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RESUMO

A esquistossomose € a segunda doenca negligenciada de maior abrangéncia mundial e constitui
um grave problema de saude publica. Estima-se cerca de 258 milhdes de casos em 78 paises no
mundo sendo estes prevalentes em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos nas areas
tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, a Unica esquistossomose presente é a mansonica e
fatores como a falta de educacgéo sanitaria e acesso ao saneamento basico contribuintes para a
disseminacéo da doenca. O farmaco de escolha no tratamento da esquistossomose mansonica é
0 Praziquantel, unico farmaco ativo contra todas as espécies que acometem 0 ser humano.
Entretanto, relatos em literatura de cepas de S. mansoni resistentes ao medicamento e outros
aspectos farmacologicos, por exemplo, reforcam a necessidade de estudos de desenvolvimento
de novos farmacos que possam ser empregados no tratamento da esquistossomose mansonica.
Neste cendrio, derivados tiossemicarbaz6nicos vém sendo apresentados como alternativa tendo
em vista seu amplo espectro de acdo, inclusive com relatos de atividades esquistossomicidas,
bem como aspectos quimicos observados, desta forma o presente estudo propGe a sintese,
caracterizacdo estrutural e avaliagdo da potencial atividade esquistossomicida de novos
derivados  aril-tiossemicarbazonas.  Foram  sintetizados seis novos  derivados
tiossemicarbazonicos com diferentes substituintes em N4: 4-cloro-benzil, 4-bromo-benzil, alil,
naftil, toluil e 4-met6xi-benzil. Eles foram obtidos através da reacdo indireta com derivados
tiossemicarbazida (LQIT/LT) obtidos em laboratério por adi¢do nucleofilica entre hidrazina e
isotiocianatos correspondentes. Posteriormente, foi realizada a condensagdo dos derivados
tiossemibarbazida previamente sintetizados com o 5-metoxi-indol-3-carboxaldeido para a
obtencdo dos derivados tiossemicarbazona (LQIT/AP) utilizados nos testes deste estudo. Os
derivados foram elucidados através de técnicas espectroscopicas (RMN *H, RMN 3C, COSY
e HSQC) e foram submetidos a avaliacdo de sua citotoxicidade em macrofagos J774, testes de
quantificacdo de Oxido nitrico e avaliacdo in vitro, a uma concentracdo de 200 uM, de sua
influéncia sobre a motilidade/mortalidade de parasitos adultos de S. mansoni. P6de-se observar
gue os compostos ndo apresentaram citotoxicidade em células sadias, que todos eles foram
capazes de promover a producdo de Oxido nitrico ao passo que para o Praziquantel nao foi
observada tal caracteristica e que os derivados LQIT/APQ09, LQIT/AP07, LQIT/AP12 e
LQIT/AP11 promoveram mortalidade de parasitos apds 24h, 48h, 72h e 120h, respectivamente.
Acredita-se que, diante dos resultados, pode haver alguma relacdo dos compostos com
mecanismos de imunomodulacéo e ainda que alguns aspectos estruturais destes compostos tais
como a presenca do grupo metoxi em anel indélico, a presenca de anéis aromaticos e a presenca
de halogénios atrelados a relatos da literatura possam apresentar relacdo com o0s aspectos
observados durante o experimento e a potencial atividade esquistossomicida dos compostos.
Diante dos resultados obtidos, sugerimos como compostos promissores do estudo LQIT/APQ9,
LQIT/APO7, LQIT/AP12 e LQIT/AP11, contudo séo necessarios testes complementares in vivo
e in vitro para melhor avaliacdo desses derivados e maior embasamento de sua atuacéo frente
ao S. mansoni.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonas. Esquistossomose. Praziquantel.



ABSTRACT

Schistosomiasis is the second most neglected disease in the world and is a serious public health
problem. Approximately 258 million cases are estimated in 78 countries around the world and
are prevalent in developing and underdeveloped countries in the tropical and subtropical areas
of the globe. In Brazil, the only schistosomiasis present is mansonic and the lack of sanitary
education and access to basic sanitation contribute to the spread of the disease. The drug of
choice in the treatment of schistosomiasis mansonic is Praziquantel, the only active drug against
all species that affect humans. However, reports in the literature of drug resistant strains of S.
mansoni and other pharmacological aspects, for example, reinforce the need for studies of the
development of new drugs that may be used in the treatment of schistosomiasis mansoni. In this
scenario, thiosemicarbazonic derivatives have been presented as an alternative in view of their
broad spectrum of action, including reports of schistosomicidal activities, as well as chemical
aspects observed, in this way the present study proposes the synthesis, structural
characterization and evaluation of the potential schistosomicidal activity of new aryl-
thiosemicarbazones derivatives. Six new thiosemicarbazonic derivatives having different N4
substituents were synthesized: 4-chlorobenzyl, 4-bromobenzyl, allyl, naphthyl, toluyl and 4-
methoxybenzyl. They were obtained through the indirect reaction with thiosemicarbazide
derivatives (LQIT/LT) obtained in the laboratory by nucleophilic addition between hydrazine
and corresponding isothiocyanates. Subsequently, the condensation of thiosemicarbazide
derivatives previously synthesized with 5-methoxyindole-3-carboxaldehyde was obtained to
obtain the thiosemicarbazone derivatives (LQIT/AP) used in the tests of this study. The
derivatives were elucidated by spectroscopic techniques (*H NMR, C NMR, COZY and
HSQC) and were submitted to evaluation of their cytotoxicity in J774 macrophages, nitric oxide
quantification tests and in vitro evaluation at a concentration of 200 uM of its influence on the
motility / mortality of adult S. mansoni parasites. It was noted that the compounds did not
exhibit cytotoxicity in healthy cells, all of which were able to promote the production of nitric
oxide whereas for Praziquantel no such characteristic was observed and that the derivatives
LQIT/APQ9, LQIT/APO7, LQIT/AP12 and LQIT/AP11 promoted mortality of parasites after
24h, 48h, 72h and 120h, respectively. It is believed that, in view of the results, there may be
some relationship of the compounds with immunomodulation mechanisms and although some
structural aspects of these compounds such as the presence of the indolic ring methoxy group,
the presence of aromatic rings and the presence of halogens attached to the reports of the
literature may be related to the aspects observed during the experiment and the potent
schistosomicidal activity of the compounds. In view of the obtained results, we suggest as
promising compounds of the LQIT/APQ9, LQIT/APQO7, LQIT/AP12 and LQIT/AP11 study,
however, in vivo and in vitro complementary tests are necessary for a better evaluation of these
derivatives and a better basis for their performance against the S. mansoni.

Keywords: Thiosemicarbazones. Schistosomiasis. Praziquantel.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma parasitose causada por helmintos trematddeos do género
Schistosoma prevalente em areas tropicais e subtropicais, principalmente em comunidades
pobres com pouco ou nenhum acesso a dgua potavel ou saneamento basico e estima-se que
cerca de 90% dos individuos infectados que requerem tratamento para a doenca, sdo Africanos.
Existem duas formas principais de esquistossomose: A intestinal e a urogenital (WHO, 2017).

Estas principais formas sdo causadas por seis espécies: o Schistosoma haematobium, o
Schistosoma mansoni e o Schistosoma japonicum. O S. haematobium e o S. mansoni ocorrem
tanto na Africa como no Oriente Médio, enquanto que apenas o Ultimo esta presente nas
Américas. O S. japonicum esté localizado na Asia, principalmente nas Filipinas e na China. As
outras trés espécies estdo distribuidas mais localmente e sdo elas: o Schistosoma mekongi, na
bacia do rio Mekong, o Schistosoma guineensis e o Schistosoma intercalatum na Africa
Ocidental e Central (COLLEY et al., 2014).

Entre as drogas ja utilizadas no tratamento da esquistossomose, o praziquantel (PZQ)
2-(ciclo-hexanocarbonil)-3,6,7,11beta-tetra-hidro-1H-pirazino-[2,1alfa]-isoquinolin-4-ona,
um derivado de pirazinoisoquinolina, vem sendo utilizado ha mais de 40 anos e é o Unico
farmaco ativo contra as trés principais espécies. Desde sua descoberta nos anos 70, ele tem sido
amplamente utilizado na prevencdo e no tratamento da doenca devido a sua alta eficacia,
excelente tolerancia, poucos efeitos colaterais transitorios, administracdo simples e custo
competitivo.Desde o inicio da terapéutica da doenca, esforcos sdo feitos no intuito de eleger a
melhor alternativa para o tratamento, entretanto este trajeto torna-se limitado devido ao
reduzido nimero de medicamentos disponiveis que fornecam eficacia, seguranca e boa
tolerabilidade. Dentre as alternativas terapéuticas, pode-se observar a sintese de novos farmacos
e mais recentemente a elaboracdo de vacinas (ROFATTO et al., 2011; SILVA, K. et al., 2012;
WANG et al., 2012).

Entretanto fatores como o uso de um Unico farmaco por cerca de 40 anos, a terapia
indiscriminada com pouco diagndstico prévio, a falta de adeséo a um tratamento prolongado, a
falta de educacdo sanitéria e a indiferenca a infeccdo cronica sugerem uma resisténcia ao PZQ,
inclusive ja observada em casos de infeccBes por Schistosoma haematobium em que o
tratamento padréo aplicado repetidas vezes nédo foi capaz de eliminar o parasito. (SETO et al.
2011; WANG et al. 2012).



17

Em adigdo, é importante observar que o atual farmaco de escolha na terapia da doenga
mostra pouca atividade frente a parasitos jovens tanto in vitro quanto in vivo 0 que pode
corroborar com a baixa taxa de cura observada em areas de grande transmissdo onde individuos
tendem a infectar-se e apresentar tanto parasitos jovens quanto parasitos adultos (GUIDI et al.,
2016). Tendo em vista esses fatores, torna-se imprescindivel o avanco nas pesquisas de novos
farmacos objetivando a eliminacdo dos problemas apresentados e sua inclusdo na terapéutica
da parasitose.

