de mortalidade nas concentracfes de 200 e 100 uM, resultados semelhantes foram
alcancados pelo composto 7A estudado por Oliveira e seus colaboradores (2018).
Dessa maneira, diminuimos o tempo de andlise desse derivado para observacao das
alteracdes na motilidade e mortalidade dos casais adultos de S. mansoni nos
intervalos de 3, 6, 12 e 24 h de incubacdo. A tabela 2 mostra os escores de
motilidade e mortalidade de casais de vermes adultos de S. mansoni incubados em
PBT-02 apos 3, 6, 12 e 24 h. Apés 3 h o composto PBT-02 na concentracao de 200
UM causou 100% de mortalidade. As 6 h de incubacdo ao PBT-02 foi observada
100% de mortalidade na concentracdo de 100 uM. ApOGs 24h, na concentracédo de
50 uM o composto PBT-02 resultou em 81.25% dos vermes em score 1. Neste
mesmo intervalo de incubac&o, na concentracdo de 25 pM houve reducdo nos
movimentos (score 2) em 100% dos vermes. Até 24 h de experimento, as
concentracbes de 12.5 e 6.25 UM apresentaram comportamento semelhante ao

controle (tabela 2).
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Tabela 2. Escore de motilidade dos vermes adultos, tratados com praziquantel (PZQ -10 uM) ou com derivado tiazol (PBT-02)

apos 3, 6, 12 e 24 h de incubacao.

Média + desvio padrédo (SD) e porcentagem de vermes (%) nos escores de motilidade ap6s incubacgéo

Grupos 3h 6h 12h 24h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 1 - - - 16+00 - - - - 1600 - - - - 16+£0.0 - - - - 16+0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
Controle 2 - - - 16+00 - - - - 1600 - - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
PZQ - 13+ 3+141 - - 1£07 15% - - - 10+ 6%£282 - - 15+00 1%0.7 - -
141  (18.75%) (6.25%) 1.41 2.82 (37.5%) (93.75%)  (6.25%)
(81.25% (93.75 (62.5%
10 pM | %) )
PBT-02 - - - - - - - - - - - - - - . . . - .
16+00 - - - - 16£00 - - - - 16% - - - - 16£00 - - -
200uM  (100%) (100%) 0.0 (100%)
(100%)
14428224282 - - - 16£00 - - - - 16 - - - - 16£00 - - -
100puM  (87.5%) (12.5%) (100%) 0.0 (100%)
(100%)
- - 1600 - - - 4%14 12& - - - 1600 - - - - 13%141 3:141 -
50 pM (100%) (25%) 4.24 (100%) (81.25%) (18.75%)
(75%)
25 UM - - - 16+00 - - - 16+x00 - - - - 16+00 - - - - 16+£0.0 -
(100%) (100%) (100%) (100%)
- - - 16+00 - - - - 1600 - - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0
12.5 pM (100%) (100 (100%) (100%)
%)
- - - 16+00 - - - - 1600 - - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0
6.25uM (100%) (100 (100%) (100%)

%)




4.2 VIABILIDADE CELULAR DE CASAIS DE SCHISTOSOMA MANSONI

A figura 15 mostra a viabilidade celular de casais de vermes de S. mansoni
incubados em derivados tiazolidinicos. De acordo com a figura 15, ndo houve
alteracdo da viabilidade celular de casais adultos de S. mansoni em C2. Por outro
lado, observamos uma diferenca significativa (p<0.001) na reducdo da viabilidade
celular nas concentragbes de 200, 100, 50 e 25 pM para os derivados LQIT-PBT-
02 e LQIT-PBT-03 quando comparadas ao grupo controle (C2) e para o derivado
LQIT-PBT-01 diferenca significativa (p<0.001) é alcancada nas concentracdes de
200 e 100 uM. Ademais, PZQ foi capaz de reduzir em 81.72% a viabilidade celular
dos vermes quando comparado ao grupo controle (C2). Resultados semelhantes
sdo alcancados para LQIT-PBT-02 nas concentragbes de 200 e 100 uM e para
LQIT-PBT-03 na concentracdo 200 uM que reduziram em 82.56 e 81.09% e
67.64%, respectivamente, a viabilidade celular dos vermes quando comparados ao
controle. Essa reducédo destaca que LQIT-PBT-02 nas concentracdes de 200 e
100 uM e para LQIT-PBT-03 na concentracdo 200 uM apresentam comportamento
semelhante ao PZQ (figura 15).

