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RESUMO

Diante do cenario atual evidenciado pela possivel resisténcia que as cepas de S.
mansoni vém desenvolvendo ao praziquantel associado ao fato dos derivados
tiazolidinicos possuirem diversas atividades biol6gicas comprovadas, este trabalho
teve como objetivo a planejamento estrutural, a sintese e avaliacdo da atividade
esquistossomicida de novos derivados inddlicos-tiazolidinicos-3,5-dissubstituidos a
fim de contribuir no tratamento da esquistossomose mansonica. Neste estudo, uma
série de oito compostos inddlicos-tiazolidinicos foi sintetizada em trés etapas
utilizando reacdes classicas de N-alquilagdo, condensacdo de Knoevenagel e adi¢do
de Michael e avaliados quanto a seu potencial citotoxico e atividade
esquistossomicida in vitro frente aos parasitos adultos do S. mansoni. Os compostos
foram devidamente caracterizados através de técnicas espectroscopicas
convencionais e apresentaram rendimentos satisfatorios bem como uma promissora
atividade esquistossomicida in vitro com uma taxa de mortalidade de 100% dos
parasitos observada pelos compostos LPSF/GQ-238 (100, 80, 40 e 20 ug/mL),
LPSF/GQ-242 (100, 80, 40 e 20 yg/mL), LPSF/GQ-399 (100 pg/mL), LPSF/GQ-368
(100, 80 e 40 pg/mL), que se destacaram frente aos demais compostos testados,
sendo estes todos substituidos no nucleo inddlico por um atomo de bromo. Diante
dos resultados obtidos, foi possivel concluir que os derivados inddlicos-tiazolidinicos
podem ser considerados potenciais candidatos a farmacos esquistossomicidas,
sendo necessarios estudos complementares in vivo a fim de comprovar seu

potencial terapéutico.

Palavras-chaves: Esquistossomose. Tiazolidinas. Indol.



ABSTRACT

Given the current scenario evidenced by possible resistance to the strains of S.
mansoni to praziquantel have been developing along with the fact thiazolidinics
derivatives possess various biological activities proven, this study aimed to structural
planning, synthesis and activity evaluation of new derivatives schistosomicidal
thiazolidinics-indole-3,5-disubstituted to contribute in treatment of schistosomiasis. In
this study, a series of eight indole-thiazolidinics compounds was synthesized in three
steps using classical reactions of N-alkylation, Knoevenagel condensation and
Michael addition and evaluated for their potential cytotoxic and schistosomicidal
activity in vitro against adult parasites of S. mansoni. The compounds were
characterized by conventional spectroscopic techniques well and showed satisfactory
yields a promising schistosomicidal activity in vitro at a rate of 100% mortality by the
compounds of parasites observed LPSF/GQ-238 (100, 80, 40 and 20 pg/mL)
LPSF/GQ-242 (100, 80, 40 and 20 pg/mL) LPSF/GQ-399 (100 pg/mL) LPSF/GQ-368
(100, 80 and 40 pg/mL), which is emphasized compared to other compounds tested,
all these indole nucleus substituted by a bromine atom. Considering the results
obtained, it was concluded that the indole-thiazolidinics derivatives can be
considered potential candidates for antischistosomal drugs, requiring further studies
in vivo in order to prove their therapeutic potential.

Keywords: Schitosomiasis. Thiazolidines. Indole.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansonica, que € uma parasitose causada pelo verme
trematddeo Schistosoma mansoni, continua sendo considerada um grave problema
de saude publica. No Brasil, cerca de 25 milh8es de pessoas estdo em éareas de
risco passiveis de contrair a doenca, além de se estimar que 6,8 milhdes de pessoas
estejam infectadas com S. mansoni (BRASIL, 2010; LAMBERTUCCI, 2010, BRASIL,
2011).

A quimioterapia da doenca € realizada com o praziquantel (2-
ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino-(2,1-a)-isoquinolin-4-ona).
Desde que foi introduzido na terapéutica da esquistossomose, o0 praziquantel tem
sido amplamente utilizado para controle da morbidade em areas endémicas. No
entanto, devido ao seu uso excessivo como monoterapia, tém surgido casos de
resisténcia (RIBEIRO-DOS-SANTOS, VERJOVSKI-ALMEIDA & LEITE, 2006;
DOENHOFF, CIOLI & UTZINGER, 2008).

Essa problematica envolvendo o praziquantel tem despertado o interesse da
pesquisa para a descoberta de novos farmacos, onde varios estudos promissores
tém sido apontados como alternativas terapéuticas no tratamento da
esquistossomose. Os compostos que mais se destacam sdo os oxadiazéis (SAYED
et al., 2008), as trioxaquinas (BOISSIER et al., 2009; PRADINES et al., 2011), a
mefloquina (VAN NASSAUW et al., 2008; KEISER et al., 2009 & MANNECK,
HAGGENMULLER & KEISER, 2010) e as imidazolidinas (OLIVEIRA et al., 2004;
PITTA et al., 2006 & SILVA et al., 2012).

Dentre as estratégias mais utilizadas na busca de novos compostos bioativos,
0 bioisosterismo se apresenta como uma ferramenta bastante atil para o
planejamento e descoberta de novos farmacos. A aplicacdo desta técnica é
evidenciada nos trabalhos de Barreiro et al. (2002) e nos trabalhos de Pitta et al.
(2006), sendo este ultimo, a aplicacdo da técnica voltada para a esquistossomose
(BARREIRO & FRAGA, 2008; BARREIRO et al., 2002 & PITTA et al., 2006).

As tiazolidinas sdo compostos pentagonais heterociclos que possuem
diversas atividades biologicas como antiinflamatoria (BARROS et al.,, 2010),
antinociceptiva (PAVIN et al.,, 2011), antimicrobiana (SAKHUJA et al.,, 2011,
TOMASIC et al., 2011; ZIDAR et al., 2010) antitumoral (MOURAO et al., 2005;
WANG et al., 2011), inibidor da cicloxigenase/lipoxigenase (ELEFTHERIOU et al.,
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2012), inibidor da tirosinase (HA et al., 2012), inibidor da neuraminidase (LIU et al.,
2011), anti-Tripanossoma cruzi (MOREIRA et al., 2013), antimalarica (RUIZ et al.,
2011), antidiabética (AMATO et al., 2012), antioxidante (GOUDA & ABU-HASHEM,
2011; BERCZYNSKI et al., 2012). Logo, as tiazolidinas surgem como perspectivas
de novos farmacos podendo, assim, contribuir nos estudos para a descoberta de
compostos potencialmente bioativos.

Dessa forma, devido a monoterapia associada aos casos de resisténcia
relatados ao praziquantel e também ao amplo potencial biolégico que as tiazolidinas
apresentam, o presente trabalho visa a sintese e avaliagcdo esquistossomicida in

vitro de novos compostos.
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2 OBJETIVOS

A seguir descreveremos todos o0s objetivos que fazem parte deste trabalho.

2.1 Geral

O presente estudo tem como finalidade a sintese de novos derivados
inddlicos-tiazolidinicos, tendo em vista busca de novos agentes terapéuticos com

potencial atividade esquistossomicida.

2.2 Especificos

v' Realizar a sintese de 8 novos compostos da série indolicos-tiazolidinicos
(LPSF/GQ);

v Caracterizar estruturalmente os compostos através de Ressonancia
Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN 'H), Ressonancia Magnética Nuclear

de carbono treze (RMN 13C), espectroscopia de absorcéo no infravermelho;

v' Avaliar a citotoxicidade dos compostos inddlicos-tiazolidinicos frente a
macréfagos J774;

v Avaliar a suscetibilidade in vitro de vermes adultos de S. mansoni (CEPA LE)

frente aos derivados indélicos-tiazolidinicos sintetizados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os subtdpicos deste capitulo perfazem a revisdo minuciosa da bibliografia
acerca da esquistossomose mansonica.

3.1 Introducéo e Distribuicdo geografica

A esquistossomose é um grave problema de saude publica causada por
vermes trematddeos do género Schistosoma. Atualmente, essa parasitose afeta
cerca de 240 milhdes de pessoas em todo o mundo, além de se estimar que mais de
700 milhdes habitem &reas de risco. A infeccdo por estes parasitos € mais
prevalente em regifes tropicais e subtropicais do mundo, onde o acesso a agua
potavel e o saneamento basico €, em sua maioria, escasso (WHO, 2012).

A esquistossomose mansoOnica também é conhecida como “barriga d’agua”,
“xistossomose”, “xistosa” ou “doenga do caramujo”, mas também pode ser chamada
de bilharziose devido & sua descoberta por Theodore Bilharz (REY, 2008).

Existem seis tipos de espécies conhecidas de Schistosoma, sendo que
destas, trés sdo de grande importancia no mundo, o Schistosoma haematobium que
causa a esquistossomose urinaria e o Schistosoma japonicum e Schistosoma
mansoni que causam a esquistossomose intestinal. As infec¢cdes por Schistosoma
intercalatum, Schistosoma malayensis e Schistosoma mekongi sdo bem focais e por
isso de menor importancia. No mundo 77 paises sdo afetados com as principais
espécies de Schistosoma ocorrem da seguinte maneira: S. mansoni encontrado na
Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil, Venezuela e Suriname; S. haematobium
encontrado na Africa e Oriente Médio e o S. japonicum encontrado na China,
Filipinas e Indonésia (Figura 1) (FALLON, 1998; GRYSEELS, 2012; WHO, 2012).

Dentre as espécies, 0 S. mansoni € o0 agente etiolégico da parasitose no
Brasil, onde afeta cerca de 6,8 milh6es de pessoas além de ser estimado que 25
milhdes destas estejam susceptiveis a contrair a parasitose (WHO, 2010; BRASIL,

2011).
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Figura 1. Distribuicéo global das espécies de Schistosoma (UTZINGER et al., 2010).

No territério brasileiro, ocorre de forma endémica nos estados do nordeste,
sendo distribuida em Alagoas, Maranhéo, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte
(faixa litoranea), Paraiba, Sergipe, e sudeste no Espirito Santo e Minas Gerais. No
Para, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande
do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmissao é focal, ndo atingindo grandes
areas (Figura 2) (BRASIL, 2011).

No periodo de 2006 e 2007, Pernambuco apresentava o seguinte panorama
epidemioldgico: 92 dos 186 municipios registraram endemia da parasitose, onde as
prevaléncias mais altas encontravam-se em localidades dos municipios das bacias
do Capibaribe, Una, Sirinhaém, Ipojuca, Jaboatdo dos Guararapes e Goiana
(BRASIL, 2007). Em 2011, observou-se um aumento dos municipios
pernambucanos afetados, passando de 92 para 102, o que justifica o estado de
Pernambuco ter, no periodo entre 2005 a 2010, a maior taxa de mortalidade no
Brasil (BRASIL, 2011a).

Dentre os 43 municipios que compbdem a Zona da Mata pernambucana, 26
mereceram maior atencdo: Agua Preta, Alianca, Barreiros, Belém de Maria, Buenos
Aires, Catende, Cha de Alegria, Condado, Cortés, Escada, Gameleira, Itambeg,
Itaquitinga, Jaqueira, Macaparana, Maraial, Nazaré da Mata, Palmares, Primavera,
Quipapa, Ribeirdo, Rio Formoso, Timbauba, Sado Benedito do Sul, Vicéncia e Xexéu
(BARBOSA et al., 2006).
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Figura 2. Areas endémicas da esquistossomose mansoni no Brasil (BRASIL, 2009).

3.2 Ciclo de vida

A fémea do S. mansoni, apés ser copulada pelo macho (Figura 3), libera seus
oVosS nas veias mesentéricas. Cada fémea libera cerca de 100-300 ovos ao dia com
dimensdes de aproximadamente 150 ym de comprimento por 65 um de largura, que
sao facilmente identificados pela presenca de um espiculo lateral. Uma parte desses
OvOS migra para o intestino enquanto a outra € levada para a circulacdo portal
(LENZI et al., 2008).