Aliada a essa busca de novas alternativas terapéuticas estad a quimica medicinal que
desde seu advento propbe a descoberta de novos quimioterdpicos que proporcionem alta
seletividade frente ao agente invasor e simultaneamente baixa toxicidade ao hospedeiro.
(OLIVEIRA et al., 2008)

As tiossemicarbazonas e seus derivados sdo compostos ativos que vem se destacando
na sua ampla aplicabilidade no tocante a atividades anti T. cruzi (FONSECA et al., 2015
antineoplasicas, antifungicas, antiviral (MOORTHY et al., 2013) e leishmanicida (BRITTA et
al., 2014). Além disso, o nucleo inddlico vem sendo considerado promissor além de uma
estrutura privilegiada no projeto de novas moléculas tendo sido associado por exemplo a sua
capacidade de ligacdo ao DNA, correlacionando-se com a apoptose de células cancerosas uma
vez que este tipo de morte pode ser atribuido a alteracdo na estrutura do acido nucleico na sua
funcdo ou na sua estabilidade. Além disso, a interacdo entre compostos de indol e regides
especificas deste podem modular varios processos celulares chave tais como a replicacdo de
DNA (OLIVEIRA et al.,2017).

Dessa forma, tendo em vista a resisténcia associada ao longo periodo de monoterapia
com praziquantel ja descrito, o Laboratério de Quimica e Inovacdo Terapéutica (LQIT) propde
0 avanco nos estudos acerca da esquistossomose através do presente trabalho que propde a
sintese de novos compostos tiossemicarbazonas e avaliacdo de seu potencial esquistossomicida

como alternativa terapéutica no tratamento desta parasitose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Sintetizar, caracterizar estruturalmente e testar a potencial atividade esquistossomicida

frente a parasitos adultos de S. mansoni (Cepa LE) de novos derivados tiossemicarbazonas.

2.2  Especificos

o Sintetizar e caracterizar estruturalmente 6 novos derivados tiossemicarbazona da série
LQIT/AP através de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN H), Ressonancia
Magnética Nuclear de carbono (RMN *3C), Homonuclear COrrelation SpectroscopY (COSY)
e Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy (HSQC);

o Avaliar a citotoxicidade dos compostos sintetizados frente a células de linhagem de
macrofagos J774;

o Avaliar in vitro a producdo de 6xido nitrico (NO) do doseamento de nitrito dos derivados
sintetizados.

o Avaliar a susceptibilidade in vitro dos parasitos adultos de S. mansoni frente aos

compostos sintetizados;



OB sistr aty Lotorcrtione



21

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1  Histdrico e distribuicdo geogréafica

Geograficamente, as esquistossomoses originaram-se nas bacias dos rios Nilo, na
Africa, e Yangtzé, na Asia. Achados arqueoldgicos de 1910 apontam a existéncia de ovos de
Schistomosoma em visceras de mumias egipcias de 1.250 a.C. bem como ha relatos de
descoberta de ovos de Schistosoma japonicum na cidade de Cehang-lha em um cadaver de cerca
de 2.000 anos. (BRASIL, 2014)

Atualmente, sdo conhecidas de 6 espécies de Schistomosoma sendo metade delas de
importancia mundial: o S. haematobium, o S. japonicum e o S. mansoni, onde o0 primeiro
acomete o trato urinario e os dois Ultimos o trato intestinal. As demais espécies sdo o S.
intercalatum, o S. guineensis e 0 S. mekongi de menor relevancia devido a sua ocorréncia em
regides mais delimitadas do globo. Estimativamente, séo cerca de 258 milhdes de casos em 78
paises no mundo sendo estes prevalentes em areas tropicais e subtropicais, principalmente em
comunidades pobres com pouco ou henhum acesso a dgua potavel ou saneamento basico sendo
distribuidos da seguinte forma: O S. mansoni prevalece na Africa, no Oriente Médio, no Caribe,
no Brasil, na Venezuela e no Suriname; O S. haematobium prevalece na Africa e no Oriente
Meédio e o S. japonicum prevalece na China, nas Filipinas e na Indonésia (FALLON, 1998;
GRYSEELS, 2012; WHO, 2017).

A transmissdo da esquistossomose e suas areas de prevaléncia podem ser observadas na
figura 1. Entretanto, a quimioterapia preventiva para a doenca, onde as pessoas € as
comunidades sdo alvo de tratamento em larga escala, € necessaria em 52 paises endémicos com
transmissdo moderada a alta. Estima-se que pelo menos 218 milhdes de pessoas necessitaram
de tratamento preventivo em 2015 e mais de 66,5 milhdes passaram pelo tratamento da doenca
no mesmo ano. Um fator agravante da disseminacdo da parasitose é o crescente nimero de
turistas contraindo-a devido ao ecoturismo e por vezes esses apresentam formas agudas graves

da doenga com sintomas incomuns incluindo a paralisia (WHO, 2017).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica das diferentes espécies de Schistosoma.
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Fonte: (WEERAKOON et al. 2015)

A introducdo da esquistossomose mansénica no Brasil se deu por meio do tréfico de
escravos originarios da costa ocidental da Africa. A partir dai a doenca alastrou-se pelo pais a
partir da regido nordeste em funcdo de movimentos migratorios em direcdo as areas com
precérias condi¢fes de saneamento basico. A propagacdo da doenca possui facilitadores, tais
como a longevidade dos parasitos adultos e a alta oviposicdo das fémeas, os portadores da
doenca que continuam excretando ovos por cerca de vinte anos mesmo sendo afastados dos
focos de transmisséo, o carater cronico e insidioso da doenga que ocasiona a baixa adesdao ao
tratamento, a ampla distribuicdo dos hospedeiros intermediarios, a facilidade de contrair a
infecgdo e a precariedade do saneamento nas areas rurais e periferias urbanas, possibilitando a
contaminacg&o hidrica, amplamente utilizada pela popula¢do mais pobre (BRASIL, 2014).

Apesar dos esforgos para o controle da esquistossomose, 0 Brasil € o pais da América
do Sul com o maior nimero de casos registrados sendo 19 dos 27 estados da federacéo afetados,
abrangendo uma area endémica que vai desde 0 Maranhdo até o Espirito Santo e Minas Gerais,
além de estar presente, de forma localizada, em outros estados de todas as cinco grandes regifes
do pais. Na figura 2, pode ser visualizada a distribuicdo demogréfica da doenca no pais e de
acordo com o Ministério da Saude, em 2015, os estados de Maranhdo, Pernambuco, Alagoas,
Minas Gerais e Espirito Santo concentravam o maior nimero de casos (BARRETO et al., 2015;
BARBOSA et al., 2015; BRASIL, 2017).
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Figura 2 - Distribuicdo de casos confirmados de esquistossomose de 2010 a 2015.
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Fonte: (BRASIL, 2017)

3.2 Doenca

A esquistossomose é uma endemia parasitaria tipica das Américas, Asia e Africa. Ovos
do esquistossomo — helminto do género Schistosoma que causa essa endemia — foram
encontrados em mumias chinesas de mais de dois mil anos. No século XXI, a doenca permanece
sendo um problema grave de salde publica. (KATZ & ALMEIDA, 2003).

Conhecida popularmente como barriga d’agua, xistosa ou doenga do caramujo, a
esquistossomose mansoni ou mansénica pode ter acometimento hepato-esplénico em sua forma
mais grave sendo o diagnostico e o tratamento relativamente simples, entretanto a erradicacéo
da doenca s6 é possivel com medidas sanitarias e educacdo populacional efetivos que
interrompam o ciclo evolutivo do parasito. (KATZ & ALMEIDA, 2003).

Nas agressbes patogénicas da doenca observa-se acometimento principalmente
hepatico, caracterizando-se pela presenca de granulomas periovulares e formacgéo de fibrose
periportal, além de alteracdes vasculares responsaveis pela hipertensdo no sistema venoso que
irrigam essa regido e as manifestacfes clinicas dos individuos infectados pelo S. mansoni
apresentam diferencas decorrentes de alteragcOes na area endémica, intensidade de infecgéo,
estado nutricional e resposta imunoldgica (ALMEIDA, 2009; REY, 2011).
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3.2.1 Ciclo de vida e fases da doenca

O ciclo de vida do esquistossomose apresenta um hospedeiro definitivo, geralmente
seres humanos ou algumas espéecies de mamiferos e um hospedeiro intermediério que é o
molusco do género Biomphalaria glabrata comum em aguas doces. O ser humano adquire a
doenca ap6s contato direto com fontes de agua contendo cercarias (Figura 3A) liberadas de
forma percuténea pelo caramujo que penetram o hospedeiro definitivo através da pele e entram
na circulacdo pelos capilares e vasos linfaticos. (WEERAKOON et al 2015).

Figura 3 - Cercéria penetrando a pele (A) e Esquistossdmulo (B).

Durante a penetracdo, eles se transformam em esquistossdmulos (Figura 3B) e migram
para a corrente sanguinea por dias antes de serem levados a veia porta hepatica até o figado.
Durante esta migracdo, pode-se encontrar esquistossdmulos nos pulmées em grande nimero,
pois sdo temporariamente mantidos nos capilares do 6rgdo. Dentro do sistema portal, 0s
parasitos jovens diferenciam-se em parasitos adultos ocorrendo o amadurecimento sexual e a
unido dos parasitos do sexo masculino e do sexo feminino (Figura 4) que migram para plexos

venosos mesentéricos superiores. (WEERAKOON et al 2015).

Figura 4 - Casal de S. Mansoni. Fémea no canal ginecoforico do macho no momento da copula.

Fonte: (GRYSEELS, 2012).
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A oviposigdo ocorre em torno de 4 a 6 semanas apos a infecgdo do S. mansoni. Os ovos
(Figura 5) penetram nas paredes da vasculatura e entram na bexiga ou no limen intestinal para
serem liberados atraves da urina (forma urogenital) ou das fezes (forma intestinal). Os ovos por
sua vez eclodem e sdo liberados os miracidios que contaminam o hospedeiro intermediario e
diferenciam-se em esporocistos que, depois de duas geracgdes, deixam o caramujo na forma de
cercéarias apo6s cerca de 30 dias reiniciando o ciclo de vida do parasito (Figura 6).
(WEERAKOON et al 2015).