Figura 15: Viabilidade celular de casais de Schistosoma mansoni tratados co
Praziquantel (PZQ - 10 yM) e com derivados tiazoéis (PBT-01, PBT-02 e PBT-0

50

m
3)

apos 120 h de incubacédo. C1: grupo de casais de vermes incubados em meio RMPI.

C2: grupo de casais de vermes incubados em meio 1% de DMSO em RPMI.
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O tegumento do S. mansoni € relatado como um alvo importante para acao de
compostos antiparasitarios, visto que, é formado por uma bicamada lipidica que atua
aumentando a area de absorcdo de nutrientes sendo constituida por diversas
proteinas, como também foi descoberto que essas proteinas sédo especificas para as
espécies de esquistossomos se tornando Unicas envolvidas na sobrevivéncia do
parasita (MIRANDA FILHO et al., 2020; RETRA et al.,, 2015). Dessa maneira, a
membrana do Schistosoma também atua ajudando o parasita a se evadir do sistema
imunologico do hospedeiro ao ser capaz de renovar seu tegumento, assim, se
tornando um alvo promissor para a acado de novos farmacos com potencial
esquistossomicida (HAMBROOK; HANINGTON, 2021).

4.3 CITOTOXICIDADE EM CELULAS DE MACROFAGOS RAW.264.7, FIBROBLASTOS
V79, CELULAS VERO E CELULAS HEPATICAS HEPG2

A andlise de citotoxicidade de novos compostos é um critério primordial para
garantir a seguranca de candidatos a farmacos que objetivam o uso em animais,
incluindo o homem (GOUVEIA et al., 2022; RISS, MORAVEC; 2004). Na tabela 3, os
ensaios realizados em macréfagos RAW.264.7, fibroblastos V79, células Vero e
células hepaticas HepG2, respectivamente, revelaram que os trés derivados
analisados foram menos toxicos que o PZQ. O derivado PBT-02, destacou-se por
apresentar CCsg frente aos macrofagos RAW.264.7, fibroblastos V79, células Vero e
células hepaticas HepG2 com os valores de 107.05 = 0,1; 140.01 + 0,2,; 161.88 +
0,2 e >433,67, respectivamente, tendo a maior toxicidade se comparado com 0s
outros derivados. Entretanto, se revelou menos téxico quando comparado com o
PZQ (89,65 + 0,4), unico farmaco de escolha para o tratamento e controle da
esquistossomose. Adicionalmente, os outros compostos (PBT-01, PBT-03)
demonstraram menor citotoxicidade alcancando CCs0>400 para todas as linhagens

celulares analisadas.
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Tabela 3. Atividade citotéxica dos compostos tiazois e do praziquantel (PZQ) em
relagdo a macrofagos RAW.264.7, fibroblastos V79, células Vero e células hepéticas
HepG2, respectivamente.

Compostos Macr6fagos Fibroblastos Células HepG2
RAW.264.7 (V79) Vero

PBT-01 > 480 > 480 > 480 > 480

PBT-02 107.05++ 0,1 140.01+0,2 161.88+0,2 >433,76

PBT-03 > 4443 >444.3 > 4443 > 4443

PZQ 89,65+0,4 118,43+0,3 144,04+0,4 640,18 £ 0,8

As células foram incubadas por 48 h e os valores expressos em média + desvio padrdo em
pM

Os tiazodis representam uma alta versatilidade sendo diretamente relacionada
a sua estrutura, assim, podendo promover diferentes atividades biologicas (GUPTA,;
KANT, 2013; GUMUS et al. 2019). Na literatura sdo encontrados diferentes valores
de CCsp promovido pelos tiazois frente a diferentes células, assim como, foi
demonstrado por Santos e colaboradores (2016), quando diferentes compostos
tiossemicarbazonas e 1,3-tiazéis obtiveram valores de CCsg que variaram de 6,50 a
182,57 uM, além disso, alguns compostos nédo foram citotéxicos frente a células de
macrofagos J774.A1. Sobre células de fibroblastos NIH-3T3, Salehi et al. (2017),
obtiveram CCsp variando de 22,1 a 100 puM. Borkova et al. (2017) obtiveram I1Cso de
15,7 uM a valores maiores que 50 uM para duas linhagens de fibroblastos MRC-5 e
BJ. Como também, foi observado citotoxicidade de derivados ftalimido-tiazol frente a
células Vero apresentando valores de CCsp variando de 48.8 a 883.8 uM (ALIANCA
et al. 2017). Ainda seguindo nesse contexto pesquisas realizadas por Algahtani e
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Bayazeed et al. (2021) e Gali et al. (2014) avaliaram derivados tiazois sobre HepG2
e reportam valores de CCsp variando de 6.78 a 40.33 pM e 13.92 a 117.78 uM,
respectivamente. Nesse contexto, a diferenca entre a atividade citotoxica dos
compostos estudados podem ser justificadas pela adicdo de diferente radicais a
molécula de tiazol, assim como foi reportado por Salehi e colaboradores (2013) ao