Figura 3. Fémea do S. mansoni no canal ginecoférico do macho no instante da cépula (GRYSEELS,
2012).

Os ovos que caem no intestino, logo sao excretados juntamente com as fezes

que em contato com a agua doce e em condi¢des ideais tais como hipotonicidade, e
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a movimentacdo do embrido, eclodem liberando o miracidio. Estes permanecem na
adgua doce até o instante do encontro com o hospedeiro intermediario que sdo os
caramujos do género Biomphalaria. Esses miracidios, entdo, podem penetrar nos
tecidos do caramujo onde dardo origem aos esporocistos. Os mesmos, através de
poliembrionia, ddo origem as cercarias que com incidéncia de luminosidade e
temperatura, o abandonam e retornam & agua. Um anico miracidio pode dar origem
a 100-300 mil cercarias (LENZI et al., 2008).

As cercarias (Figura 4A) sdo a forma infectante para o hospedeiro definitivo
que pode ser o homem ou pequenos mamiferos. Elas sdo formadas por corpo e
cauda, e quando recém-eliminadas nadam ativamente com movimentos promovidos
pela cauda até o encontro com o hospedeiro definitivo. Ao entrar em contato com
pele e mucosas do hospedeiro, as cercarias perdem a cauda em um processo o qual
nao ultrapassa mais que 15 minutos, e se transformam rapidamente em
esquistossdbmulos (Figura 4B) (LENZI et al., 2008; LAMBERTUCCI, 2010;
GRYSEELS, 2012).

Figura 4. Cercaria penetrando a pele (& esquerda) e esquistossdmulo apos a penetracao (a direita),
(LAMBERTUCCI, 2010).

Os esquistossdmulos migram da epiderme para a derme e entdo ganham a
corrente sanguinea ou linfatica. Uma vez na corrente sanguinea, eles passam pela
pequena circulacdo chegando até os pulmdes. Apos uma semana de infeccéo,
esses esquistossdmulos chegam ao figado, se alimentam de sangue, desenvolvem-
se e apos 4-6 semanas dao origem aos vermes adultos. Depois de desenvolvidos,
0S parasitos acasalam e migram para as veias mesentéricas, onde ocorrera a
postura dos ovos, completando o ciclo de vida do parasito (Figura 5) (GRYSEELS,
2012).
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Figura 5. Ciclo de vida da esquistossomose mansoni. 1: vermes adultos do S. mansoni; 2: ovos; 3:
Miracidios; 4. molusco do género Biomphalaria glabrata; 5: cercérias (GRYSEELS, 2012/adaptada).

3.3 Doenca

A patologia da esquistossomose compreende uma fase aguda e uma fase
cronica. Em geral, a fase aguda é caracterizada por febre, calafrios, fraqueza, perda
de peso, dor de cabeca, nduseas, vomitos, diarréia, hepatomegalia, esplenomegalia
e eosinofilia marcante (LAMBERTUCCI et al., 2000). A maioria dos pacientes se
recupera num periodo de um a dois meses com o tratamento especifico, porém em
outros, apds nova exposicdo a agua contaminada e sem tratamento adequado, a
parasitose persiste e os individuos infectados podem desenvolver outras formas
mais graves da doenca pela disseminacdo de vermes e ovos em outros locais do
corpo (GRYSEELS, 2012).

Fatores como a alta carga parasitaria, associada a reinfec¢cdo e/ou deposicao
continua de ovos, sem que haja tratamento adequado faz com que haja uma maior

severidade da resposta inflamatoria sobre 0os ovos do parasito o que pode conduzir a
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parasitose a fase crénica (LAMBERTUCCI et al., 2000; REY, 2008; GRYSEELS,
2012).

Com a deposicdo dos ovos no figado, sera desencadeada uma resposta
inflamatoria com formacgéo do granuloma e a persisténcia desse antigeno pode levar
a fibrose hepatica, com aumento do figado, hepatomegalia, (Figura 6) e posterior
hipertensdo portal (CONLON, 2005). A conducdo dessa hipertensdo portal esta
associada a reducado do fluxo sanguineo na veia porta devido a formacao do tecido
fibroso cicatricial (REY, 2008), decorrente da formacéo do granuloma (PETROIANU,
2003). A oclusdo dos vasos hepéticos também pode ser provocada pelo préprio
parasito vivo ou principalmente morto, nos casos de alta carga parasitaria. A
principal preocupacdo associada a hipertensdo portal é a formacdo de varizes
esofagicas e gastricas o0 que pode levar a um sangramento digestério (PETROIANU,
2003).

Figura 6. Sintomatologia clinica da fase cronica da esquistossomose, hepatoesplenomegalia
(GRYSEELS, 2012).

3.4 Tratamento

A profilaxia da esquistossomose se baseia na educacdo sanitaria associada
ao saneamento basico. A quimioterapia tem por objetivo a cura dos pacientes
infectados. Vérios farmacos ja compuseram o arsenal terapéutico da parasitose
como 0s compostos antimoniais, emetina, niridazol, metrifonato, nitrofuranos,
lucantone, hicantone. Contudo, devido a diversidade de efeitos colaterais
apresentados pelos mesmos, todos foram retirados (CIOLI, PICA-MATTOCCIA &
ARCHER, 1995).
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Outro farmaco introduzido no mercado como agente esquistossomicida foi a
oxamniquine (Figura 7A), um derivado 2-aminometiltetrahidroquinolina considerado
um medicamento bastante eficaz. Ele apresenta atividade restrita apenas ao S.
mansoni (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

Nos ultimos 20 anos, a oxamniquine apresentou papel fundamental na
terapéutica da infeccdo do S. mansoni (RICHTER, 2003). Contudo, esse cenario
mudou com o0 aparecimento da resisténcia dos vermes a oxamniquine no Brasil e
também devido ao surgimento do praziquantel, (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-
hexahidro-4H-pirazino-(2,1-a)-isoquinolin-4-ona), que apresenta melhor eficacia e
por ser menos toxico (Figura 7B) (LAMBERTUCCI, 2000; SACONATO & ATALLAH,
2000). O praziquantel é o unico medicamento que ainda continua sendo utilizado.
Trata-se de um derivado pirazinoisoquinolinico eficaz contra todas as espécies do
Schistosoma além de possuir menos efeitos colaterais quando comparado a outros
compostos (WATSON-MEGAN, 2009).

Os efeitos colaterais mais comumente observados com o uso do praziquantel
séo diarreia, dor abdominal, nduseas e tonturas (BRASIL, 2009). Estudos sugerem
gue o praziquantel causa a abertura dos canais de calcio voltagem-dependente do
parasito, o que leva a um influxo excessivo deste ion, com posterior paralisia
espastica e morte do mesmo (GREENBERG, 2005).
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Figura 7. Estruturas quimicas da Oxamniquine e do Praziquantel (CIOLI, PICA-MATTOCCIA &
ARCHER, 1995).
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3.5 Possibilidade de resisténcia ao praziquantel

Em 1995 foi registrado o primeiro caso de resisténcia adquirida ao
praziquantel (PZQ) evidenciado no Senegal, quando ocorreu um surto epidémico de
esquistossomose intestinal onde o tratamento dos pacientes com 40 mg/Kg de PZQ
nao obteve resultado satisfatério com 18-39% de cura (STELMA et al., 1995). Esses
percentual pode ser considerado baixo uma vez que o tratamento com este farmaco
tem uma taxa de cura de aproximadamente 80-90% (KATZ, 2008). A dose foi
aumentada para 60 mg/Kg com a finalidade de obter um sucesso terapéutico, mas
0s resultados continuaram sendo insatisfatorios (STELMA et al., 1997).

No Egito, a evidéncia de uma possivel resisténcia pdde ser verificada quando
apos tratamentos sucessivos, com o PZQ ainda foi possivel encontrar ovos viaveis
nas fezes desses individuos (ISMAIL et al., 1996).

Melman et al. (2009) relatam que uma questéao foi aberta no que diz respeito a
resisténcia, pois a reinfeccdo é muito provavel em éareas endémicas e podem
confundir a interpretacdo dos indices de cura, visto que ndo ha um controle com o
paciente para saber se ocorreu uma nova exposi¢cdo. Contudo, estudos avancados
foram realizados e foi verificado realmente que houve uma reducdo da
susceptibilidade dos vermes ao PZQ sugerindo que haveria mesmo resisténcia das

cepas ao farmaco.

3.6 Alternativas de novos farmacos

Devido ao praziquantel ser o unico farmaco utilizado como alternativa
terapéutica para a parasitose surge a necessidade da busca de novos farmacos, os
quais sejam tao eficientes quanto o praziquantel, apresentando um novo mecanismo
de acdo, ao mesmo tempo em que apresente baixo custo e menos efeitos colaterais.
Neste contexto algumas alternativas terapéuticas sao pesquisadas tais como
trioxaquinas, oxadiazois, mefloquina, imidazolidinas, tiazolidinas as quais serao

descritas a seguir.



31

3.6.1 Trioxaquinas

Muitos derivados baseados nas artemisinas tém sido sintetizados, dentre eles
se destaca as trioxaquinas que possuem em sua estrutura duas porcbes
caracteristicas, uma por¢do 4-aminoquinolinica e outra por¢cdo contendo o 1,2,4-
trioxano, essenciais para a atividade biolégica (DECHY-CABARET et al., 2004).

As artemisinas sdo uma classe de compostos que tém surgido durante as trés
tltimas décadas como promissores farmacos antimalaricos (GARAH et al., 2008).

O metabolismo da hemoglobina € um processo comum aos parasitos
Schistosoma e Plasmodium. O mecanismo de acdo proposto para os derivados
trioxaquinas seria uma interferéncia na digestdo do grupo heme livre contido no
sangue, 0 que nao levaria a formacdo da hemozoina. Esses derivados seriam
agentes heme-alquilantes o que ndo permitiria a utilizagdo do grupo heme pelo
verme para a sua alimentacado (ROBERT et al., 2005).

Como os vermes de Schistosoma também usam desse mecanismo para a sua
alimentacdo, estudos foram feitos com a finalidade de se avaliar a atividade desses
derivados contra cepas de S. mansoni. Os resultados desses estudos revelaram que
as trioxaquinas se mostraram efetivas tanto contra as fases larvares quanto contra
os vermes adultos do Schistosoma. Foi verificado que os derivados que possuiam
um grupamento ciclopentil ligados ao grupo trioxano (PA1259 e PA1120)
apresentaram atividade contra as formas larvares com um potencial
esquistossomicida semelhante a do praziquantel, sendo o PA1259 (Figura 8) o mais
ativo deles (BOISSIER et al, 2009).
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Figura 8. Derivado da Trioxaquina PA1259 (BOISSIER, 2009)
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Dessa forma, estudos posteriores foram realizados a fim de avaliar o
mecanismo de acdo do PA1259. De fato, foi percebido que havia a formacéo de uma
ligacdo covalente entre o grupamento heme livre e o PA1259, reforcando que a
heme-alquilagdo € um alvo bastante promissor a ser estudado em conjunto com
esses derivados que possuem grande potencial esquistossomicida (PRADINES et
al., 2011).

3.6.2 Oxadiazois

Os oxadiazo6is sdo compostos heterociclicos de cinco membros os quais
possuem um atomo de oxigénio na posicdo 1 (um) do anel e dois atomos de
nitrogénio dispostos no ciclo. Trabalhos recentes tém revelado uma diversidade de
atividades farmacolbgicas atribuidas ao grupo de moléculas derivadas dos
oxadiazéis dentre as quais podemos citar: antimicrobiana (BAKHT et al., 2010),
antifingica (SANGSHETI & SHINDE, 2011), antitumoral (ZHENG, et al., 2010),
esquistossomicida (SAYED et al., 2008), anticonvulsivante (RAJAK et al., 2011).