Figura 5 - Ovo fertilizado de S. mansoni

Fonte: FERREIRA, 2005

Figura 6 - Ciclo de vida do S. masoni

5- Cercérias formadas na
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7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracao,
transformando-se esquistossdmulos

8- Circulacdo

l

9- Migracdo até o
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3- Miracidios penetram
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10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam 0s ovos; estes
alcancam a circulacdo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: SOUZA, F. etal, 2011.
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3.2.2 Profilaxia e tratamento da esquistossomose mansoni

A profilaxia da esquistossomose se da através da educacdo sanitaria associada e do
saneamento basico. A quimioterapia tem por objetivo a cura dos pacientes infectados e varios
ja foram utilizados na quimioterapia da parasitose a exemplo dos compostos antimoniais, da
emetina, do niridazol, do metrifonato, do nitrofuranos, do lucantone e do hicantone. Contudo,
devido a diversidade de efeitos colaterais apresentados pelos mesmos, o uso de todos foi
descontinuados (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

Posteriormente  foi introduzida a Oxamniquina (Figura 7), um derivado
tetraidroquinolinico com atividade estrita sobre o S. mansoni, atuando tanto contra parasitos
jovens quanto adultos. Alguns estudos brasileiros demonstraram a eficacia clinica do
medicamento no tratamento da esquistossomose, atingindo indices de cura entre 80% e 95%. O
mecanismo de acdo € desconhecido, porém acredita-se que esteja relacionado com a capacidade
de inibicdo irreversivel da sintese dos &cidos nucléicos nos parasitos ocasionando sua morte
impossibilitando a oviposicdo e os parasitos sao levados pela circulacdo porta ao figado, onde
sdo fagocitados (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995; VITORINO et al, 2012).

Atualmente, o PZQ (Figura 7), derivado heterociclico pirazinoisoquinolinico é a droga
de escolha para o tratamento da forma aguda da esquistossomose, bem como para a prevencéo
na populacdo de risco e o Unico ativo contra todas as espécies de Schistosoma. Ele é eficaz
frente a parasitos adultos, paralisando-os e danificando seu tegumento através de mecanismo
de acdo envolvendo canais de calcio. Sendo assim, o tratamento objetiva destruir os parasitos
adultos com consequente eliminacdo da oviposicao, no entanto, ele ndo € Gtil na reversdo de
complicacdes como a fibrose tecidual e ainda: o fArmaco de escolha na terapéutica da doenca
ndo é eficaz contra parasitos jovens (SOUZA, A. et al, 2014; WEEKAROON et al, 2015).

Figura 7 - Praziquantel (A) e Oxamniquina (B)

B) NO,
A)

Fonte: SILVA, V. et al, 2017 (Adaptado)
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O uso destes medicamentos é feito em dose Unica de acordo com a faixa etéria e 0 peso
do paciente e ambos possuem efeitos colaterais (Tabela 1), relatos de resisténcia e
contraindicacBes. Enquanto o Praziquantel é eficaz apenas contra parasitos adultos, a
Oxamniquina por sua vez apresenta atividade também contra os jovens. Entretanto o uso do
segundo estd em desuso devido a sua especificidade contra o S. mansoni, por ser mais toxico e
por possuir mais efeitos colaterais que o primeiro (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER,
1995; VITORINO et al, 2012).

Tabela 1 - Esquema terapéutico para o tratamento da esquistossomose mansonica no Brasil e efeitos
colaterais comuns dos medicamentos utilizados

Dose Terapéutica Efeitos Colaterais
Praziquantel Adulto: dose unica de 50 | Nauseas, dores abdominais,
(Caps 600mg) mg/kg por via oral em Unica cefaleia, tontura,
tomada ou 4/4h ou 12/12h. sonoléncia, palpitacéo,

Crianca: dose uUnica de 60 | prurido, urticaria, vomito,
mg/kg fracionada em duas | cinetose, diarreia por cerca

doses. 24h a 48h apds o uso do
medicamento cessando

espontaneamente.

Oxamniquina Adulto: dose unica de 15 Tontura, sonoléncia,
(Cap. 250 mg) mg/kg por via oral, apés a cefaleia, manifestacfes
(Solucéo 50 mg/mL) altima refeicdo. Crianga: neuropsiquicas. Febre,

dose Unica de 20mg/kg por hipertensdo arterial
via oral, uma hora apoés sistémica, leucopenia e
refeicdo. linfopenia transitorias.

Fonte: VITORINO et al, 2012 (adaptado)

3.2.3  Imunopatologia

Na infecgdo pelo S. mansoni existem dois momentos na resposta imune do organismo:
a resposta de células T helper tipo 1 (Th1), antes da oviposicgéo, e a resposta de células T helper
tipo 2 (Th2), ap6s a oviposicdo. Nesta ultima, hd uma rea¢do granulomatosa de agregados de
leucdcitos, linfocitos, eosinofilos e macrofagos (STADECKER & HERNANDEZ, 1998;
PEARCE & MACDONALD, 2002).

Estudos rastrearam a expressdo de genes hepéaticos imunes e inflamatorios durante a
infeccdo, inflamacdo e formacédo de granulomas. Nos estagios iniciais, a resposta Th1 é definida
pela producdo de citocinas pré-inflamatorias como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), a

interleucina 1a (IL1a), a interleucina 1B (IL1p) e a interleucina 6 (IL6), bem como Transdutores
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de Sinal e Ativadores de Transcri¢do 1 (STATL) e interferon gama (IFN-y). Essa resposta esta
associada a reacOes de hipersensibilidade tardia, recrutamento e ativacdo de macrofagos e
leucdcitos inflamatdrios e respostas citotoxicas que levam a protecdo contra micro-organismos
celulares (CHTANOVA & MACKAY, 2001; SANCHEZ et al., 2017).

A medida que a oviposicao inicia, uma resposta Th2 ¢ caracterizada por um excedente
de expresséo de quimiocinas, bem como a producdo de interleucina 4 (IL4), interleucina 5
(IL5), interleucina 10 (IL10), interleucina 13 (IL13) e interleucina 33 (IL33) também esta em
andamento (SANCHEZ et al., 2017).

Na infeccdo pelo S. mansoni, a ativacdo dos macréfagos pelo IFN- y e por outros
fatores celulares estimula a producdo de NO pela reacdo enzimatica que por sua vez torna-se

uma molécula efetora causando a morte do parasito (JAMES, 1995).

3.2.4 Possivel resisténcia ao praziquantel e alternativas terapéuticas

Diferentemente da tolerancia, que € a falta de susceptibilidade inata que ndo é em
resposta a exposicao prévia ao farmaco, a resisténcia € um aumento hereditario na freqiiéncia
de individuos em uma populacdo capazes de tolerar doses de um composto ap0s sua exposicdo
a ele (GREENBERG, 2013).

Existem areas endémicas onde verificou-se uma diminuicdo acentuada da
suscetibilidade ao PZQ no tratamento da esquistossomose em paises como o Egito (ISMAIL et
al., 1996), o Quénia (MELMAN et al., 2009) e o Senegal (FALLON et al., 1995) e no Brasil
(LOTFY et al, 2015). Sendo os paises africanos alvo de tratamento para esquistossomose em
larga escala e repetidamente com uso do PZQ (WANG et al., 2012).

Observados estes fatos, podem-se tomar algumas medidas de controle da doenga como
evitar subdoses do medicamento bem como sua qualidade, diminuir a frequéncia dos
tratamentos em larga escala, aperfeicoar a deteccdo de resisténcia e caso esta ocorra considerar
0 uso de tratamento alternativo com outro farmaco eficaz a exemplo da Oxamniquina no caso
do S. mansoni (WANG et al, 2012).

Tendo em vista 0s casos de resisténcia ja citados em literatura, grupos de pesquisa tém
apresentado novas alternativas terapéuticas no tratamento da esquistossomose tais como

trioxaquinas, oxadiazois, imidazolidinas e mefloquina.
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As trioxaquinas, atuam como agentes heme-alquilantes impossibilitando a utilizagéo do
grupo heme na alimentagdo de parasitos que utilizam o metabolistmo da hemoglobina na
alimentacdo como os do género Schistosoma e o0 Plasmodium (ROBERT et al., 2005).

Esses derivados mostraram efetividade tanto contra as fases larvares quanto contra o0s
parasitos adultos do Schistosoma mansoni. O derivado PA1259 (Figura 8), 0 mais promissor
do estudo, que possui um grupamento ciclopentil ligado ao grupo trioxano apresentou potencial

esquistossomicida semelhante ao do praziquantel (BOISSIER et al, 2009).

Figura 8 - Derivado da Trioxaquina PA1259
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Fonte: BOISSIER et al, 2009

Os compostos derivados de oxadiazois-2-0xidos, apresentam em sua estrutura o 6xido
nitrico (NO). No organismo, a resposta imune ativa a enzima NO sintase (NOS) a qual produz
NO que tem mostrado a capacidade de matar as fases larvares do parasito do género
Schistosoma (JAMES & GLAVEN, 1989).

Em estudo com derivados oxadiazois-2-6xidos (Figura 9), SAYED et al (2008)
demonstraram 100% de mortalidade do composto promissor frente a parasitos na concentragdo

de 10 uM e 2 uM decorrido um tempo de 24 horas.

Figura 9 - Derivado promissor do estudo
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Fonte: SAYED et al, 2008.

Em 2010, derivados imidazolidinicos demonstraram potencial atividade
esquistossomicida como demonstrado no estudo de Neves et al dos compostos LPSF/RZS-2 (5-
(4-clorobenzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona) e LPSF/RZS-5 (5-(4-

fluorbenzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona) (Figura 10A) que



30

demonstraram total mortalidade dos vermes em 24h além de presenca de producdo de NO de
células esplénicas.

Mais recentemente, em 2017, Matos-Rocha et al. obtiveram derivados imidazolidinicos
com potencial atividade esquistossomicida, sendo os compostos sintetizados LPSF/PTS10
(Figura 10A) e LPSF/PTS23 (Figura 10B) eficazes frente a parasitos adultos de S. mansoni com
100% de mortalidade ap6s 72h e 24h, respectivamente, a uma concentracao de 20 pM.