avaliar atividade citotoxica de derivados tiazois.

Os resultados apresentados na Tabela 4 mostram que o0s compostos
apresentaram valores de ICso que variaram de 39,21 até 166.7 uM. A seletividade
dos compostos e PZQ ao organismo alvo, S. mansoni, e as células de mamiferos
pode ser classificados através de uma escala proposta por Debbert et al. (2021) e
Padalino et al. (2021) da seguinte forma: compostos classificados como ativos sao
aqueles que apresentaram valores de ICso < 50 uM, moderadamente ativos com
valores que variaram de 51 a 100 pM e inativos 0s compostos que apresentaram
valores maiores que 100 pM. Sendo assim, os compostos PBT-02 e PBT-03 foram
considerados ativos e o0 composto PBT-01 considerado inativo. Todos 0s compostos
apresentaram indice de seletividade menores que o PZQ (tabela 4), com destaque
para os PBT-02 e PBT-03 que foram considerados compostos ativos e que podem
ser explorados em modelos experimentais in vivo para avaliar sua acéo

esquistossomicida.

Tabela 4. Resultados de IC, (inibicdo do crescimento em 50%) e indice de

seletividade promovido pelos compostos tiazéis comparados ao praziquantel.

S. mansoni 1Cs, sI? SI° siI© @
1M
Composto
|C50 em H.M |C5o HM
PBT-01 166.7+£ 5.0 >2.87 >2.87 >2.87 >2,87
PBT-02 39.21+1.0 2.71 3.57 412  >11,06

PBT-03 4592+ 05 >9.67 >9.67 >9,67 >9,67
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PZQ 0.1+0.01 896.5 1184.3 14404 64918

indice de seletividade (SI) em relacdo das células de mamiferos:  Macréfagos RAW.264.7; °
Fibroblastos (V79); ¢ Células Vero; ‘HepG2

Os resultados do derivado PBT-01 podem ser devido a adicdo de
nitrocomposto a cadeia e essa condi¢cdo predispde a molécula a se tornar ativa,
segundo a literatura, devido a uma biorreducdo que torna o composto ativo, através
da liberacdo de radicais livres que sao responsaveis por aumentar o estresse
oxidativo do parasito, levando a morte (PAULAI; SERRANO; TAVARES, 2009).
Dessa forma, quanto maior a capacidade de liberar elétrons, mais facilidade para
gerar modificacdes quimicas e exercer seu efeito (PATRICIA, 2003). Apds a
liberacdo dos radicais livres e desestabilizacdo da membrana celular, a molécula
consegue penetrar através de difusdo passiva, produzindo cada vez mais radicais
livres e gerando mais danos ao verme (PAULAI; SERRANO; TAVARES, 2009). Por
esse motivo, como observado nos trabalhos, o grupo nitro torna-se uma molécula
parasitoforica, ampliando os efeitos das moléculas sobre o Schistosoma (OLIVEIRA
et al., 2004). Além disso, o radical nitro € considerado parasitoférico devido a seu
auxilio na atividade antiparasitaria de um grande nimero de derivados que contém
nitrogénio (furanos, tiofenos, tiazois e imidazois) (OLIVEIRA et al., 2004; PAULAI et
al., 2009).