Os oxadiazois-2-6xidos (Figura 9) representam um grupo de moléculas que
despertaram interesse no que diz respeito a atividade esquistossomicida, por
possuirem em sua estrutura o oxido nitrico (NO) (RAI et al., 2009). O éxido nitrico
(NO) exibe fungdes no organismo como relaxante muscular, resultando numa
vasodilatacdo e posterior aumento do fluxo sanguineo e inibicdo da agregacado
plaguetaria (ZIEGLER et al., 1998). No organismo, a resposta imune ativa a NO
sintase (NOS) a qual produz 6xido nitrico que tem mostrado a capacidade de matar

as fases larvares do parasito do género Schistosoma (JAMES & GLAVEN, 1989).
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Figura 9. Ndcleo do oxadiazol-2-6xido (SAYED et al., 2008).

A atividade esquistossomicida de alguns derivados oxadiazbis-2-6xidos foi
testada contra cepas do S. mansoni que resultou na morte de fases evolutivas do

parasito: esquistossomulos e vermes adultos. Dentre os compostos que foram
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testados, destaca-se o0 derivado que possuia o grupamento nitrila (-CN) como
substituinte 1 e o grupo fenil como substituinte 2. Foi obtido 100% de mortalidade
dos parasitos na dose de 10 uM apds 24 horas (Figura 10) e na dose de 2 uM
decorrido um tempo de 24 horas (SAYED et al., 2008). Estudos de relacéo estrutura-
atividade (SAR) revelaram que para esses analogos do oxadiazol o grupo
farmacoforico, essencial para a atividade frente ao Schistosoma mansoni, seria o 3-
ciano-1,2,5-oxadiazol-2-0xido e que substituicdes no grupamento fenila diminuiria a
atividade. O alvo biolégico desses compostos seria a enzima Tiorredoxina Glutationa
Redutase (TRG) a qual sofreria inibicdo mediante transferéncia do grupamento NO
presente na estrutura desses derivados (RAI et al., 2009).

CN
Vs

Figura 10. Composto testado com maior taxa de mortalidade (SAYED et al., 2008).

3.6.3 Mefloquina

A mefloquina (Figura 11), [(R,S)-(x)-a-(2-piperidinil)-2,8-bis-(trifluorometil)-4-
quinolinametanol] € um farmaco antimalarico, analogo sintético da Quinina. Foi
aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) em 1989 para a profilaxia e
tratamento da malaria. Trata-se de arilamino alcool quiral que possui dois centros
assimétricos os quais existem na forma de mistura racémica (eritro e treo), sendo
gue cada forma possui um par de isbmeros 6pticos resultando em quatro isdBmeros
(MANNECK et al., 2011; HOLTFRETER et al., 2011).



34

Figura 11. Mefloquina (KEISER et al., 2009)

Acredita-se que o mecanismo de acdo da mefloquina seria a inibicdo da
formacéo da hemozoina (KEISER et al., 2009). A atividade in vitro com mefloquina
frente vermes de S. mansoni mostrou que apdés 1h de exposicdo dos vermes ao
farmaco, na maior dose testada, resultou na maxima taxa de mortalidade. O que
também foi observado na concentracdo de 10 ug/mL. A mefloquina também suprimiu
a producéo de ovos em todas as doses utilizadas no estudo (1, 10 e 100 pg/mL).
Apods 30 minutos de exposicdo, a mefloquina é capaz de causar extensivas lesdes
tegumentares na dose de 100 pg/mL, observadas através de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) (Figura 12) (MANNECK, HAGGENMULLER & KEISER, 2010).

Figura 12. Microscopia Eletrénica de Varredura realizada com vermes de S. mansoni evidenciando
as lesdes no tegumento apos tratamento com mefloquina 100 pg/mL (MANNECK, HAGGENMULLER
& KEISER, 2010).

Van Nassauw et al. (2008) evidenciaram em estudo in vivo que a
administracdo de mefloquina 150 mg/Kg em dose Unica ndo produziram resultados
efetivos na reducéo da carga parasitaria, no entanto, observou-se uma diminuicdo

significativa dos estadios iniciais dos ovos de S. mansoni.
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Em contrapartida, estudos realizados administrando mefloquina nas doses de
100 mg/Kg e 200 mg/Kg, também em dose Unica, resultou numa diminuicdo da
carga parasitaria de 45% e 72%, respectivamente. Essa discrepancia de resultados
guando comparadas com o estudo anterior necessita ser elucidada (KEISER et al.,
2009).

Dessa maneira, a mefloquina se torna um promissor agente terapéutico,
necessitando de estudos mais aprofundados os quais corroborem com os resultados
atuais para que assim possa ser utilizado na clinica para diminuir os casos de

esquistossomose.

3.6.4 Imidazolidinas

As imidazolidinas sdo um grupo de moléculas heterociclicas pentagonais as
quais possuem dois atomos de nitrogénio compondo o ciclo. Foram primeiramente
descobertas por Bayer em 1861, durante sua pesquisa com o acido urico (WARE,
1950).

A literatura relata diversas atividades bioldgicas relacionadas a esses
compostos, dentre as quais podemos destacar: analgésica (SUDO et al.,, 2010),
antimicrobiana (ALl et al.,, 2012), anti-inflamatéria (GUERRA et al., 2011) e
esquistossomicida (OLIVEIRA et al., 2004; PITTA et al., 2006; NEVES et al., 2010;
NEVES et al., 2011; SILVA et al., 2012). A acao esquistossomicida desse grupo de
moléculas se reforga pelo fato de que o nirizadol, [(1-(5-nitro-tiazol-2-il)-imidazolidin-
2-ona], farmaco que ja foi utilizado na quimioterapia da parasitose possui 0 nucleo
imidazolidinico, mas que foi retirado da clinica médica devido aos efeitos colaterais
apresentados (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER, 1995).

O grupo de moléculas testado por Oliveira et al. (2004) demonstrou discreta
atividade esquistossomicida. O derivado que apresentou uma melhor atividade foi o
3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitrobenzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (Figura 13A) o qual
obteve uma taxa de mortalidade de 100% dos vermes, na dose de 120 ug/mL, apos
15 dias de observacéo (OLIVEIRA et al., 2004).

Nos trabalhos de Pitta et al., todos os compostos se mostraram efetivos
comprovando a poténcia dos derivados imidazolidinicos frente aos vermes de S.
mansoni. Dentre eles podemos destacar o LPSF/PT-5 (1-benzil-4-[(4-cloro-fenil)-

hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona) (Figura 13B), onde se verificou uma taxa de
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mortalidade de 100% na dose de 174 uM, apdés um periodo de 24 h. Todos os
compostos avaliados provocaram alteracdes no tegumento dos parasitos como
descamacéo e formacédo de bolhas (PITTA et al., 2006).

A boa atividade do LPSF/PT-5 in vitro conduziu a sua avaliacao in vivo o qual
também demonstrou uma boa atividade, apresentando uma reducdo de 70,5% da
carga parasitaria dos camundongos tratados oralmente com este composto na dose
de 100 mg/Kg (SILVA et al., 2012).

Neves et al. evidenciaram que o uso dos compostos LPSF/RZS-2 (5-(4-cloro-
benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona) e LPSF/RZS-5 (5-(4-fluor-
benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona) (Figura 13C) provocaram
mortalidade de todos os vermes na dose de 640 uM apds 48h e 80 uM apds 24 h,
respectivamente. Além disso, esses dois compostos induziram a producdo de NO,
pelas células esplénicas, o qual é nocivo aos parasitos de S. mansoni (NEVES et al.,
2010). Em 2011, Neves et al. avaliaram a susceptibilidade dos parasitos frente aos
derivados  imidazolidinicos  LPSF/PT-11  (1-(4-cloro-benzil)-4-[(4-fluoro-fenil)-
hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona) o qual foi capaz e causar 100% na taxa de
mortalidade dos parasitos na dose de 100 uM apds 24 horas de exposicdo ao
composto (Figura 13D). Adicionalmente, foi possivel verificar extensivas lesbes
tegumentares causadas por esse derivado imidazolidinico, observadas através de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (NEVES et al., 2011). Estes resultados
fazem dos derivados imidazolidinicos potenciais candidatos a agentes

esquistossomicidas.
(0]

%NH
N H
O,N \ o cl \N/N
S B [ 1
A HN N o
7]/ )
le)
>\NH
| \ S\QNOZ Ny)\ /H\O\
N
s
C HNYN D E
° c

Figura 13. Potenciais candidatos imidazolidinicos a atividade esquistossomicida.
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3.6.5 Tiazolidinas

A atividade bioloégica de derivados tiazolidinicos na esquistossomose
mansonica pode ser evidenciada nos trabalhos de Luis (2012) onde dois compostos
foram avaliados in vitro, LPSF/GQ-58 e LPSF/TA-02. Foi possivel observar que em
todas as concentracdes testadas houve significativa diminuicdo da motilidade dos
parasitos, no entanto a maior taxa de mortalidade encontrada foi 22% na dose de
100 pg/mL no sexto dia de avaliagdo apresentada pelo composto LPSF/GQ-58
(LUIS, 2012).

Esse mesmo derivado apresentou nos ensaios in vivo, uma reduc¢ao de 40%
da carga parasitaria dos camundongos tratados. Adicionalmente, este composto foi
capaz de reduzir a quantidade de ovos primarios (revelados no oograma) o que
sugere uma interferéncia deste composto na oviposi¢cao dos parasitos do S. mansoni
(LUIS, 2012).

Silva (2010) fez, em seu estudo, um screening de uma seérie de derivados
tiazolidinicos a fim de avaliar a susceptibilidade in vitro dos parasitos de S. mansoni.
Os melhores compostos avaliados foram LPSF/SF-22 e LPSF/SF-25 os quais
obtiveram, no sexto dia, uma taxa de mortalidade de 78% e 86% respectivamente,
na dose de 80 upg/mL. A boa atividade do LPSF/SF-25 nos ensaios in vitro foi
determinante para a conducado da sua avaliacdo in vivo, onde foi possivel observar
uma reducdo de 28% da carga parasitaria dos camundongos tratados com este
composto na dose de 200 mg/Kg (SILVA, 2010).

Esses achados iniciais revelam a promissora atividade dos derivados
tiazolidinicos, no entanto, a necessidade de estudos mais aprofundados desta
classe de compostos heterociclicos visando uma maior contribuicao cientifica para a

esquistossomose mansodnica se faz necessario.

3.7 Promissores alvos biolégicos

O desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas devem vir atrelados a
um potencial alvo biol6gico. A esquistossomose mansbnica possui alguns

promissores alvos que serdo abordados neste subtoépico.
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3.7.1 Tiorredoxina Glutationa Redutase

Os vermes adultos do S. mansoni vivem nas veias mesentéricas do
hospedeiro definitivo por mais de trinta anos. Este ambiente € aerébio o que leva os
vermes a possuirem mecanismos para manter o equilibrio redox. Adicionalmente, os
mesmos estao susceptiveis as espécies reativas do oxigénio (ERO) produzidas pelo
sistema imunoldgico do hospedeiro e pela sua propria respiracdo aerobia (ALGER et
al., 2002). Nos vertebrados existem dois sistemas o0s quais sao independentementes
capazes de desintoxicar o animal das espécies reativas do oxigénio, a glutationa
(GSH) e a tiorredoxina (Trx). Cada um desses sistemas possui uma enzima NADPH-
dependente a qual é responsavel por manter a glutationa e a tiorredoxina na forma
reduzida: glutationa redutase (GR) e tiorredoxina redutase (TrxR), respectivamente
(TOWNSEND et al., 2003).