Figura 10 - Derivados imidazolidinicos LPSF/PTS10 (A) e LPSF/PTS23 (B)
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Fonte: MATOS-ROCHA et al, 2017 (adaptado)

A mefloquina (Figura 11), [(R,S)-(x)-a-(2-piperidinil)-2,8-bis-(trifluorometil)-4-
quinolinametanol] ¢ um farmaco antimalarico, andlogo sintético da Quinina e acredita-se que
seu provavel mecanismo de acdo seria a inibicdo da formacdo da hemozoina. Em um estudo
recente, a mefloquina reduziu significativamente a carga parasitaria, a presenca de ovos
teciduais, o nimero de granulomas hepaticos e promoveu o0 aumento da porcentagem de ovos
mortos dentro desses granulomas. Em adicdo, a administracdo concomitante de mefloguina e
praziquantel apresentou melhores resultandos se comparados com estes compostos utilizados
separadamente (KEISER et al., 2009; ABOU-SHADY et al., 2016).

Figura 11 - Mefloquina

Fonte: SA, 2015.
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3.2.4.1 Tiosemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (Figura 12) compreendem uma classe de moléculas que
apresentam diversas atividades bioldgicas, dentre elas: Antimicrobiana, antitumoral,
leishmanicida, antiplasmodicas (OLIVEIRA et al., 2015) e, mais recentemente, foram

desenvolvidos estudos frente a S. mansoni com alguns derivados (SANTIAGO et al., 2014).

Figura 12 - Estrutura bésica de uma tiossemicarbazona
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Fonte: BERALDO, 2004 (adaptado)

Elas sdo um grupo de moléculas da classe das iminas (-C=N), conhecidas como bases
de Schiff obtidas geralmente através da reacdo de condensacdo de tiossemicarbazidas com
aldeidos ou cetonas como podemos observar no esquema 1 (LOBANA et al, 2009).

Esquema 1 - Sintese de tiossemicarbazonas a partir de tiossemicarbazidas (obtidas comercialmente ou

previamente sintetizadas) e aldeidos ou cetonas

H\ S O H+ S
N_/< . ——» R, HN R
/ _ / N -3
HN  N=Rq R R, >—N !
R4 R, R4

Fonte: TENORIO et al, 2005 (adaptado)

Tiossemicarbazonas representam uma por¢cdo quimica da molécula que lhe confere
versatilidade, uma vez que proporciona possibilidades de substituicdo em diversas regides e séo
consideradas ligantes idnicos, uma vez que apresentam em sua estrutura atomos de Nitrogénio
(N) e Enxofre (S) que possuem pares de elétrons passiveis de doagdo (LOBANA et al, 2009).

Quando ndo substituidas na posicdo N-4, as tiossemicarbazonas apresentam
conformacdo aproximadamente planar estando o atomo de enxofre em posi¢do anti em relacao
ao atomo de nitrogénio da funcdo imina, havendo mudanca significativa no arranjo estrutural
ao serem adicionados substituintes nesta posicao, favorecendo a conformacao sin entre esses
atomos (TENORIO et al, 2005).
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Estas por¢Ges moleculares, apresentam-se como sistemas com deslocalizagdo eletronica
significativa, principalmente quando ha substituicdo por grupos aromaticos no carbono da
imina, que é favorecida pela influéncia da deslocalizacéo de elétron & sobre 0 comprimento das
ligacOes das tiossemicarbazonas. Devido a esta deslocalizacdo eletronica, as elas apresentam
equilibrio tautomérico nas formas tiona ou tiol que podemos observar no esquema 2 (TENORIO
et al, 2005).

Esquema 2 - Formas tautoméricas de tiossemicarbazonas

S SH
HN . HN
/ = /
N

/—_N NH, /— NH,

Ar Ar
TIONA TIOL

Ar = Aril

Fonte: TENORIO et al, 2005 (adaptado)

Dessa forma, considerando o amplo periodo de monoterapia com o praziquantel, 0s
relatos de casos de resisténcia ao farmaco e as evidéncias que apontam a versatilidade quimica
e bioldgica das tiossemicarbazonas, propomos neste trabalho a sintese, caracterizacao estrutural

e avaliacdo da atividade esquistossomicida de novos derivados.
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4 METODOLOGIA

4.1  Materiais e métodos: Estudo quimico

4.1.1 Materiais, Reagentes e Solventes

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes para obtencdo dos compostos
intermediarios tiossemicarbazida: hidrazina e os derivados de isotiocianato correspondentes.
Para a sintese dos produtos finais derivados de tiossemicarbazonas foram utilizados os
compostos intermediarios previamente sintetizados, 5-metoxi-indol-3-carboxaldeido e &cido
acético glacial.

Para todas as sinteses ndo foi realizado nenhum procedimento prévio de purificacdo dos
reagentes, todos sdo de procedéncia da Sigma-Aldrich de acordo com as especificacdes para
PA ou PS.

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel 60 Merck
F2s4, de 0,25 mm de espessura.

4.1.2 Equipamentos

As placas de silica gel para cromatografia em camada delgada foram reveladas em luz
ultravioleta (254 ou 365 nm) no aparelho Vilber Lourmat modelo CN15.LC (LQIT/UFPE). As
faixas de fusdo foram determinadas em aparelho Quimis, modelo 340.27 (LQIT/UFPE).

Para elucidacéo estrutural dos compostos sintetizados utilizamos na espectrofotometria
de absorcdo no Infravermelho (1V), espectrofotometro FTIR Bruker, modelo IFS66
(DQF/UFPE, em pastilhas de KBr de 1 % e 2 %, com bandas de absor¢do expressas em cm™.
Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizados em espectrémetro Varian,
modelo Unity plus-400 (DQF/UFPE). Os espectros de Massa, MALDI-TOF Autoflex Il
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) Laser Nd: YAG, 255nm, freq. Laser 100 Hz
(DQF/UFPE).
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4.1.3 Procedimentos experimentais

As sinteses e o0s dados fisico-quimicos dos novos derivados tiossemicarbazonas foram
realizadas no Laboratorio de Quimica e Inovacdo Terapéutica (LQIT), do Departamento de
Antibioticos — CCB/ UFPE. A caracterizagio estrutural por meio do RMN'H, RMN®C e
espectrometria de Massas foi realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica
Fundamental — DQF/ UFPE.

A rota sintética utilizada no estudo esta representada no esquema 3.

Esquema 3 - Rota sintética da série LQIT/AP

/R H\ S
HN—NH, + s=c=N" — /N_/< ©
(a) (b) Diclorometano /T.A. H,oN /N —R
H
+ o)
R = Clorobenzil; H
Bromobenzil; Naftil; H.CO
Metoxibenzil,Tolueno e Alil 3 \
d
HN Etanol/T.A. H
__/ i R
N N—
/
HsCO H
(e
N
H

(a): hidrazina; (b): isotiocianato correspondente; (c): composto intermediario LQIT/LT; (d): 5-metoxi-indol-3-
carboxaldeido e (e): composto final LQIT/AP

4.1.3.1. Sintese do derivados intermediarios LQIT/LT

Em um baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades equimolares de
hidrazina, dos respectivos isotiocianatos e cerca de 10mL de diclorometano. A reacdo deu-se a
temperatura ambiente por, em meédia, 3 horas. Em seguida, foi feita placa cromatogréfica para
confirmar a formacdo do composto que foi filtrado, lavado com diclorometano e deixado ao

abrigo de eventuais sujeiras a temperatura ambiente até evaporacdo do diclorometano.
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4.1.3.2. Sintese dos compostos finais derivados de tiossemicarbazonas LQIT/AP

Em um baldo de fundo redondo foram adicionadas quantidades equimolares do
composto LQIT/LT correspondente, 5-metoxi-indol-3-carboxaldeido, 15 gotas de acido acético
glacial e 15mL de etanol. A reagdo deu-se a temperatura ambiente por, em média, 3 horas. Em
seguida, foi feita placa cromatografica para confirmar a formacéo do composto que foi filtrado,
lavado com etanol e deixado ao abrigo de eventuais contaminacdes a temperatura ambiente até
evaporacdo do solvente. Os compostos que se apresentaram impuros apos a filtragem foram

novamente lavados com etanol até que fosse confirmada sua pureza em placa cromatografica.

4.2 Materiais e métodos: Estudos bioldgicos

4.2.1 Animais

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

As cercérias (Cepas LE) de S. mansoni foram obtidas por meio do setor de Malacologia
do Laborat6rio de Esquistossomose e do Servico de Referéncia em Esquistossomose do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhées (CPgAM).

Os parasitos adultos de S. mansoni foram obtidos do Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhdes (CPgAM - FIOCRUZ) apds realizacdo da perfusdo dos camundongos infectados.

4.2.2 Materiais e Equipamentos

o Cémara de fluxo;
o Equipamento de perfuséo;

o Microscopio optico invertido;
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o Placas de Petri e placas de cultura com 24 pogos;

o Anestésicos: cloridrato de xilasina (Bayer) e cloridrato de ketamina (Agener Unido);

o Solucdo salina obtida a partir de cloreto de sddio, citrato de sodio e 4gua destilada;

o Pipeta graduada, tubos de falcon, seringa, ponteiras, alcool 70% e matérias cirurgicos

todos esterilizados;

o Praziquantel (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
a}isoquinolina-4-ona)

o Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma-Aldrich) completo
suplementado com penicilina, estreptomicina e soro bovino fetal (SBF);

o Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich);

° Derivados tiossemicarbazona.

4.2.3 Procedimentos experimentais

4.2.3.1 Avaliacdo da viabilidade celular das tiossemicarbazonas frente a linhagem
celular de macrofagos J774

As andlises de citotoxicidade foram realizadas através da técnica do MTT {brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio]}, descrita por Mosmann (1983) que consiste na
reducdo do MTT por células viaveis. O MTT € um sal de coloragdo amarela que, quando
metabolizado pela redutase mitocondrial, é convertido em cristais de formazan que possuem
coloracdo purpura. Estes cristais sdo solubilizados com DMSO, formando uma solugdo de
mesma cor em tons a depender da concentracao destes sais em solucdo, permitindo a leitura de
sua absorbancia.

Para tal, as células foram plaqueadas na concentragdo de 1x10°, em placas de 96 pogos
contendo meio RPMI com vermelho de fenol suplementado com 10% de SBF e incubados em
uma atmosfera de 5% de CO; a 37 °C. Apos 24h, o sobrenadante foi removido e as células
incubadas na presenca de varias concentracdes dos compostos (200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL)
por 24 horas.