No composto PBT-02, houve a adicdo de um halogénio (cloro), esse fator de
acordo com alguns trabalhos, pode ter gerado uma ampliacdo da atividade devido
ao aumento do padrédo lipofilico, garantindo uma maior facilidade para que a
molécula penetre pela membrana celular dos vermes e atinja o alvo biolégico, como
sugerido em atividade contra Leishmania spp. Como também reportado contra S.
mansoni, 0 aumento da permeabilidade celular da membrana do parasita resultando
na acdo do farmaco sobre o alvo (SILVA et al., 2017; PEREIRA et al., 2019). Além
disso, a introducédo do halogénio aumenta o potencial eletrostatico que a molécula
possui, 0 que auxilia na entrada da molécula na célula alvo (HERNANDES et
al.,2010). Nesse sentido, o derivado PBT-02 pela adicdo de um cloro, segundo a

literatura, pode tornar a molécula melhor acomodada aos sitios ativos dos alvos,



55

devido a modulacdo do volume e forma, justificando a resposta nos resultados

alcancados.

Quanto ao PBT-03, ele possui o halogénio Bromo em sua estrutura. Sabe-se
que a lipofilidade oferecida pelos halogénios € fator crucial no processo de absorcao
e distribuicdo de um farmaco, uma vez que é necessario atravessar as membranas
biolégicas que formam os tecidos dos seres vivos para alcancgar seu respectivo sitio
de acdo. Além disso, os halogénios contribuem com os efeitos eletrénicos da
molécula e favorecem o aumento do grupamento onde esta inserido (efeito estérico),
devido ao raio atbmico do Bromo (TAVARES, 2004). A presenca de halogénios
ajuda os grupos fendlicos a obter uma melhor atividade antimicrobiana (ZHAO et al.,
2016; LtACZKOWSKI et al., 2018). Corroborando com os resultados alcancados pelo
derivado LQIT/PBTO03, Almeida Junior (2017) ao avaliar atividade esquistossomicida
de derivados indol-tiossemicarbazonas concluiu que o derivado com um substituinte
bromo ligado ao anel benzeno (LqIT/LT-58) foi capaz de causar mortalidade total
dos vermes logo apés 48 h. Adicionalmente, Oliveira e colaboradores (2015)
explorando a acdo contra o S. mansoni de derivados tiazolidinas e imidazolidinas
reportam que os compostos tiazolidinicos contendo bromo causaram a morte de

100% dos vermes.
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5 CONCLUSAO

Novos derivados tiazolidinicos apresentaram acéo contra o S. mansoni, com
destaque para o derivado PBT-02 que causou alteracbes na motilidade e
mortalidade dos vermes adultos em menor tempo de incubacdo. Entretanto, sua
andlise citotoxica ndo foi tAo promissora quanto os demais derivados. Mostrando-se
moderadamente citotoxico quando comparado ao PBT-01 e PBT-03, mas com
menor citotoxicidade que o PZQ. Assim, PBT-02 pode, futuramente, ser explorado
com o uso de tecnologias da quimica medicinal e de formulag6es farmacéuticas para
ampliar e elucidar a acdo esquistossomicida deste composto em modelo

experimental in vivo.
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ANEXO A
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Experimentacéo Animal do Centro de Biociéncias da UFPE (CEUA/UFPE)
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Certificamos que a proposta infitulada “Avaliacdo Terapéutica de
Novos Derivados Tiazdlicos e Tiossemicarbazonicos Candidatos a
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responsabilidade de Prof. Andre de Lima Aires o que envolve a produgdo,
manutencdo ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAOQ
ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAQO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE),

em reunido de 30/08/2022
Finalidade {} Ensino (X) Pesquisa Clentifica
Vigéncia da autorzagao Setembro/2019 a outubro/2024
Espécse/linhagem/raca Camundongo heterogénico
N' de animais 19 animais
Peso/ldade 28 + 2/ g 30 dias
Sexo Fémea (19)
Ongem: Biotério de Criac&o Biotério Keizo Asami (LIKA'UFPE)
Destino: Biotério de Expenmentacao Biotério Keizo Asami (LIKA/UFPE)
Atenciosamente
e YU Spre i D Lo pa
Viselpresidente CEUA
ﬁ Dra. lsvinia M. Serafim S, Lopes
Professors Adweta
Deparament 4o 2utsica o Radohicog

UFTE  Univarsidnde Fadesl de Pamambooy
SWPE 1900075



	652839581baae5ad9cac086b26f6d59e34f45d35e94aa5a05da24f6a09a8c2aa.pdf
	a05386a702fb76c6ada3ccf1aad4cf05d2408324859080d7cd3e3392fcdf4af7.pdf
	652839581baae5ad9cac086b26f6d59e34f45d35e94aa5a05da24f6a09a8c2aa.pdf