O mecanismo destas enzimas proposto para o0s vertebrados seria que 0s
elétrons do NADPH fossem transferidos para as enzimas do complexo, Trx ou GR,
gue seria responsavel pela conversao da forma oxidada da tiorredoxina (Trx-S2) ou
glutationa dissulfeto (GSSG), em suas respectivas formas reduzidas, Trx-(SH)2 e
GSH (Figura 14) (KUNTZ et al., 2007). Além da participacdo na protecao contra o
estresse oxidativo nos mamiferos, essas flavoenzimas oxidorredutoras
desempenham funcdes importantes na proliferacdo celular, na regulacdo redox de
expressao génica e metabolismo de xenobidticos (GROMER et al., 2004).

No S. mansoni, 0 mecanismo seria essencialmente o mesmo, porém o0s
parasitos ndo possuem sistemas distintos para ocasionar a reducédo da glutationa e
da tiorredoxina. Acredita-se que 0s vermes possuam um complexo multifuncional
tiorredoxina glutationa redutase (TGR) o qual estaria acoplado a uma
peroxirredutase (Prxz2) capaz de reduzir o peroxido de hidrogénio (H202) (Figura 14)
(SIMEONOV et al., 2008).
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Figura 14. Via redox em mamiferos, evidenciando a presenca de dois sistemas distintos (TrxR e GR)

e em S. mansoni evidenciando um complexo multifuncional (TGR) (KUNTZ et al., 2007).

Logo, uma vez que 0s mecanismos para diminuir o estresse oxidativo nos
mamiferos e nos vermes sao distintos, e que uma inibicdo especifica da TGR
conduziria a morte do parasito devido ao aumento de radicais livres (ERO), esta via
pode ser considerada de grande importancia para direcionar a busca de novos

farmacos esquistossomicidas (KUNTZ et al., 2007).

3.7.2 Via de sintese das purinas

As purinas sdo de importancia vital para a sobrevivéncia de todos os
organismos Vvivos. Elas participam da sintese de &cidos nucléicos, proteinas e outros
metabdlitos, além de estarem envolvidas em reacdes que requerem a producao de
energia. De maneira geral, os nucleotideos derivados de purinas podem ser obtidos
por duas vias: a via “de novo” ou a via de “recuperacao” das purinas (KOUNI, 2003).

A sintese “de novo” é realizada a partir de precursores metabdlicos como
aminoacidos, ribose-5-fosfato, CO2 e NHs. S&o onze reacdes até a producdo de um
precursor comum, a inosina monofosfato (IMP). E reacdes especificas até a
formacdo dos derivados purinicos, adenina monofosfato (AMP) e guanina
monofosfato (GMP). A via de recuperacdo utiliza bases livres e nucleosideos
oriundos da quebra dos acidos nucléicos para a formagdo das bases puricas
(NELSON & COX, 2002). A purina nucleosideo fosforilase (PNP) € uma enzima
chave envolvida na via de salvagéo das purinas (CASTILHO et al., 2010).
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A purina nucleosideo fosforilase tem a funcdo de catalisar a clivagem da
ligacdo glicosidica do ribonucleosideo ou desoxiribonucleosideo na presenca de
pirofosfato inorganico (Pi) afim de regenerar as bases livres ribose(desoxirribose)-1-
fosfato (PEREIRA et al., 2005).

O S. mansoni ndo possuem as enzimas presentes na via de sintese “de
novo”. Dessa forma, eles dependem exclusivamente da via de “recuperagao” para a
obtencdo de acidos nucléicos, RNA e DNA. Foi descoberto recentemente que o
parasito possui uma enzima especifica para que ocorra essa clivagem e assim gerar
suas bases puricas, a SmPNP, que é a purina nucleosideo fosforilase do S. mansoni
(PEREIRA et al., 2005).

Logo, sabendo-se da existéncia dessa enzima especifica no parasito, esta se
torna um alvo na busca de novos protétipos de medicamentos, os quais tenham a
capacidade de inibi-la, para assim contribuir na terapéutica da esquistossomose
(PEREIRA, OLIVA & GARRATT, 2011).

3.7.3 Receptores ativados proliferador de peroxissomas - PPARs

A forma hepatica da esquistossomose mansénica € uma das mais prevalentes
da fase cronica da doenca. Isto porque é nesta forma em que se evidencia a fibrose
hepatica e hepatomegalia, bem marcantes no paciente portador do S. mansoni
(CHEN et al., 2008). De uma maneira geral, a fibrose hepatica decorre do acumulo
de matriz extracelular (MEC), formada de proteinas que incluem colageno,
peptideoglicano e glicoproteinas (PINZANI & ROMBOUTS, 2004).

As células estreladas hepaticas (CEH) sd@o os principais tipos celulares
envolvidos na fibrose hepética. Sdo células que armazenam gordura e vitamina A,
as quais quantidades s&o reduzidas quando da diferenciacdo das CEH,
transformando-se em miofibroblastos sob ag&o de citocinas fibrogénicas como TGF-
B (transforming growth factor — beta), TNF-a (tumoral necrosis factor — alfa), PDGF
(platelet-derived growth factor) (ANDRADE, 2008). Essas mudancgas patogénicas
causam up-regulation de genes do colageno tipo | e Ill ao passo que ocorre também
maior deposi¢cdo de matriz extracelular e aumento do processo fibrotico (CHEN et
al., 2008).
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Os PPARs (receptores ativados proliferador de peroxissomas) séo proteinas
transdutoras pertencentes a uma classe de receptores nucleares da qual fazem
parte também o receptor do acido retindico, receptor de hormonios da tiredide e
receptores de esteroides. Existem trés tipos de PPARs ja conhecidos e que tém
seus genes codificados, o PPARa (NR1C1), o PPARS/B (NR2C2) e o PPARy. Cada
isoforma possui ligantes especificos, tendo como finalidade diferentes fins biol6gicos
(KOTA et al., 2005). O mecanismo geral de atuacédo dos PPARs esta descrito abaixo
(Figura 15) (MONSALVE et al., 2013). As células Estreladas Hepaticas (CEH)
possuem receptores do tipo PPARs que séo fatores de transcricdo nuclear que
catalisam e coordenam eventos bioquimicos diferentes, a fim de encontrar um
equilibrio energético (KOTA et al., 2005). Sabe-se também que a ativacdo desses
receptores PPARy causa uma diminuicdo da fibrose hepatica em ratos devido a
repressao do gene de colageno tipo | (WANG et al., 2011a) e também represséo de
TGF- (KULKARNI et al.,, 2011). Desta forma, o receptor PPARy se torna um
potente alvo biolégico a ser explorado visando direcionar a busca de farmacos para

a terapéutica da fibrose hepatica na esquistossomose (WANG et al., 2011).
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Figura 15. Mecanismos de transcricdo do gene de PPAR. No estado inativado, o PPAR interage com
o corepressor inibindo o processo de transcri¢cdo. Apods a ligacdo do ligante exégeno (farmaco) ou
ligante enddgeno (acidos graxos, prostaglandinas, etc), o PPAR é ativado e heterodimerizado com

RXR e recruta coativadores facilitando a transcricdo de varios genes (MONSALVE et al., 2013).
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3.8 Importancia da Quimica Medicinal na pesquisa de novos farmacos

Entende-se por Quimica Medicinal como uma disciplina baseada na quimica
envolvendo aspectos das ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéuticas. Dentre suas
inUmeras atribuicbes, engloba o planejamento de novas substéncias bioativas,
envolvendo a sintese ou a modificagdo molecular de substancias; a
identificacdo/elucidacdo da estrutura; a compreensdao em nivel molecular de
processos bioquimicos, farmacologicos, toxicologicos, farmacocinéticos, a
proposicdo e validagdo de modelos matematicos através dos estudos de relacdes
entre a estrutura quimica e a atividade farmacologica (REA) e/ou toxicologica,
permitindo entdo a proposicdo de novas entidades de interesse (AMARAL &
MONTANARI, 2002; BARREIRO, 2009).

Para a concepcao de novos farmacos a Quimica Medicinal se apoia numa
triade composta por areas importantes no processo de descoberta de moléculas
potencialmente bioativas, sdo elas: Quimica Organica, Farmacologia e Quimica
Computacional, as quais sdo compostas por sub-areas afins que servem como
auxiliares neste processo (Figura 16) (BARREIRO et al., 2002).

| Quimica Medicinal .

Abordagem
Fisiologica
, Sintese Orgcinﬂ‘i'r .
' Medicinal Y
T Elei¢io do alvo
terapéutico
Novo protétipo Receplor

Novo farmaco

_Modelagem Molecular {_ Bicensaios |

Figura 16. Representacado da triade no processo de planejamento de farmacos (BARREIRO et al.,
2002).

O planejamento de farmacos é considerado como uma etapa crucial na
descoberta de novos farmacos, uma vez que € nessa fase onde sera desenhada
uma nova entidade quimica, baseada em estudos preliminares, as quais poderao

originar um farmaco com menor toxicidade, menores efeitos colaterais e maior
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poténcia. Para tal, estratégias como o bioisosterismo, a hibridacdo molecular e
simplificagdo molecular, ganham destaque (LIMA, 2007).

A simplificacdo molecular € uma estratégia empregada na obtencdo de
compostos estruturalmente mais simples, a partir de protétipos naturais ativos,
estruturalmente complexos (BARREIRO et al., 2002). A hibridagdo molecular tem por
objetivo a concepgcdo de novos compostos a partir da unido de dois grupos
farmacoforicos de dois derivados bioativos o qual originara um novo hibrido com as
propriedades dos compostos que o originaram (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

O bioisosterismo se apresenta como a estratégia mais utilizada na busca de
novos compostos bioativos. Consiste de uma estratégia de modificacdo molecular de
um composto prototipo, baseada na troca de determinados fragmentos moleculares,
por exemplo, um grupo funcional por outro que apresente volume molecular,
distribuicdo eletrénica, propriedades fisico-quimicas semelhantes (BARREIRO &
FRAGA, 2008).

Um exemplo disso seria o0 bioisosterismo de anel evidenciado nos heterociclos
tiazolidinadiona, imidazolidinadiona e oxazolidinadiona (Figura 17), no qual os
respectivos atomos de enxofre (S), nitrogénio (N) e oxigénio (O) possuem
distribuicdo eletronica semelhante (SINGH et al., 1981).

0 O o)
NH NH NH
S HN o
o} o] o
Tiazolidinadiona Imidazolidinadiona Oxazolidinadiona

Figura 17. Exemplo de bioisosterismo (SINGH et al., 1981).

3.8.1 Planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante e do alvo

biologico

O conhecimento da estrutura do ligante (composto protétipo) bem como do
provavel receptor no qual este se ligara é de fundamental importancia para se obter

sucesso no planejamento de novos farmacos (MONTANARI, 2011).



44

Sabe-se que a interacdo ligante-receptor € altamente especifica, sendo
primordial, entdo, a compreensdo dos grupos quimicos considerados essenciais
(grupos farmacoforicos) e distribuicdo espacial dos ligantes sdo caracteristicas
primordiais para uma melhor interpretacdo da relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade biolégica. A obtencéo da estrutura tridimensional (3D) do receptor biolégico
€ um dado que se soma ao conhecimento das caracteristicas dos ligantes. No
entanto, a estrutura 3D nem sempre esta disponivel, mas este pode ser construida a
partir de uma sequéncia de aminoacidos que se encontra disponivel. O ligante e o
receptor biolégico devem possuir caracteristicas semelhantes para que assim possa
ocorrer a ligacdo e consequentemente a resposta bioldgica. Esse padrdo de
similaridade pode ser feito quantitativamente através de calculos matematicos, onde
a andlise QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) € a mais utilizada para
deduzir a interacédo alvo-ligante (MONTANARI, 2011).

De posse destes conhecimentos, h4 uma maior colaboragdo na descoberta de

novas moléculas potencialmente bioativas.