Apos este periodo, foi adicionado 10 microlitros (uL) de MTT (5 mg/mL), 100 uL de
RPMI sem vermelho de fenol e incubados por 3h em estufa de 37 °C e 5% de CO». Em seguida,

os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e sua absorbancia foi determinada
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espectofotometricamente a 540nm. Células sem tratamento foram utilizadas como controle da

reacdo. Foram realizados dois experimentos em quadruplicata cada.

4.2.3.2 Avaliacdo da producdo de dxido nitrico (NO)

A fim de analisar possiveis alteracGes na producdo de NO pelas células de macrofagos
da linhagem J774 submetidos ao tratamento com os diferentes compostos testados neste estudo,
foi realizado o método colorimétrico de Griess. Este teste consiste em uma quantificacéo
indireta de NO, uma vez que esse, quando produzido, é rapidamente convertido a outros
radicais, através de degradacdo oxidativa e que, dentre esses radicais, 0 nitrito é o mais estavel,
permitindo sua mensuragéo. (GREEN et al, 1982).

Partindo do teste de avaliacdo da citotoxicidade com células macrofagicas J774, ap0s a
etapa de preparacdo da placa (semeio das células nas placas, incubacdo e submissdo aos
compostos sintetizados), o sobrenadante que foi retirado deste primeiro procedimento, foi
transferido para outra placa de 96 pocos e, posteriormente, cada pogo contendo o sobrenadante
recebeu o reagente de Griess — este reagente consiste na mistura equimolar em proporcdes de
1:1 de sulfanilamida (1%) e naftiletilenodiamino-biclorato (0,1%) em &cido fosférico (HsPOa).

A concentracdo de nitrito foi determinada, partindo de uma curva padrédo de
concentragfes conhecidas de nitrito de sédio (NaNO2). A absorbancia foi determinada

espectofotometricamente a 540nm e o teste realizado em quadruplicata.

4.2.3.3 Analises estatisticas

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

4.2.3.4 Infecc@o por Schistosoma mansoni

Apos 15 dias da disponibilizacdo dos camundongos, esses foram infectados por via

percutanea, utilizando aproximadamente 120 cercarias (Cepa LE — Belo Horizonte), oriundas
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de Biomphalaria glabrata para cada animal. Apds 45 dias de infeccdo, realizou-se exame
parasitologico das fezes dos camundongos para confirmar a infeccdo dos animais.
(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934).

4.2.3.5 Perfuséo do sistema porta para recuperacéo de vermes adultos de
Schistosoma mansoni

Os camundongos foram submetidos & eutandsia ap6s 55 dias de infeccdo. No
procedimento, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de
ketamina (100-200 mg/Kg) associada a cloridrato de xilasina (5-16 mg/Kg). Verificada
auséncia de resposta algica, os animais foram submetidos a perfusdo do sistema porta hepatico
para a recuperacdo dos vermes adultos de S. mansoni os quais foram separados em placas de
petri contendo meio RPMI-1640. Finamente, os parasitos foram contados e classificados, de
acordo com o sexo e vitalidade (DUVAL & DEWITT, 1967).

4.2.3.6 Avaliacao da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni frente

aos derivados de tiossemicarbazona

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

Para a concentracdo de 200uM determinada para o experimento, foram utilizados 3
pocos da placa de cultura e foram acrescidos a cada poco 4 vermes (2 machos e 2 fémeas ou
dois casais), em seguida foram incubados a 37°C, em atmosfera Umida contendo 5 % de COs..
Apo6s o periodo de incubacdo de 2 horas de adaptacdo ao meio, os derivados de
tiossemicarbazona foram adicionados na concentracdo descrita anteriormente. Para esta
atividade esquistossomicida in vitro foram testados os derivados de tiossemicarbazona
LQIT/AP-03, LQIT/AP-05, LQIT/AP-07, LQIT/AP-09, LQIT/AP-11 e LQIT/AP-12. Para
controle positivo foi utilizado o praziquantel e para controle negativo utilizado DMSO. Os

parasitos foram mantidos em cultura por 5 dias consecutivos sendo monitorados a cada 24 horas
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com observacdo no microscopio Optico invertido (BestScope BS-2090) para avaliacdo da
atividade motora e da taxa de mortalidade. Para confirmacdo dos resultados todos os testes

foram realizados em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo Quimico

5.1.1 Mecanismo reacional e caracterizagéo estrutural

A sintese dos compostos desse estudo se deu em duas etapas: na primeira, obtiveram-se
as tiossemicarbazidas (série LQIT/LT) através de uma reacdo entre a hidrazina e 0s
isotiocianatos substituidos e, na segunda etapa, a reacdo entre 0s compostos intermediérios
LQIT/LT com o 5-metoxi-indol-3-carboxaldeido.

A reacdo inicia-se com o ataque do par de elétrons livres presente no nitrogénio da
hidrazina, que tém um carater nucleofilico, ao carbono do isotiocianato. Posteriormente ao
ataque nucleofilico, ocorre a quebra da ligagédo = e 0s elétrons migram para o nitrogénio devido
a sua alta eletronegatividade. Em seguida, ocorre um rearranjo de cargas intramolecularmente,
onde o nitrogénio com excesso de elétrons desprotona o nitrogénio carregado positivamente

formando a tiossemicarbazida conforme o esquema 4 (TENORIO et al, 2005).

Esquema 4 - mecanismo reacional de formacao da tiossemicarbazida 1

! R AN H H
H2N_NH2 + S:C:\L\] —_— /N N_\ — /N N\
HoN Y R HoN Y R
S S

FONTE: TENORIO et al., 2005 (adaptado)

Na segunda etapa, foram sintetizados 6 derivados tiossemicarbazona a partir da reagéo
da tiossemicarbazida correspondente com o 5-metoxi-indol-3-carboxaldeido. Esta reacdo
inicia-se com a protonacdo do oxigénio do aldeido na presenca do acido acetico glacial
ocorrendo a formacdo do ion oxdnio. Em seguida, ocorreu o ataque nucleofilico do par de
elétrons do nitrogénio N1 da tiossemicarbazida ao carbono do aldeido protonado, com posterior
quebra da ligagdo = e formacdo da fungdo A&lcool. Posteriormente, ocorre uma reagdo
intramolecular com a transferéncia do préton do nitrogénio para o oxigénio, a fim de facilitar a
desidratacdo seguinte, com a deslocalizacdo do par de elétrons do nitrogénio, formacdo da
tiossemicarbazona gerando a fungdo imina (AQUINO, 2007).
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Esquema 5 - mecanismo reacional de formacéo da tiossemicarbazona 2
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Apesar da reacgdo ser favoravel a formacao das tiossemicarbazonas, o carater reversivel
de todas as etapas de sua sintese torna importante a utilizacdo do meio acido. Em geral, a
formacdo da tiossemicarbazona é mais rapida na faixa de pH entre 4 e 5 (TENORIO et al.,
2005).

A partir do composto final sintetizado, existe a possibilidade de formacéo de isdmeros
Z ou E, conforme exemplificado na figura 13, e essa conformacdo € influenciada fortemente
pelo meio acido e pelo hidrogénio da ligacdo azometinica podendo haver uma mistura desses
diasteroisdmeros ou a formacao preferencial de um deles. (TENORIO et al., 2005).

Durante este estudo, pudemos observar que a espectroscopia de RMN H revelou apenas
um sinal referente ao hidrogénio da ligacdo azometinica sugerindo que ndo houve formacéo de
mistura racémica de isdbmeros Z e E. Em adicdo, observou-se também a formacdo de apenas

uma mancha na placa cromatogréafica.

Figura 13 - Possiveis configuracfes das tiossemicarbazonas evidenciando hidrogénio azometinico

LH HN OCHj4
HsCO H H g
X, -N N.
N \n/ R H H
\ X, NN,
: R
N }
H S
Configuracdo E Configuragido Z

Através de estudos espectroscopicos de Nuclear Overhauser Enhancement
SpectroscopY (NOESY), Vieira (2013), demonstrou a preferéncia de formacgéo do isémero E
na sintese de tiossemicarbazonas e Cardoso et al. (2014) confirmaram através de estudos

cristalografia de raio-X a preferéncia da configuragédo E. Diante desses dados e dos resultados
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obtidos, podemos sugerir que, majoritariamente, 0os compostos obtidos nesse estudo sdo

diasteroisomeros E.
A caracterizacdo de hidrogénios das moléculas se deu através da anélise espectroscépica

de RMN *H onde foi possivel identifica-los a exemplo do especto do composto AP09 (Figura

14).

Figura 14 - RMN*H do composto AP09
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Na figura 14 acima, na regido de campo baixo, identificamos o sinal do hidrogénio do
CHjs ligado ao grupamento metoxi do anel inddlico em 6 3.66 ppm na forma de um simpleto.
Na regido de campo alto foi possivel caracterizar os demais hidrogénios presentes no nosso
composto.

Na figura 15, podemos identificar os hidrogénios correspondentes a fun¢do azometinica,
ao hidrogénio ligado ao nitrogénio aromatico e do NH hidrazinico que aparecem na forma de

simpletos em 6 8.48, 9.90 ¢ 11.70 ppm, respectivamente (AQUINO, 2007).



45

Figura 15 - RMN!H do composto APQ9 evidenciando os hidrogénios do grupamento azometinico, NH aromatico

e NH hidrazinico
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A partir dessas informacdes, podemos sugerir que o composto APQ9 foi obtido com
sucesso, uma vez que o pico observado correspondente ao hidrogénio da funcdo azometinica
evidencia que ocorreu a formacao do produto esperado mantendo as propriedades do fragmento
de tiossemicarbazona também observado nos dados relatados.