3.9 Quimica das tiazolidinas: importancia e reatividade

As tiazolidinadionas sdo um grupo de moléculas heterociclicas, as quais estao
dispostas num anel de cinco membros contendo um atomo de enxofre na posicédo 1
e um atomo de nitrogénio na posicdo 3 do ciclo (SINGH et al., 1981).

A obtencéo no nucleo da tiazolidina-2,4-diona (TZD) foi primeiramente descrito
por Liberman et al., onde a partir de uma reacao entre o acido monocloacético e
tioureia em meio aquoso a temperatura de 90° C, através de uma reacao de
ciclizacdo, originou-se o anel heterociclo (Esquema 1) (LIBERMAN, 1948 apud
LIMA, 1998).

s N
)J\ [ OWO
Cl\)k _—
HoN NH, T+ OH d

Esquema 1. Sintese da tiazolidina-2-4-diona (LIMA, 1998).
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A tiazolidinadiona (TZD) permite reacdes classicas como oxidagcdo, N-
alquilacdo, Reacao de Mannich, Condensagéao de Knoevenagel, Adicdo de Michael e

Diazotacao (reacdo com sais de diazénio) (Figura 18) (LIESEN et al., 2008).
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Figura 18. Reatividade do nucleo da tiazolidina-2,4-diona (LIESEN et al., 2008).

3.9.1 Oxidacéo

As reacdes de oxidacdo ocorrem na posicao 1 do anel da tiazolidina-2,4-diona
utilizando permanganato de potassio (KMnO4) em acido acético aquoso a 5 °C, por
se tratar de uma reacdo exotérmica, conduzindo a formacdo de 1,1-dioxo-2,4-
tiazolidinadionas (Esquema 2) (LIESEN et al., 2008).
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Esquema 2. Reacgéo de oxidacao (LIESEN et al., 2008).

3.9.2 N-alquilacéao

As reacfes de N-alquilacdo sédo do tipo acido-base de Lewis e que também
sdo possiveis de ser realizadas no nacleo das TDZs. Trata-se de uma reacao de
substituicdo nucleofilica de 22 ordem (SN2), onde se faz reagir a tiazolidinadiona com

haletos de benzila ou haletos de benzoila substituidos conduzindo a formacéo de
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derivados substituidos da posicdo 3 no nucleo (LIMA et al., 1998). A reacdo se
processa em meio basico (NaOH) e metanol (Esquema 3), onde ocorrera
desprotonacao do nucleo conduzindo a formacéo do anion que agira como nucledfilo
da reacdo na etapa posterior com os haletos de benzila/benzoila (LIESEN et al.,
2008).
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Esquema 3. Esquema mostrando as etapas da reacdo de N-alquilagdo (BARROS et al., 2010).

3.9.3 Tionagéo

A transformacédo do grupo cabonil em tiocarbonil tem sido de muito interesse
na sintese organica aplicada a quimica medicinal. Para esse tipo de reacdo a
literatura descreve dois tipos de reagente capazes de realizar essa converséo, o
pentasulfeto de fosforo (P4S10) e 0 Reagente de Lawesson (RL). Dentre estes, o RL
€ 0 mais utilizado pelo fato de o P4Sio requerer excesso desse reagente e o alto
tempo de reacdo (OZTURK, ERTAS & MERT, 2007).

O mecanismo reacional do RL (2,4-bis(4-metéxifenil)-1,3-ditio-2,4-fosfetano-
2,4-dissulfeto) é similar ao da reacao de Witting (Figura 19) (CAREY & SUNDBERG,

1990).
Hsco@

Figura 19. Estrutura quimica do Reagente de Lawesson (OZTURK, ERTAS & MERT, 2007).
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A aplicacdo deste tipo de reacdo em TZD é observada nos trabalhos de
Gouveia et al. (2009) onde houve reacdo entre o reagente de Lawesson e a
tiazolidina-2,4-diona na propor¢cdo de 1:3, utilizando o 1,4-dioxano anidro como
solvente, conduzindo a formagéo da 4-tioxo-tiazolidin-2-ona (Esquema 4).
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Esquema 4. Reacgdo para a formacao da 4-tioxo-tiazolidin-2-ona (GOUVEIA et al., 2009).

3.9.4 Condensacao de Knoevenagel

Esta transformacdo consiste na reacdo entre um composto carbonilico
(aldeidos ou cetonas) e outro contendo o grupo metileno ativado, resultando na
formacédo do aduto com uma ligacdo dupla carbono-carbono (CUNHA & SANTANA,
2012). O composto metileno ativo é assim chamado quando observamos a seguinte
estrutura Z-CH2-Z', onde Z e Z' sdo atomos ou grupamentos retiradores de elétrons
causando uma polarizabilidade da ligacdo C-H deixando os hidrogénios acidos
(OLIVEIRA et al., 2008).

As TDZs sofrem esse tipo de reacdo quando reagem com aldeidos aromaticos
substituidos utilizando acetato de sddio fundido como catalisador e acido acético
glacial como solvente a temperatura de 110° C (Esquema 5) (BOZDAG-DUNDAR et
al., 2007).

9 Cl
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N 0 AcONa/AcOH
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Esquema 5. Reacdo de Condensacao de Knoevenagel (BOZDAG-DUNDAR et al., 2007).

3.9.5 Adicao de Michael

Uma das reacdes mais utilizadas na formacao da ligacao carbono-carbono é a
reacdo de Michael, convencionalmente caracterizada pela adicdo de nucledfilos
(doadores de Michael) a olefinas ativadas (aceptores de Michael) (MATTOS &
MARZORATI, 1999).



48

Nas TZDs, estas rea¢des ocorrem com a inser¢cao do grupamento benzilideno
na posicdo 5 do anel e neste caso, as TZDs funcionam como os doadores de
Michael e os ciano-acrilatos de etila, formados a partir de uma reacdo de
condensacao de Knoevenagel, como aceptores de Michael (SILVA et al., 2001).

Mourao et al. (2005) sintetizaram uma série de derivados tiazolidinicos a partir
de uma 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona substituida e 9-[etil-(2-ciano)-acrilato]-acridina
utilizando piperidina como catalisador e etanol como solvente, conduzindo a
formacdo de derivados 5-benzilideno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (Esquema 6)
(MOURAO et al., 2005).

CN
o = COOC,Hs
N X
Piperidina
_—
S . = EtOH
(¢]

Esquema 6. Reacéo de adicdo de Michael (MOURAO et al., 2005).

3.9.6 Reacgédo de Mannich

A reacdo de Mannich consiste de uma amino-alquilacdo a qual utiliza
formaldeido e uma amina primaria ou secundaria para a formacdo de um sal imina
(Esquema 7). Essa base de Mannich reage entdo com compostos que possuem
hidrogénios acidos conduzindo ao produto final (CLAYDEN, GREEVES & WARREN,
2000).

R\ﬁ’/ﬂ
P |
e - N\R —_— = )\
H H
Esquema 7. Formacao do sal imina na reacdo de Mannich (CLAYDEN, GREEVES & WARREN,

2000).

As tiazolidinadionas por possuirem caracteristicas acidas fracas e formarem
sais béasicos, sdo passiveis de ocorrer a reacdo de Mannich. Esse tipo de reacao

envolvendo o nudcleo da tiazolidina-2,4-diona tem como condi¢cbes reacionais a
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utilizacdo de trietilamina e etanol absoluto a temperatura ambiente, além do
formaldeido e aminas secundérias substituidas (Esquema 8) (SHARMA & PATHAK,
2011; LOBO et al., 2012).
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Esquema 8. Reac¢do de Mannich utilizando as tiazolidinonas (LOBO et al., 2012).

3.9.7 Diazotacao

Esse tipo de reagéo ocorre com o objetivo de se produzir uma ligagao do tipo
C=N. Os sais de diazbnio, eletréfilos reacionais, sdo formados quando uma amina
aromatica reage com nitrito de sodio na presenca de acido (LIESEN et al., 2008). As
tiazolidinonas permitem esse de reagdo na posicao 5 do anel, na qual é evidenciada
quando se faz reagir uma bis anilina com nitrito de sédio na presenca de H2SO4
concentrado na temperatura de 0-5° C. Posteriormente € adicionado a tiazolidinona,

previamente solubilizada que agira como nucledfilo da reacdo (Esquema 9) (DIXIT et

al., 2012).
‘ ‘ NaNOs; H>S0,
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Esquema 9. Reacéo de Diazotacgdo evidenciando a formac¢éo da ligacdo C=N (DIXIT et al., 2012).

Deste modo, utilizando a reatividade quimica da tiazolidinadiona foram
idealizados e sintetizados de novos compostos potencialmente bioativos e assim

contribuir na busca de novas alternativas para a esquistossomose.
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4 METODOLOGIA

A seguir serdo descritos os materiais empregados na sintese dos novos
potenciais derivados indélicos-tiazolidinicos.

4.1 Estudo quimico

Os derivados indodlicos-tiazolidinicos foram obtidos a partir de uma rota
sintética ja consolidada no Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos
utilizando mecanismos reacionais de N-alquilacdo, condensacdo de Knoevenagel e

adicao de Michael.

4.1.1 Material e Métodos

Para a sintese e comprovacdo estrutural dos novos derivados indélicos-
tiazolidinicos sintetizados, foram utilizadas placas cromatograficas Merck silicagel 60
F254, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366 nm) e 0s

seguintes equipamentos, reagentes e solventes:

4.1.2 Equipamentos

v Espectrofotdmetro de Absorcéo no Infravermelho - FTIR Bruker Modelo IFS 66
(DQF/UFPE).

v' Espectrébmetro de RMN - espectrometro Varian Modelo Plus 400 MHz
(DQF/UFPE).

v' Espectrébmetro de Massa MALDI-TOF Autoflex IIl (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, USA). Laser Nd:YAG, 355 nm. Freq. laser: 100 Hz

v Determinagédo dos pontos de fusao - Quimis Modelo 340.27 (LPSF).

Lampada de Ultravioleta — Philco (LPSF).

v' Rota evaporador — Fisatom (LPSF).

<\

4.1.3 Reagentes e Solventes

Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados para obtencédo dos

compostos: aldeidos aromaticos substituidos (3-indolcarboxaldeido, 5-bromo-
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indolcarboxaldeido, haletos de benzila substituidos (cloreto de 3,4-dicloro-benzil,
cloreto de 2,6-difldor-benzil, cloreto de 2-cloro-6-flior-benzil, cloreto de 4-metiltio-
benzil), trietilamina, morfolina, benzeno, cianoacetato de etila, etanol absoluto,
metanol, hidréxido de sédio, acetato de etila. Estes reagentes e solventes utilizados
na sintese dos compostos ou para suas analises pertencem as marcas Sigma-

Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis e foram utilizados sem purificacao.

4.1.4 Procedimento experimental para obtencdo dos derivados inddlicos-

tiazolidinicos

A rota sintética empregada para a obtencdo dos derivados indolicos-
tiazolidinicos foi uma via plena convergente, onde foram utilizadas propostas de
mecanismos reacionais de N-alquilacdo, condensacdo de Knoevenagel, adicdo de

Michael (Esquema 10).
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Ri1= 3,4-dicloro; 2,6-diflGor; 4-SCH3s; 2-cloro-6-flior. R,= H, Br.

Esquema 10. Diagrama de sintese dos derivados indolicos-tiazolidinicos. A) tiazolidina-2,4-diona; B)
haletos de benzila; C) carboxaldeido; D) cianoacetato de etila; E) 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona; F)

ésteres de Cope.
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4.1.5 Métodos

A seguir serdo descritos os métodos empregados na sintese dos novos

potenciais derivados indélicos-tiazolidinicos.

4.15.1 Sintese dos derivados 3-benzil-tiazolidina-2,4-dionas substituidos
(LPSF/GQ)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 250 mL foram
adicionados 5 g (0,04273 mol) de tiazolidina-2,4-diona e 1,7094 g (0,04273 mol) de
hidroxido de sédio previamente solubilizado numa mistura etanol/agua 6:4 (10 mL) e
deixado sob agitacdo por 15 minutos a temperatura ambiente. Ao sal de sodio de
tiazolidina-2,4-diona formado, adicionou-se, gota-a-gota, quantidades equimolares
do respectivo haleto de benzila substituido. A reacdo foi mantida em refluxo por 24
horas. Ao final da reacdo, o produto esperado foi precipitado com a adicdo de gelo
picado, filtrado e apos, purificado por cromatografia flash em silica gel utilizando

como eluente cloroférmio/metanol 92:08.

4.1.5.2 Sintese dos derivados 3-indolil-2-ciano-acrilatos de etila (LPSF/IP)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 250 mL foram
adicionados quantidades equimolares do aldeido aromatico substituido e
cianoacetato de etila na presenca de 30 gotas de trietilamina como catalisador e 20
mL de benzeno como solvente. O sistema reacional foi acoplado a um Dean-Stark e
aquecida a uma temperatura de 110 °C, durante 4 horas. O produto foi rota
evaporado a secura e purificado através de recristalizacdes sucessivas em etanol

absoluto.

4.1.5.3 Sintese dos derivados 5-(indol-3il-metileno)-3-benzil-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 250 mL formam
adicionadas quantidades equimolares de 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona e 3-indolil-2-

ciano-acrilatos de etila na presenca de 250 pL de morfolina como catalisador e 10
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mL de etanol absoluto como solvente. A mistura reacional foi aquecida a 50° C e

mantida por aproximadamente 4 horas. O produto foi entdo filtrado e purificado com

sucessivas lavagens em etanol absoluto.

4.2Estudo Bioldgico

Esta etapa teve como objetivos a obtencdo da viabilidade celular, a fim de

verificar o potencial citotoxico dos compostos obtidos e também avaliar a

susceptibilidade dos parasitos do S. mansoni frente aos derivados indolicos-

tiazolidinicos.

4.2.1 Materiais

<SS X

<\

Camundongos albinos suicos (Mus musculus) machos e fémeas, com 30 dias de
idade, fornecidos pelo Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(CPQAM/FIOCRUZ);

Cepas LE de S. mansoni mantida no Laboratério do Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhédes (CPgAM/FIOCRUZ);

Vermes adultos do S. mansoni obtidos no Laboratério do Centro de Pesquisa
Aggeu Magalhdes (CPgAM) apés realizada a perfusdo dos camundongos
infectados;

Praziquantel (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
alisoquinolina-4-ona) (PZQ);

Anestésicos: cloridrato de xilasina e cloridrato de ketamina;

Salina obtida a partir de cloreto de sédio, citrato de sédio e agua destilada;
Placas de Petri e placas de cultura com 24 pocos;

Meio RPMI 1640 completo suplementado com penicilina, estreptomicina e soro
bovino fetal;

Dimetilsulfoxido (DMSO));

Pipeta graduada, tubos de falcon, seringa, ponteiras, alcool e materias cirirgicos
todos esterilizados;

Céamara de fluxo;

Equipamento de perfuséo;
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4.2.2 Métodos

A seguir serdo descritos os métodos empregados na avaliacdo biologica dos

potenciais derivados indélicos-tiazolidinicos.

4.2.2.1 Viabilidade celular

Células J774 de linhagem macrofagica gerada em camundongo (1 x 10°
células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano, contendo
meio de cultura RPMI completo. Como controle positivo, foi utilizado Violeta de
Genciana (10 pg/ml ou 20 uM). O controle negativo foi composto por células J774
contendo meio RPMI completo e DMSO. As células foram incubadas, durante 72
horas, em estufa de CO2 (5%), a 37°C. Cada composto foi testado em triplicata.
Apos, foi adicionado meio RPMI sem fenol red e 10% de AlamarBlue. Em seguida,
foi realizada uma leitura da placa em espectrofotometro (570 nm - 600 nm)
(KEENAN et al., 2012; ROMANHA et al., 2010; BECERRA et al., 2012).

4222 Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de
Schistosoma mansoni frente aos derivados indélicos-tiazolidinicos

A infeccéo foi realizada por via percutanea em animais com 30 dias de idade,
utilizando para cada camundongo cerca de 120 cercarias de S. mansoni (Cepa LE —
Belo Horizonte) oriundas de Biomphalaria glabrata mantidos no Departamento de
Malacologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPgAM). ApdGs 60 dias, foi
realizado exame parasitolégico das fezes dos camundongos para avaliar a
positividade da infeccdo (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/ Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) autorizado pela licenca
No. 38/2012.

Apbs 60 dias de infecgdo, os camundongos foram submetidos a eutanasia. Os
animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de ketamina (115
mg/Kg) associada a cloridrato de xilasina (10 mg/Kg). Apés anestesia, 0s animais

foram submetidos a perfusédo do sistema porta hepatico para retirada dos vermes, 0s
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guais foram separados em placas de Petri contendo meio RPMI completo (DUVAL &
DEWITT, 1967).

Os parasitos foram removidos dos camundongos infectados com alta carga
parasitaria através da perfusdo do sistema porta-hepatico, e, em seguida lavados
em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20 mM pH = 7,5 e suplementado com
penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 pug/mL) e soro bovino fetal a 10%. Apos a
lavagem, os vermes adultos foram transferidos para placas de cultura de tecidos
contendo 2 mL de meio. Para cada concentracdo testada, trés pocos foram
utilizados, sendo que cada pogo recebeu quatro vermes, e em seguida foram
incubados a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO2. Ap6s um periodo de 2
horas de adaptacdo ao meio, os derivados inddlicos-tiazolidinicos foram adicionados
nas concentracées de 100 pg/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL e 5
pg/mL. O praziquantel foi utilizado na dose de 3 pg/mL. Essas foram as
concentracbes preconizadas de screening dos compostos. Os parasitos foram
mantidos em cultura por 6 dias sendo monitorados a cada 24 horas para avaliacao
da atividade motora e da taxa de mortalidade. A motilidade dos parasitos foi
analisada de acordo com os critérios propostos por Horiuchi et al., 2005. Os
parasitos que mostraram auséncia de contracdo corporal por um periodo de 30

segundos foram considerados mortos (PORTELA et al., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo descritos os resultados obtidos da sintese quimica dos novos
derivados inddlicos-tiazolidinicos bem como da avaliacdo deste na atividade
esquistossomicidas.

5.1 Mecanismos Reacionais

A sintese dos novos derivados indolicos-tiazolidinicos se deu por mecanismos

reacionais classicos 0s quais se encontram descritos a seguir.

5.1.1 Mecanismo de N-alquilacéo

\ Cl A
NH | NaOH N—H OH

(o]
(o]

R.= 2,6-diflGor; 3,4-dicloro; 2-cloro-6-flGor; 4-SCHs,

Esquema 11. Mecanismo reacional de N-alquilagdo conduzindo as 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ)

A obtencdo do primeiro intermediario se inicia quando se trata a tiazolidina-
2,4-diona (TZD) na presenc¢a de uma solucdo alcodlica de hidroxido de sodio. Esta
etapa consiste na desprotonacéo do hidrogénio labil no ndcleo tiazolidinico formando

um sal em solugéo. Posteriormente o haleto de benzila € adicionado e o nucledfilo
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formado (sal de TZD) ataca o carbono parcialmente positivo do haleto de benzila,
conduzindo a formacéo dos derivados 3-benzil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ).

5.1.2 Mecanismo de Condensacgéo de Knoevenagel

o
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Esquema 12. Mecanismo reacional da condensac¢do de Knoevenagel conduzindo aos ésteres
cianocinamicos (LPSF/IP)

Os ésteres de Cope, assim também chamados os ésteres cianocinamicos,
sdo obtidos através da reacdo entre aldeidos substituidos e cianoacetato de etila,
através do mecanismo reacional de condensacdo de Knoevenagel. A reagcédo se
inicia quando o catalisador da reac&o desprotona o hidrogénio do metileno ativo do
cianoacetato de etila e este passa a ser o nucledfilo da reacdo atacando a cabonila

do aldeido. O catalisador restaurado, novamente desprotona o hidrogénio
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remanescente do metileno formando um carbanion. A hidroxila formada captura o
hidrogénio do catalisador, restaurando-o novamente, e ap0s um rearranjo
intramolecular, ha a desidratacdo do composto formando os ésteres cianocinamicos
(LPSF/IP).

5.1.3 Mecanismo de Adicao de Michael

(J i :

O

Esquema 13. Mecanismo reacional da adicdo de Michael conduzindo aos derivados indolicos-
tiazolidinicos (LPSF/GQ)

Os intermediéarios formados, LPSF/GQ e LPSF-IP, sdo os reagentes para a
Ultima etapa e formacdo dos compostos finais. A reacdo se inicia quando ha a
desprotonacdo do hidrogénio acido da tiazolidina-2,4-diona que serve como
nucledfilo, atacando o carbono parcialmente positivo do éster de Cope.
Posteriormente, o hidrogénio acido remanescente da TZD também é capturado
formando um carbanion que apos um rearranjo intramolecular ha a formacao dos
derivados indolicos-tiazolidinicos (LPSF/GQ) com recuperacdo do cianoacetato de

etila do catalisador na reacéo.
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5.2 Andlise espectroscopica

Para a caracterizacdo das moléculas foram realizadas analises de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C além de Infravermelho (IV).

Como pontos caracteristicos na elucidagédo estrutural dos novos derivados
inddlicos-tiazolidinicos através da andlise do RMN *H, foram observados singletos
referentes ao proton presente no nudcleo inddlico (NH) o qual apresentou
deslocamento quimico que variou de 12.03 a 12.31 ppm. Outro ponto importante
presente nos nossos derivados sdo a presenca dos protons oriundos da formacéo
da ligacdo CHz (benzil) e CH (aril), que apresentaram variacdes de deslocamentos
4.75 a 4.97 ppm e 7.79 a 7.90 ppm, respectivamente. Além disso, em todos o0s
espectros analisados observaram-se sinais de singleto (s), dubleto (d), tripleto (t),
duplo dubleto (dd), quarteto (q) e multipleto (m) na regido caracteristica de
grupamentos aromaticos (7.09 a 8.22 ppm).

O espectro de RMN 13C evidencia as absor¢cées dos atomos de carbono
caracteristicos dos derivados indol-tiazolidinicos. Os deslocamentos dos carbonos
referentes a carbonila (C=0) do nucleo da tiazolidina-2,4-diona sé@o evidenciados
nos sinais entre 164 a 167 ppm. Os deslocamentos dos carbonos aromaticos
variaram entre 110 a 137 ppm, devido a natureza dos substituintes aos quais estes
se encontram ligados (F, N, ClI, Br, S).

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como ferramenta
adjunta na caracterizacdo dos compostos sintetizados, na qual é possivel evidenciar
grupos funcionais caracteristicos presentes dos compostos sintetizados. Os
derivados  indol-tiazolidinicos  presentes neste  trabalho, apresentaram
estiramentos/bandas caracteristicas dos grupos funcionais N-H (3241-3399 cm?) e
C=0 (1659-1733 cm™) além do sinal caracteristico a funcionalidade C=C (1449-1603
cm™). A espectrometria de massas confirmou todos os compostos sintetizados.

A dupla ligacdo exociclica presente na posicdo 5 no nucleo tiazolidinico,
evidencia a possibilidade da formacéo de distereoisbmeros (Z ou E). No entanto, a
literatura revela através de estudos de cristalografia de raio-X e através de RMN 13C,
a preferéncia pela configuracdo Z de derivados 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona.
(GUARDA et al., 2003; KAROLAK-WOJCIECHOWSKA et al., 2009; HANDZLIK et
al., 2012). Goées et al. (2004), concluiram a partir de diversos compostos sintetizados

e presentes na literatura que o0s hidrogénios vinilicos correspondentes a
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configuracdo Z, possuiam deslocamentos quimicos que variavam entre 7.78 a 8.29
ppm (RMN?!H), corroborando com nossos resultados no qual os hidrogénios vinilicos
tiveram deslocamentos quimicos variando entre 7.79 a 7.90 ppm (GOES et al.,
2004).