Oliveira et al. (2017) afirmam que os picos relativos a ligacdes N-H inddlicos estdo na
faixa 6 11.22 — 11.83 ppm, possibilitando atribuir ao pico em & 11.56 ppm, que aparece na
forma de um simpleto, 0 H do NH inddlico conforme destacado na figura 16. Os demais

hidrogénios da molécula estao compreendidos entre 6 6.83 — 8.02 ppm.
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Figura 16 - RMN®H do composto AP09 evidenciando o H do NH indélico e os demais hidrogénios das porcoes

aromaticas da molécula.
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Com o intuito de confirmar os acoplamentos entre os hidrogénios presentes na estrutura
do composto, foi utilizada a técnica de COSY (homonuclear COrrelation SpectroscopY) onde
é possivel estabelecer as correlagbes entre os hidrogénios que estdo acoplados por 23Jy
(KAISER, 2000).

Dessa maneira, foi possivel verificar o acoplamento entre o H do NH inddlico com o H
do carbono sp? adjacente devido a presenca de uma correlagdo mitua entre os sinais referentes
a esses hidrogénios (Figura 17) bem como os demais acoplamentos correspondentes aos
hidrogénios aromaticos do composto.

Os hidrogénios que se apresentam como simpletos, assim como os ligados aos
nitrogénios da molécula ndo possuem acoplamento nem correla¢cbes no COSY, por isso nao

foram evidenciados nesta analise, entretanto estes foram elucidados no RMNH.
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Figura 17 - Espectro de COSY para o composto AP09 mostrando as correlacfes entre hidrogénios
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A anélise para confirmacédo da quantidade e tipos de carbonos presentes na estrutura do
composto APQ9 foi realizada utilizando a analise espectroscdpica de ressonancia magnética
nuclear de carbono treze (RMN 3C).

A partir do espectro, foi possivel identificar todos os carbonos da molécula sendo um
deles encontrado na escala abaixo de 100 ppm sendo este o carbono da fun¢do metoxi com sinal
em 6 55.18 ppm e os demais acima da mesma escala. Puderam ser identificados ainda o carbono
azometinico em & 142.09 ppm (OLIVEIRA et al.,2017), o carbono sp? adjacente ao NH do anel
inddlico em § 154.50 ppm (GUIMARAES, BRAZ-FILHO & VIEIRA, 2012) e o carbono da
tiocarbonila (C=S) em 6 175.97 ppm (OLIVEIRA et al.,2015) (figura 18). O pico em torno de
6 40 ppm ¢ referente ao residuo do solvente. (FULMER et al., 2010).

Através do RMN 13C foi possivel sugerir mais uma vez o sucesso da reagdo com a
formagdo da tiossemicarbazona, uma vez que os sinais dos carbonos azometinico ¢ da

tiocarbonila puderam ser identificados.
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Figura 18 - RMN 3C do composto AP 09 evidenciado os carbonos da funcdo metoxi,

0 azometinico, o adjacente ao NH do anel ind6lico o da tiocarbonila
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Para uma melhor confiabilidade na elucidacdo do APQ9, também foi utilizada a técnica
espectroscopica de HSQC. Com este experimento foi possivel identificar o carbono ligado ao
seu respectivo hidrogénio em acoplamento 'Jcn auxiliada pelo RMN H, ou vice e versa
(KAISER, 2000).

Devido a prévia elucidacio do RMN *H e *3C, foi possivel identificar os carbonos e os
hidrogénios azometinico, adjacente ao NH do anel indélico, da funcdo metoxi, bem como os
demais atomos confirmando as ligacGes dos seus hidrogénios aos seus respectivos carbonos.

Conforme representado na figura 19, é possivel identificar o carbono da funcdo metoxi
em o 55.58 ppm ligado aos hidrogénios em 6 3,66 ppm, o carbono com sinal em 6 132.15 ppm
encontra-se ligado ao hidrogénio em & 7.88 ppm e 0 carbono azometinico com sinal em 8 142.09
ppm esta ligado ao hidrogénio com sinal em 6 8.48 ppm. Pode-se observar na figura também
as demais ligacOes entre os hidrogénios e carbonos das por¢es aromaticas do composto.

Como a anélise descrita anteriormente fornece dados relativos ao acoplamento Jcn,
néo foi possivel evidenciar os carbonos quaternarios os quais sao dois do anel indélico e dois
no grupamento naftil bem como os hidrogénios ligados aos nitrogénios (NH) também néo
apareceram na analise do HSQC. No entanto, tais hidrogénios encontram-se devidamente
elucidados através da analise de RMN *H e COSY.



Figura 19 - Espectro de HSQC para o composto AP09 mostrando as correlagdes *Jc
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5.1.2 Dados espectroscopicos e espectrométricos da série LQIT/AP
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5.1.2.1 N-(4-metoxifenil)-2-[(5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno]- hidrazinacarboxitioamida —

LQIT/APO3

PP

O T
| s e
N

C18H18N4O2S. Rendimento: 67%; Faixa de fusdo: 198 °C; Raz&o de frente (Rf): 0,45 (n-

hexano/acetato de etila, 1:1)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 11.51 (d, J = 12.9 Hz, 2H), 9.70 (s, 1H), 9.50 (s,
1H), 8.37 (s, 1H), 7.83 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.58 — 7.49 (m, 2H), 7.40

~7.29 (m, 2H), 6.96 — 6.83 (m, 3H), 6.83 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 3.80 — 3.68 (M, 7H).

RMN 23C (100 MHz, DMSO-ds): § 174.52, 141.65, 139.60, 135.84, 131.66, 129.86,

128.67, 128.59, 125.14, 124.83, 124.63, 124.58, 121.67, 112.09, 110.91, 21.85.
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5.1.2.2 N-(4-bromofenil)-2-[ (5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno] hidrazinacarbotioamida —

LQIT/AP05
A §
/o N T
B : Q
N Br

H

C17H15BrN4OS. Rendimento: 31%; Faixa de fusdo: 180-182 °C; Razdo de frente (Rf):
0,44 (n- hexano/acetato de etila, 1:1)

RMN IH (400 MHz, DMSO-ds): & 11.68 (s, 1H), 11.56 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 9.72 (s,
1H), 8.39 (s, 1H), 8.39 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 7.77 — 7.59 (m, 3H), 7.56
—7.46 (m, 2H), 7.33 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.83 (ddd, J = 8.8, 2.5, 0.7 Hz, 1H), 3.78 (s, 2H), 3.33
(d, J=0.8 Hz, 1H), 2.52 — 2.45 (m, 2H), 1.21 (s, 1H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): & 174.39, 154.96, 142.06, 139.22, 132.38, 132.17,
131.38, 126.31, 125.06, 117.00, 113.10, 113.06, 111.16, 104.01, 55.52.

5.1.2.3 N-alil-2-[(5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno] hidrazinacarbotioamida — LQIT/APQ7

H H
x N N\/\
- B N T

N
H

C14H16N4OS. Rendimento: 46%; Faixa de fusdo: 226-228 °C; Razdo de frente (Rf): 0,41
(n- hexano/acetato de etila, 1:1)

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 6 11.48 (s, 1H), 11.30 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.92 (t, J
= 5.8 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.58 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 8.7,
2.5 Hz, 1H), 5.98 (ddt, J = 17.3, 10.5, 5.4 Hz, 1H), 5.23 (dq, J = 17.2, 1.8 Hz, 1H), 5.18 — 5.08
(m, 1H), 4.31 - 4.22 (m, 2H), 3.83 (d, J = 4.4 Hz, OH), 3.78 (s, 3H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): & 176.07, 154.45, 140.75, 135.19, 131.87, 131.16,
124.45, 11552, 112.64, 112.58, 110.85, 103.19, 55.06, 45.64.
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5.1.2.4 N-(naftaleno-2-il)-2-[ (5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno] hidrazinacarbotioamida —

LQIT/AP09
AL
A e
B :
N

H

C21H18N4OS. Rendimento: 81%; Faixa de fusdo: 197-198 °C; Razdo de frente (Rf): 0,4
(n- hexano/acetato de etila, 1:1)

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 8 11.70 (s, 1H), 11.57 (s, 1H), 9.90 (s, 1H), 8.49 (d,
J=15Hz, 1H), 8.00 (ddd, J = 9.6, 6.3, 3.4 Hz, 2H), 7.92 — 7.84 (m, 2H), 7.79 — 7.72 (m, 2H),
7.61—7.50 (m, 3H), 7.36 (dd, J = 8.8, 1.5 Hz, 1H), 6.85 (dt, J = 8.8, 2.0 Hz, 1H), 3.66 (s, 2H),
3.35(d, J = 1.5 Hz, 1H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 6 175.98, 154.51, 141.59, 135.24, 133.65, 132.00,
131.66, 129.98, 128.12, 126.34, 126.09, 125.97, 125.61, 125.31, 124.66, 122.49, 112.50,
112.29, 110.76, 103.95, 55.18.

5.1.2.5 N-(p-toluil)-2-[ (5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno] hidrazinacarbotioamida —

LQIT/AP11
/O \N/ T
B :
N

H

C18H18N4OS. Rendimento: 55%; Faixa de fusdo: 219-221 °C; Razéo de frente (Rf): 0,47

(n- hexano/acetato de etila, 1:1).
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5.1.2.6  N-(4-clorofenil)-2-[(5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno] hidrazinacarbotioamida  —

LQIT/AP12
N N
P A W T
B :
N Cl

H

C17H15CIN4OS. Rendimento: 79%; Faixa de fusdo: 228-230 °C; Razéo de frente (Rf):
0,51 (n- hexano/acetato de etila, 1:1)

RMN !H (400 MHz, DMSO-de): & 11.68 (s, 1H), 11.59 — 11.53 (m, 1H), 9.98 (s, 1H),
9.73 (s, 2H), 8.41 (s, 1H), 7.86 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 7.82 — 7.74 (m, 2H), 7.68 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 7.58 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.45 — 7.31 (m, 4H), 6.84 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H),
2.53 - 2.47 (m, 1H), 1.06 (t, J = 7.0 Hz, 2H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): § 174.01, 154.48, 141.55, 138.30, 138.17, 131.90,
131.65, 128.37, 127.97, 125.52, 124.59, 112.60, 112.57, 110.68, 103.54, 55.04.

5.2  Estudo Bioldgico

5.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade frente a linhagem de macrofagos J774 e avaliagdo da
concentracdo indireta de 6xido nitrico (NO)

Na tabela 2 temos o resultado da citotoxicidade dos derivados tiossemicarbazona frente
a linhagem de macréfagos J774. Esses testes permitem avaliar a toxicidade dos compostos
frente as linhagens celulares de macréfagos J774, estabelecendo a concentracdo necesséria
destes para causar morte de 50% das células. Sendo assim quanto maior esse valor, menos

téxica serd a molécula.
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Tabela 2 - Viabilidade celular em macréfagos J774 dos derivados tiossemicarbazonicos

Composto CCs0a774
pug/mL
o
APO3 266,28 + 10,3
% < > 189,12 +1,0
APOQ5
169,29 + 11
APQ7 g/\

82,06 + 9,3

§
APQ09
AP @ 159,97 + 2,8

PZQ 117,08 + 12
Legenda: PZQ - praziquantel; CCs - concentracéo citotdxica para 50% das células

Analisando os resultados frente a linhagem macrofagica, os derivados testados,
inicialmente, apresentaram resultados satisfatorios, uma vez que estes apresentaram
majoritariamente menor toxicidade que o praziquantel, medicamento de escolha no tratamento
da esquistossomose mansoénica.

Na imunopatologia da esquistossomose, 0s macrofagos exercem papel importante na
defesa do organismo contra a doenca. Durante a resposta Th2 ha a liberacdo de citocinas
importantes tais como IL-4 e IL-13 que, através de seus efeitos em outras células como por
exemplo os macrofagos, orquestram funcdes efetoras que medeiam a eliminacdo do parasito e
agem na reparagdo de dano tecidual causado por eles (NASCIMENTO et al., 2014). Dessa
forma, pode-se considerar positivas as observacdes de que os derivados tiossemicarbazonicos
sd0 menos citotoxicos que o PZQ ja que o organismo do hospedeiro necessita de capacidade
imunoldgica para combater o parasito.

Apesar dos resultados dispares, a avaliacdo da toxicidade requer estudos mais
aprofundados com a realizacdo de testes in vivo para avaliar os efeitos dos compostos a nivel
sistémico. (OLIVEIRA et al., 2015).

Os compostos apresentados neste estudo também foram testados quanto & avaliagdo
indireta da producdo de NO e os dados obtidos das analises estdo representados em graficos
que demonstram a quantificagcdo da producao de nitrito de acordo com as concentracdes dos
compostos testados (figura 20).
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Figura 20 - Quantificagdo da producéo de nitrito em macréfagos J774 dos derivados da série LQIT/AP
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Legenda: PZQ — Praziquantel; (*) valor estatisticamente significativo pelo teste ANOVA em relagdo ao controle
sem tratamento (p < 0,0001).

A partir dos resultados, podemos observar que todos os compostos testados foram
capazes de induzir a producdo de nitrito de forma semelhante e por vezes maior que o PZQ. O
composto AP09, por exemplo, demonstrou inducgéo na producéo de nitrito cerca de trés vezes
maior em 200 pg/mL. Diante deste cenéario, todos derivados tiossemicarbazénicos foram
capazes de aumentar a producdo de nitrito enquanto que para o praziquantel ndo foram
observadas alteracdes significativas nessa producdo quando comparadas com o controle.

Existem evidéncias diretas e indiretas da atuacdo do NO como agente esquistossomicida
e mais amplamente, como molécula antiparasitaria. O NO produzido pelo sistema imune
ocasiona a letalidade dos parasitos de S. mansoni. Em adicdo, o NO produzido através da
inducdo da NOs é um componente importante na resposta imune havendo evidéncias diretas
desse ser um aspecto primario da defesa do hospedeiro contra outros parasitos, tais como o
Echinococcus granulosus e o Trypanosoma congolense (PAVANELLI et al., 2014).

Durante a resposta Th1 nos estagios iniciais da esquistossomose, ocorre a producgéo de
citocinas pro-inflamatorias tais como 0 TNF-a, IL6 e IFN-y. Esta ultima promove a ativa¢do de
macrofagos estimulando a produgdo de NO (SANCHEZ et al., 2017). Partindo desses dados e
dos resultados obtidos, podemos sugerir que os derivados da serie LQIT/AP tenham influéncia
na fase aguda da doenca.

Correlacionando os resultados apresentados nos testes de produgdo de NO em

comparacdo ao que foi obtido nos testes de citotoxicidade, os compostos AP03 e APO5, por
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exemplo, se apresentaram como as moléculas menos citotdxicas e com inducgdo significativa na
producdo de dxido nitrico nas concentragdes de 100 e 200ug/mL quando comparados ao PZQ.
Entretanto isso ndo refletiu no potencial esquistossomicida deles, uma vez que ndo foram
capazes de diminuir a motilidade dos parasitos como pode-se observar nos resultados expostos
mais a frente.

Por outro lado, os compostos AP07, AP09 e AP12 que também néo foram tdxicos frente
aos macrofagos J774 e obtiveram melhor capacidade de inducéo na producéo de éxido nitrico
em comparacdo ao PZQ, demonstraram potencial esquistossomicida chegando a causar
mortalidade de 100% dos parasitos no caso do APQ09 que apresenta em sua estrutura o
substituiente naftil em N4.

Em estudos desenvolvidos por Oliveira et al. (2016), foi constatado um aumento na
atividade antiproliferativa em compostos tiossemicarbazénicos com grupo naftil quando esse
fora empregado como substituto ao fenil. Esse fato pode auxiliar na anélise dos estudos de CCsy,
uma vez que o composto AP09 apresentou 0 menor valor quando comparado aos demais, apesar

de ndo ter apresentado toxicidade celular.

5.2.2 Avaliagéo in vitro dos derivados tiossemicarbazona frente a parasitos adultos de S.
mansoni

Os parasitos adultos de S. mansoni recuperados no procedimento de eutanasia foram
avaliados em relacdo a sua motilidade e mortalidade quando submetidos aos derivados
tiossemicarbazonicos (Figura 21) na concentracdo de 200 micromolar (uM), ao PZQ (controle
positivo) e ao DMSO (controle negativo) (Tabela 3).

A observacdo dos parasitos foi feita por 5 dias (120 horas) consecutivos. Quanto aos
seus movimentos, foram avaliados de acordo com os critérios de Horiuchi et al. (2005) que
estabelecem pontuag6es de acordo o nivel de movimentacdo destes:

e Pontuacdo 3: parasitos ativos, apresentando movimentos corporais normais;

e Pontuacdo 1,5: parasitos lentos a muito lentos com movimentagéo retardada, podendo
indicar apenas movimentos cefalicos;

e Pontuacdo O: parasitos imdveis/mortos, sem qualquer movimento corporal e/ou cefélico.

A mortalidade causada pelos derivados tiossemicarbazona possuiram como

caracteristica comum a contracdo espiralada dos e o escurecimento de seu tegumento.
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Apo6s 24h o derivado APQ9 causou mortalidade de 100% dos parasitos igualmente ao
controle positivo utilizado no experimento, o praziquantel. Obervou-se também que 0s
compostos APO7, AP11 e AP12 causaram lentiddo nos objetos de estudo do teste.

Apols o segundo dia, pocos contendo o composto APQO7 ja apresentavam parasitos
mortos (13,4%), bem como lentos e ativos. Esse status evoluiu para 14,3% de mortalidade,
apresentando apenas parasitos lentos e mortos no terceiro dia do experimento. Entretanto ndo
houve aumento do percentual de parasitos mortos até o final do periodo de observacao.

O composto AP11 apresentou 16,7% de parasitos mortos ap6s 120h, ao passo que o
AP12 apresentou parasitos mortos ao final de 72h de experimento juntamente com lentos e
ativos, evoluindo em seu score de parasitos mortos: 14,75% ao final de 72h, 28,7 % ao final de

96h e 29,5% ao final de 120h quando apresentava apenas parasitos lentos e mortos.



Tabela 3 - Score de motilidade / mortalidade apds o tempo de incubacédo (%) de parasitos adultos frente a série LQIT/AP

Score de motilidade / mortalidade apds o tempo de incubacéo (%o)

57

Grupos 24h 48h 72h 96h 120h

0 15 3 M 0 1,5 3 M 0 15 3 M 0 1,5 3 M 0 15| 3 M

DMSO 100 | © 100 | © 100 © 100 | © 100 0
pzQ | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100

AP-03 100 | O 100 | O 100 | O 100 | O 100| O

AP-05 100 | 0 100 | 0 100 0 100 | 0 100 ©
AP-07 429 | 57,1 | 0 |13,4|57,1|295|134 | 143 | 857 14,3 | 14,3 | 85,7 14,3 | 14,3 | 85,7 14,3
AP-09 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100
AP-11 16,7 | 833 | O 16,7 183,3| O 33,4 | 66,6 0 334|666 0 |16,7|33,3| 50 | 16,7
AP-12 1431 18571 | O 295|705 0 |14,75|14,75|70,5|14,75 | 28,7 | 14,2 | 57,1 | 28,7 | 29,5 | 70,5 29,5

Legenda: M — Score de mortalidade.

H4CO

Figura 21 - Estrutura geral dos derivados tiossemicarbazénicos
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Pode-se observar na estrutura dos compostos da série LQIT/AP a presenca de regides
da molécula ja descritas em literatura envolvendo estudos acerca da esquistossomose.

O anel inddlico vem sendo amplamente estudado em compostos com atividade
antimalarica (SCHUCK et al., 2014), antineoplasica (FOOTE et al., 2013), anti-inflamatéria
(SANTIN et al.,, 2013; OLIVEIRA et al., 2016), antituberculose (GUZEL, KARALI &
SALMAN, 2008) e esquistossomicida (STOLFA et al., 2014).

Em 2014, Stolfa et al. testaram derivados com potencial atividade contra a enzima
histona deacetilase 8 presente no S. masoni (SMHDAC) e alteracGes estruturais importantes que
a diferem da presente nos humanos (hHDACS) fizeram com que ela fosse considerada um
potencial alvo bioldgico pelo grupo. A SMHDAC quando inibida ndo promove a deacetilacdo
de histonas ligadas ao DNA e consequentemente ndo ha transcricdo uma vez que este
permanece em sua forma condensada. Dentre os compostos testados, 0 PCI-34051 foi o de
maior atividade e o anel indolico presente nele interage com varios residuos aromaticos no sitio

ativo da enzima (Figura 22).