A figura 20 exemplifica um espectro de infravermelho (IV) referente ao
composto LPSF/GQ-369, no qual é possivel identificar o estiramento C=C vinilico em
1596 cm, os estiramentos C=0 no nlcleo tiazolidinico em 1662 e 1729 cm™ e o

estiramento NH do indol em 3412 cm™.
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Figura 20. Exemplo de espectro de Infravermelho (1V) do LPSF/GQ-369.

Na figura 21, é possivel identificar no espectro de RMN 'H sinais
caracteristicos dos protons CH2 (benzilico) e CH (vinilico) em 4.77 e 7.89 ppm,
respectivamente, apresentados como singletos, os quais comprovam a formacao do
composto pretendido. Além disso, os hidrogénios aromaticos benzilicos (7.24 ppm),
os hidrogénios inddlicos (7.19-8.21 ppm) e o sinal do NH inddlico (12.22 ppm),

também foram identificados para o composto LPSF/GQ-369.
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Figura 21. Exemplo de espectro de RMN 'H do LPSF/GQ-369.

A figura 22 revela sinais caracteristicos no espectro de RMN 2C do
LPSF/GQ-369 como, por exemplo, as C=0 em 165 e 167 ppm, o -SCH3z em 14.64

ppm, o -CHz em 44.06 ppm, os carbonos arométicos benzilicos em 126, 128, 136 e
137 ppm.
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Figura 22. Exemplo de espectro de RMN 13C do LPSF/GQ-369.
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Tabela 1. Dados fisico-quimicos dos derivados indélicos-tiazolidinicos.

Composto Ponto de Fuséo Rendimento Rf
¢ C (%) (n-Hex/AcOEt 6:4)
LPSF/GQ-83 239-241 45 0,68
LPSF/GQ-399 244-246 51 0,54
LPSF/GQ-199 245-247 56 0,64
LPSF/GQ-238 259-261 44 0,47
LPSF/GQ-241 258-260 45 0,61
LPSF/GQ-242 280-282 72 0,55
LPSF/GQ-368 180-182 46 0,50
LPSF/GQ-369 210-211 40 0,55

5.2.1 3-(4-metillsulfanil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-365)

)

N

s/&
SCH3

(@)

C11H11NO2S2. Rendimento: 60%. Faixa de fusdo: 109° C. Rf 0,42 (n-hexano/acetato
de etila, 7:3). IV (KBr, cm™): 1676, 1737, 2924, 2990. RMN 'H 400 MHz (d ppm,
DMSO-ds): 2.50 (s, 3H, SCH3s), 4.25 (s, 2H, CHz benzil), 4.62 (s, 2H, CH:z anel), 7.21
(s, 4H, aromatico). RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): 14.66, 34.03, 43.89, 125.99,
128.46, 132.17, 137.70, 171.89, 172.31. MS [M-H]*: calculado= 253.0231;
encontrado= 253.051.
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5.2.2 3-(2,6-difluor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-175)

F
o

L

o)

Ci10H7F2NO2S. Rendimento: 54%. Faixa de fusdo: 132-133° C. Rf 0,53 (n-
hexano/acetato de etila, 7:3). IV (KBr, cm™): 1678, 1753, 3001, 3080. RMN H 400
MHz (d ppm, DMSO-ds): 4.20 (s, 2H, CH2 benzil), 4.91 (s, 2H, CH2 anel), 7.34 (t, 1H,
aromatico, J= 7,6 Hz), 7.46 (d, 2H, aromatico, J= 7,6 Hz). RMN 13C (100 MHz,
DMSO-de): 33.44, 41.00, 128.67, 130.31, 135.40, 171.18, 171.36.

5.2.3 3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-52)

Cl

L

o

C10H7CIFNO2S. Rendimento: 27%. Faixa de fusédo: 90 °C. Rf; 0.4 (n-hexano/acetato
de etila 9:1) (BARROS et al., 2010).

5.2.4 3-(3,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-142)

9 Cl

N

S/& o

)

C10H7CI2NO2S. Rendimento: 18%. Faixa de Fusdo: 68-70 °C. Rf: 0.59 (n-
hexano:acetato de etila, 7:3) (LO & SHROPSHIRE, 1957)
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5.2.5 2-ciano-3-(1H-indol-3-ilmetileno)-acrilato de etila (LPSF/IP-19)

Qﬁ*ﬂ

C14H12N20. Rendimento: 84%. Faixa de Fusdo: 162-165 °C. Rf: 0.71
(benzeno:acetato de etila, 6:4) (BRANDAO et al., 2004).

5.2.6 2-ciano-3-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-acrilato de etila (LPSF/IP-59)

Br
o)
;Y
HN CN

C14H11BrN20. Rendimento: 87%. Faixa de Fusdo: 201-203 °C. Rf: 0.68 (n-
hexano:acetato de etila, 7:3) (SANTIN et al., 2013).

5.2.7 3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-5-(1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-83)

I=

C19H12CIFN202S. Rendimento: 45%. Faixa de fusdo: 239-241° C. Rf: 0,68 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1449, 1668, 1726, 3241. RMN 'H 400
MHz (d ppm, DMSO-ds): 4.96 (s, 2H, CH2), 7.32 (d, 2H, indol, J= 8 Hz), 7.38 (t, 1H,



67

benzil, J= 6,4 Hz), 7.40 (t, 2H, benzil, J= 8 Hz), 7.50 (d, 1H, indol, J= 8 Hz), 7.79 (s,
1H, CH), 7.88 (d, 1H, indol, J= 8 Hz), 8.16(s, 1H, CH/indol), 12.19 (s, 1H, NH).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): 37.06, 110.40, 112.46, 113.13, 114.72, 118.39,
120.77, 121.20, 123.17, 125.65, 126.01, 126.80, 129.14, 130.62, 134.19, 136.22,
162.71, 164.84, 166.36. MS [M-H]*: calculado= 386.0294; encontrado= 386.050.

5.2.8 3-(2-cloro-6-flaor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-399)

Br

Iz

C19H11BrCIFN202S. Rendimento: 51%. Faixa de Fusé&o: 244-246° C. Rf 0,54 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1601, 1678, 1733, 3296. RMN 'H 400
MHz (d ppm, DMSO-ds): 4.97 (s, 2H, CH2), 7.23 (t, 1H, benzil, J= 9,6 Hz), 7.33 (d,
1H, J= 8,4, benzil), 7.34 (s, 1H, indol), 7.39 (m, 1H, indol), 7.45 (d, 1H, J= 8,4,
benzil), 7.82 (s, 1H, CH), 8.17 (d, 1H, indol, J= 4,4 Hz), 12.30 (s, 1H, NH). RMN 13C
(100 MHz, DMSO-ds): 37.09, 110.09, 113.99, 114.45, 114.68, 120.70, 120.86,
121.18, 125.58, 125.72, 128.63, 130.06, 130.50, 130.59, 134.22, 134.92, 162.69,
164.67, 166.22. MS [M-H]*: calculado= 463.9397; encontrado= 463.894.

5.2.9 3-(2,6-diflaor-benzil)-5-(1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-199)

Iz

Ci9H12F2N202S. Rendimento: 56%. Faixa de fuséo: 245-247° C. Rf 0,64 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1593, 1672, 1729, 3314. RMN H 400
MHz (d ppm, DMSO-de): 4.91 (s, 2H, CH2), 7.09 (t, 2H, benzil, J= 8 Hz), 7.19 (t, 1H,
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indol, J=7,2 Hz), 7.25 (t, 1H, indol, J= 7,2 Hz), 7.41 (q, 1H, benzil, J= 8 Hz), 7.51 (d,
1H, indol, J= 8 Hz), 7.89 (d, 1H, indol, J= 8 Hz), 7.79 (s, 1H, CH), 8.18 (s, 1H,
CH/indol), 12.19 (s, 1H, NH). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 33.34, 110.35, 111.10,
111.44, 111.69, 112.39, 113.12, 118.33, 121.14, 123.11, 126.02, 126.74, 129.10,
130.32, 136.18, 159.69, 162.16, 164.71, 166.29. MS [M-H]*: calculado= 370.0588;
encontrado= 370.081.

5.2.10 3-(2,6-diflaor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-238)

Br

I=z

C19H11BrF2N202S. Rendimento: 44%. Faixa de fusdo: 259-261° C. Rf 0,47 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1598, 1669, 1728, 3297. RMN H 400
MHz (d ppm, DMSO-ds): 4.91 (s, 2H, CH2), 7.09 (t, 1H, benzil, J= 8,4 Hz), 7.35 (d,
1H, indol, J= 8,4 Hz), 7.41 (t, 1H, benzil, J= 8,4 Hz), 7.45 (d, 1H, indol, J= 8,4 Hz),
7.81 (s, 1H, CH), 8.15 (s, 1H, indol) 8.18 (s, 1H, indol), 12.30 (s, 1H, NH). RMN 3C
(100 MHz, DMSO-ds): 33.49, 110.06, 110.88, 111.07, 111.25, 111.50, 111.69,
113.85, 114.00, 114.33, 121.15, 125.75, 128.60, 130.34, 134.91, 159.70, 162.17,
164.59, 166.20. MS [M-H]*: calculado= 447.9693; encontrado= 447.919.

5.2.11 3-(3,4-dicloro-benzil)-5-(1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-241)

Cl

{ N S

Iz
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C19H12CI2N202S. Rendimento: 45%. Faixa de fusdo: 258-260° C. Rf 0,61 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1593, 1672, 1729, 3250. RMN H 400
MHz (d ppm, DMSO-ds): 4.83 (s, 2H, CH2), 7.20 (t, 1H, benzil, J= 8 Hz), 7.26 (t, 1H,
benzil, J= 8 Hz), 7.29 (dd, 1H, benzil, J1= 8,4 Hz, J.= 1,6), 7.51 (d, 1H, indol, J= 8
Hz), 7.61 (d, 2H, indol, J= 8,4 Hz), 7.82 (s, 1H, CH), 7.91(d, 1H, indol, J= 8 Hz), 8.22
(s, 1H, indol),12.21 (s, 1H, NH). RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): 43.35, 110.43,
112.49, 113.34, 118.43, 121.25, 123.21, 126.37, 126.79, 127.98, 129.32, 129.85,
130.44, 130.88, 131.15, 136.26, 136.88, 165.36, 167.20. MS [M-H]*: calculado=
401.9997; encontrado= 402.013.

5.2.12 3-(3,4-dicloro-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/GQ-242)

Br cl
"
S/§
Cl

C19H11BrCl2N202S. Rendimento: 72%. Faixa de fuséo: 280-282° C. Rf 0,55 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1603, 1672, 1727, 3399. RMN H 400
MHz (d ppm, DMSO-ds): 4.83 (s, 2H, CHz), 7.29 (dd, 1H, benzil, J:= 8,4 Hz, J»=
2Hz), 7.35 (dd, 1H, benzil, Ji= 8,4 Hz, J>= 1,6 Hz), 7.46 (d, 1H, benzil, J= 8,8 Hz),
7.59 (d, 1H, indol, J=1,2 Hz), 7.61 (s, 1H, indol), 7.84 (s, 1H, CH), 8.18 (d, 1H, indol,
J= 1,6 Hz), 8.22 (s, 1H, indol), 12.03 (s, 1H, NH). RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds):
43.37, 110.14, 113.93, 114.21, 114.44, 121.21, 125.75, 126.11, 127.98, 128.64,
129.86, 130.26, 130.46, 130.86, 131.15, 135.00, 136.81, 165.24, 167.10. MS [M-H]*:
calculado= 479.9102; encontrado= 479.831.