Figura 22 - Composto PCI — 34051 e seu docking com a enzima SmMHDACS8
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Fonte: STOLFA et al., 2014 (adaptado). Legenda: Composto destacado em ciano. Apenas residuos de
aminoacidos que interagem s&o exibidos. lon Zinco representado como uma esfera laranja e os residuos do
composto que interagem com ele estdo representados de igual cor. Ligagoes de hidrogénio / coordenagéo ao ion

de zinco indicados pelas linhas verdes (distancias em Angstroms).

Em estudos com derivados tiossemicarbazonas, Fonseca et al. (2015) comprovaram seu
potencial de inibicdo da enzima Catepsina B1 do S. mansoni (SmCB1), enzima da classe das
cisteinas proteases considerada potencial alvo bioldgico e essencial em mecanismos de

nutricdo, evasdo imunoldgica e invasdo de células hospedeiras. O grupo propde que 0s
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derivados 4a e 4g (Figura 23) estejam entre 0s que mais apresentaram inibicdo enzimatica,

entretanto sugere futuras modificagBes moleculares até chegar a um composto promissor.

Figura 23 - Compostos 4a (a) e 4g (b) demonstrados no estudo
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Fonte: FONSECA et al., 2015 (adaptado)

Mais recentemente, Oliveira et al. (2017) desenvolveram estudos envolvendo
derivados tiossemicarbazénicos a base de indol com avaliacéo de sua atividade antiproliferativa
bem como a promocdo de ensaios de morte celular e de inibi¢do de topoisomerase. O composto
2b (figura 24) foi apontado como promissor do estudo sugerindo que este possua capacidade de
ligagdo com a enzima topoisomerase ll«, inibindo-a e consequentemente impossibilitando a

transcricdo do DNA conferindo a este composto uma capacidade antiproliferativa.

Figura 24 - estrutura geral do composto 2b

Fonte: Oliveira et al., 2017 (adaptado)

E possivel inferir semelhanca estrutural ao AP09, que apresentou 100% de
mortalidade dos parasitos nas primeiras 24h, e ainda: no mesmo estudo, 0s compostos 2a-d
(figura 25) apresentaram atividade antiproliferativa moderada a potente. Se comparadas as
estruturas gerais dos compostos da serie LQIT/AP com os compostos 2a-d, observa-se
semelhanca estrutural entre eles podendo sugerir mecanismo de a¢ao envolvendo interacdo com

0 DNA e inibicéo da topoisomerase llo.
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Figura 25 - Estrutura geral dos compostos 2a-d
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Fonte: Oliveira et al., 2017 (adaptado)

Observando os resultados de motilidade/mortalidade nos testes com parasitos adultos,
quatro dos seis compostos testados promoveram a morte dos parasitos. Desses, trés contém
substituices em N4 com anel aromatico, sendo assim podemos sugerir que a presenca desse €
importante na atividade dos compostos.

Ainda analisando a importancia desse anel e os substituintes nele propostos, podemos
observar que a presenca do cloro confere atividade esquistossomicida aos derivados
tiossemicarbazonas. A mesma afirmacao foi feita para derivados 2-tioxoimidazolidin-4-ona e
ftalil-tiazois (SANTIAGO et al., 2014). Porém a presenca de halogénios neste estudo néo foi
determinante, uma vez que o composto AP05 (4-bromo-fenil) ndo demonstrou atividade frente
aos parasitos adultos.

Quando comparados os compostos AP03 (4-metdxi-fenil), AP11 (p-toluil) e AP12 (4-
cloro-fenil), podemos inferir que a inclusdo do 4-met6xi no anel aromatico causa a perda da
atividade esquistossomicida na série LQIT/AP. Stolfa et al. (2014) propuseram que a menor
inibicdo da SMCB1 em relacdo a observada para a hCB1 pode ter sido causada pela presenca
do 4-metoxi-fenil no composto de maior atividade devido a sua menor interacdo no sitio ativo
da enzima que contém uma regido apolar em congruéncia com a por¢ao da molécula contendo
este substituinte.

Estudos relatam maior atividade esquistossomicida de heterociclos contendo grupo
metoxi quando comparados aos que ndo possuem esses substituintes (SANTIAGO et al., 2014).
Essa substituicdo na porcdo inddlica dos compostos se mostrou importante, porém néo
determinante na atividade esquistossomicida, uma vez que, ao relacionarmos o APO3 (4-
metoxi-fenil) aos compostos que apresentaram-se ativos, todos apresentam a mesma
caracteristica no heterociclo mencionado.

A presenca de uma cadeia lateral alifética, a exemplo do observado no composto AP07,
certamente ndo favoreceu o aumento do potencial esquistossomicida, uma vez que substituindo-
a por grupos aromaticos como o 4-cloro-fenil (AP12) observou-se melhora nos scores de
mortalidade de 14,3% no APQ7 para 29,5% no AP12 chegando a 100% quando o substituinte
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foi o naftil (APQ9). Por outro lado a presenca deste mesmo substituinte apresenta influéncia na
motilidade dos parasitos, uma vez que ele promoveu maior diminui¢do nesta (85,7%) em
comparagdo aos demais compostos da série.

O mecanismo proposto para o Praziquantel é de que os parasitos ao entrarem em contato
com o farmaco in vitro sofrem um rapido influxo de Célcio (Ca?") ocasionando sua paralisia
muscular intensa além de notaveis protusdes tegumentares (CUPIT & CUNNINGHAM, 2015).
Entretando este ndo aparenta ser 0 mecanismo através do qual atuam os derivados da série
LQIT/AP, uma vez que eles ndo compartilham semelhanca estrutural com o PZQ e, por outro
lado, compartilharem porg¢des de sua estrutura com as de outras moléculas relatas na literatura
com atividades frente a enzimas que atuam no DNA ou outros mecanismos de vida do parasito.
Dessa forma, pode-se sugerir que essas Ultimas opcdes sejam mecanismos de acdo mais

provaveis para os derivados tiossemicarbazoénicos.
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6 CONCLUSAO

Os derivados tiossemicarbazona foram sintetizados com sucesso, considerando que foi
possivel empregar a rota sintética j& descrita em literatura e interpretar os estudos
espectroscopicos e espectromeétricos realizados confirmar a formacdo dos derivados
tiossemicarbazonas.

Néo foi possivel determinar a forma tautomérica dos compostos através de estudo de
infravermelho ou confirmar a presenca de diasteroisémeros através de andlise espectroscopica
de NOESY. Entretanto observacdes experimentais, interpretacdo de analises espectroscopicas
de RMN!H, COSY, RMN *3C e HSQC, bem como relatos da literatura possibilitaram sugerir a
formacdo majoritéria do isémero E.

Quanto aos estudos bioldgicos, os derivados nao apresentaram toxicidade sobre células
macrofagica sadias, sugerindo a contribuicdo dos compostos na resposta imunoldgica, uma vez
gue macrofagos estdo envolvidos nas respostas Thl e Th2 da esquistossomose. O composto
APQ9, apesar de ter apresentado maior toxicidade comparativamente ao PZQ, ndo demonstrou
toxicidade em macrofagos J774.

Nos testes de inducdo de producdo de nitrito, todos os compostos da série LQIT/AP
obtiveram maiores concentracfes deste composto quando comparados ao praziquantel. O NO
é produzido por macréfagos durante a resposta Thl em consequéncia da acdo de citocinas
promovendo a morte dos parasitos. Dessa forma pode-se sugerir influéncia dos compostos na
fase da doenca que precede a oviposicao.

De um modo geral, alguns pontos podem ser considerados, no que diz respeito a
atividade in vitro frente a parasitos adultos do S. mansoni:

A presenca do anel aromético é importante na atividade dos derivados, com aumentos
significativos na presenca de um grupo volumoso como o nafil. O Cloro confere atividade
esquistossomicida, entretanto a presenca de halogénios ndo € determinante para ela. A presenca
de um grupo metoxi em heterociclos, segundo relatos da literatura, confere aumento da
atividade esquistossomicida e mostrou-se importante na promocdo da mortalidade e de
alteracdes de motilidade nos compostos avaliados neste estudo, todavia esse mesmo grupo
guando substituido no anel aromatico do lado oposto da molécula acarreta na perda de sua
atividade. A presenca de uma cadeia lateral alifatica ndo promove o aumento do potencial
esquistossomicida.

Por fim, dentre os compostos avaliados, AP07, AP09, AP11 e AP12 apresentaram

atividade frente a parasitos adultos de S. mansoni, ndo apresentaram toxicidade sobre células
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sadias e promoveram a sintese de NO em células macrofégicas podendo ser considerados 0s
mais promissores do estudo e provaveis alvos de futuros estudos para conhecimento mais

aprofundado de suas propriedades quimicas e influéncias sobre o S. mansoni.
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6.1  Perspectivas

A partir dos resultados quimicos desse experimento, propomos a futura realizacdo de
técnicas espectroscopicas de infravermelho e NOESY a fim de determinar a presenca de uma
ou ambas as formas tautométicas tiona (banda entre 1028 — 1082 cm™) e tiol (2500 — 2600 cm"
1y e elucidar a predominancia de um ou ambos os diasteroisdmeros, respectivamente.

Quanto aos resultados observados na toxicidade frente a linhagem de células
macrofagicas e de inducdo de Oxido nitrico, realizar testes adicionais de doseamento de
citocinas para que haja maior embasamento no tocante ao potencial imunomodulador dos
compostos testados e realizar testes in vitro frente a parasitos jovens para estabelecer melhor a
relacdo dos compostos com a fase inicial da doenca, bem como testes in vivo para avaliacdo da
atividade sistémica destes.

Realizar testes com 0s compostos mais promissores a 100 uM, 50 uM, 25 uM e 12,5
MM para compreender a influéncia da concentracdo desses frente ao S. mansoni (jovens e
adultos) concomitantemente a estudos de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) no
intuito de registrar e observar possiveis alteragdes tegumentares nos parasitos.

Por fim, proceder com estudos in vivo dos melhores compostos empregando técnicas de
oograma e de cheever para avaliar a viabilidade e a quantidade de ovos, respectivamente em

camundongos infectados com o S. mansoni.
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