Ir=z

5.2.13 3-(4-metilsulfanil-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF/GQ-368)

Br

\
S/&
SCH;

Iz
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C20H15BrN202S2. Rendimento: 46%. Faixa de fusdo: 180-182° C. Rf 0,50 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1603, 1659, 1731, 3430. RMN 'H 400
MHz (d ppm, DMSO-ds): 2.41 (s,3H, SCHs3); 4.75(s, 2H, CH2); 7.22 (q, 4H, benzil, J=
8,8 Hz); 7.33(dd, 1H, indol, Ji1= 8,4 Hz, J>= 1,6 Hz); 7.43(d, 1H, indol, J= 8,4 Hz);
7.81(s, 1H, CH); 8.16 (d, 1H, indol, J= 1,6 Hz); 8.19 (s, 1H, indol); 12.31(s, 1H,NH).
RMN B2C (100 MHz, DMSO-ds): 14.64, 44.08, 110.13, 113.91, 114.28, 114.39,
121.21, 125.73, 125.92, 126.07, 128.44, 128.62, 130.15, 132.33, 134.95, 137.79,
165.25, 166.96. MS [M-H]*: calculado= 457.9758; encontrado= 457.822.

5.2.14 3-(4-metilsulfanil-benzil)-5-(1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-369)

\
S/&
SCHs

C20H16N202S2. Rendimento: 40%. Faixa de fusdo: 210-211° C. Rf 0,55 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). IV (KBr, cm™): 1596, 1662, 1729, 3412. RMN H 400
MHz (d ppm, DMSO-de): 2.43 (s,3H, SCH3); 4.77 (s, 2H, CH2); 7.19 (d, 2H, indol, J=
8 Hz); 7.24 (q, 4H, benzil, J= 8 Hz); 7.51(d, 1H, indol, J= 8 Hz); 7.89(s, 1H, CH); 7.90
(d, 1H, indol, J= 7,6 Hz); 8.21 (s, 1H, indol); 12.22 (s,1H,NH). RMN 3C (100 MHz,
DMSO-de): 14.64, 44.06, 110.43, 112.46, 113.39, 118.40, 121.21, 123.17, 126.07,
126.18, 126.78, 128.45, 129.20, 132.38, 136.22, 137.78, 165.37, 167.06. MS [M-H]*:
calculado= 380.0653; encontrado= 380.000.

Iz

5.2Estudo biolégico

Os resultados da viabilidade celular de macréfagos apds exposicdo aos
derivados inddlicos-tiazolidinicos se encontram na Tabela 1 a qual demonstra que
nenhum dos compostos testados foi citotoxico quando comparados ao padrao
citotoxico, o violeta de genciana, e ao composto de referéncia utilizado no

tratamento da parasitose, o0 praziquantel.
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Tabela 2. Viabilidade celular em macrofagos dos derivados inddlicos-tiazolidinicos

Composto Ri1 R2 Clso (ug/mL)

Rz

A\

e} Ry

Iz

LPSF/GQ-83 2-Cl,6-F H 81.62
LPSF/GQ-399  2-Cl,6-F Br ND
LPSF/GQ-199 2,6-F» H ND
LPSF/GQ-238 2,6-F, Br 14.37
LPSF/GQ-241 3,4-Cl, H 80.65
LPSF/GQ-242 3,4-Cl, Br >100
LPSF/GQ-368  4-SCHs Br 78.38
LPSF/GQ-369  4-SCHs H 46.30

PZQ - - <1
VG - - <1

VG: Violeta de Genciana, PZQ: Praziquantel. ND: n&do determinado, pois nado

foi possivel calcular a Clso.

Os resultados da avaliagdo biol6gica podem ser evidenciados através de
gréficos relativos a taxa de mortalidade (Graficos 1-8), j& os dados referentes a
motilidade dos vermes estao resumidos nas Tabelas 3-6. Durante todo o periodo de
observacdo de 144 horas, todos os vermes adultos S. mansoni incubados na
auséncia de qualquer farmaco (grupo controle negativo) exibiu movimento
ondulatério e peristéltico caracteristico ao longo do eixo do corpo, com aderéncia
ocasional no fundo da placa de cultura, através da ventosa ventral (pontuacao 3).
Em contraste, os vermes expostos a droga esquistossomicida de escolha,
praziquantel (grupo controle positivo) apresentaram contracdo muscular
imediatamente apds a administracdo de praziquantel. Depois de 24 horas de

tratamento com praziquantel, 100% dos vermes morreram (pontuacao 0).



Tabela 3. Motilidade de vermes controles e tratados com praziquantel (PZQ) e com os derivados indol-tiazolidinicos LPSF/GQ-83 e LPSF/GQ-399 em
diferentes tempos pés-incubacao.

Grupos

Controle
PZQ
LPSF/GQ-83
100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

Grupos

LPSF/GQ-
399

100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

100

8.33
50
75
75

58.33
100

33.33

75
75

24 h
15

91.67
50
25
25

41.67

24 h
15

91.67

91.67

66.67
50
25
25

0 3
0 100
100 0
0 0
0 8.33
0 0
0 58.33
0 58.33
0 58.33
0 3
8.33 0
8.33 0
0 8.33
50 8.33
0 50
0 50

48 h
15
0

100
91.67
100
41.67
41.67
41.67

48 h
15

66.67
66.67
75
83.33
41.67
50

0
0
100

O O O O o o

33.33
33.33
16.67
8.33
8.33

Percentual da motilidade dos vermes (%) apés incubagéo

72 h 96 h 120 h
3 15 0 3 15 0 3 15 0
100 0 0 100 0 0 100 0 0
0 0 100 0 0 100 0 0 100
0 66.67 33.33 0 58.33 41.67 0 50 50
100 0 0 66.67 33.33 0 50 50
100 0 0 100 0 0 58.33 41.67
25 75 0 8.33 91.67 0 0 91.67 8.33
58.33 41.67 0 50 50 0 41.67 58.33 0
58.33 41.67 0 58.33 41.67 0 33.33 66.67 0
Percentual da motilidade dos vermes (%) apés incubagéo
72 h 96 h 120 h
3 15 0 3 15 0 3 15 0
0 50 50 0 50 50 0 0 100
0 50 50 0 50 50 0 33.33 66.67
8.33 50 41.67 0 58.33 41.67 0 41.67 58.33
0 66.67 33.33 0 58.33 41.67 0 41.67 58.33
8.33 66.67 25 8.33 66.67 25 0 50 50
50 50 0 33.33 66.67 0 0 83.33 16.67

Critério de pontuacao: 3 - movimento corporal completo; 1.5 - movimento corporal parcial; O - morto.

100

O O o o

16.67

O O O O O o

144 h
15
0

16.67
50
58.33
75
75
100

144 h
15

16.67
33.33
33.33
50
66.67

0
0
100

83.33
50
41.67
25
8.33

100
83.33
66.67
66.67

50
33.33

72
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Gréfico 1. Taxa de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni frente ao derivado inddlico-

tiazolidinico LPSF/GQ-83.

LPSF/GQ-399
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10 pg/mL
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Br

Gréfico 2. Taxa de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni frente ao derivado inddlico-

tiazolidinico LPSF/GQ-399.



Tabela 4. Motilidade de vermes controles e tratados com praziquantel (PZQ) e com os derivados indol-tiazolidinicos LPSF/GQ-199 e LPSF/GQ-238 em

diferentes tempos pés-incubacao.

Grupos

Controle

PZQ

LPSF/GQ-
199

100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pyg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

Grupos

LPSF/GQ-
238

100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

100

83.33
83.33
83.33
100
100
91.67

8.33
33.33
66.67

24 h
15

8.33
8.33
8.33

8.33

24 h
15

16.67
50
41.67
66.67
33.33

100

8.33
8.33
8.33

100
83.33
50
50

100

75
75
83.33
100
100
91.67

o O o o

58.33

48 h
15

16.67
16.67

48 h
15

8.33
41.67
58.33
41.67

Percentual da motilidade dos vermes (%) ap6s incubagéo

0 3
0 100
100 0

8.33 50
8.33 66.67
16.67 66.67

0 91.67

0 75

0 83.33

Percentual da motilidade dos vermes (%) apés incubagéo

100
100
91.67
58.33
16.67

o O O o o

72 h
15
0
0

33.33
25
16.67
8.33
25
16.67

72h
15

25
75
50

0
0
100

16.67
8.33
16.67

0

0

0

0

100
100
100
75
25

3
100

25
50
41.67
66.67
75
75

3

96 h
15
0
0

58.33
41.67
33.33
16.67
25
25

96 h
15

8.33
33.33
50

0
0
100

16.67
8.33
25
16.67

100

100

100
91.67
66.67

Critério de pontuacgdo: 3 - movimento corporal completo; 1.5 - movimento corporal parcial; O - morto.

100

25
33.33
50
41.67
50
75

o O O o o

120 h
15

58.33
58.33
25
33.33
50
25

120 h
15

0
0
0
8.33
25
41.67

100

16.67
8.33
25
25

0

100
100
100
91.67
75
8.33

100

16.67
25
25
25
50

144 h
15

83.33
58.33
41.67
41.67
75
50

144 h
1,5

O O o o

16.67
41.67

100

16.67
25
33.33
33.33

100
100
100
100
83.33
8.33
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Tabela 5. Motilidade de vermes controles e tratados com praziquantel (PZQ) e com os derivados indol-tiazolidinicos LPSF/GQ-241 e LPSF/GQ-242 em

diferentes tempos pés-incubacao.

Grupos

Controle

PZQ

LPSF/GQ-
241

100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pyg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

Grupos

LPSF/GQ-
242

100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

3
100

8.33
41.67
58.33

0
0
0
41.67
50
66.67

24 h
15 0
0 0
0 100
100 0
100 0
100 0
91.67 0
58.33 0
41.67 0
24 h
15 0
75 25
75 25
91.67 8.33
50 8.33
50 0
33.33 0

100

8.33
8.33
50

o O o o

66.67

48 h
15

100
100
100
91.67
91.67
50

48 h
15

50
91.67
50
33.33

100

O O O o o o

100
100
50

8.33

0
0

Percentual da motilidade dos vermes (%) ap6s incubagao

100

8.33
8.33
41.67

Percentual da motilidade dos vermes (%) apés incubagao

o O o o

50
58.33

72 h

15 0
0 0
0 100

100

100

100
91.67
91.67
58.33

72h
15 0
0 100
0 100
25 75
66.67 33.33
50 0
41.67 0

o O O o o

33.33

3

0
0
0
0

50
58.33

96 h

15 0
0 0
0 100

91.67 83
100 0
100 0
100 0
100 0

66.67 0

96 h
15 0
0 100
0 100
0 100
33.33 66.67
50 0
41.67 0

Critério de pontuacgdo: 3 - movimento corporal completo; 1.5 - movimento corporal parcial; O - morto.

120 h
15
0

83.33
83.33
83.33
83.33
100
75

120 h
15

0
0
0
16.67
75
50

0 3
0 100
100 0
16.67 0
16.67 0
16.67 0
16.67 0
0 0
0 8.33
0 3
100 0
100 0
100 0
83.33 0
0 25
0 50

144 h
15
0

75
75
83.33
83.33
100
91.67

144 h
1,5

O O O o

75
50

0
0
100

25
25
16.67
16.67

0

100
100
100
100
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Tabela 6. Motilidade de vermes controles e tratados com praziquantel (PZQ) e com os derivados indol-tiazolidinicos LPSF/GQ-368 e LPSF/GQ-369 em

diferentes tempos pés-incubacao.

Grupos

Controle

PZQ

LPSF/GQ-
368

100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pyg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

Grupos

LPSF/GQ-
369

100 pg/mL
80 pg/mL
40 pg/mL
20 pg/mL
10 pg/mL
5 pg/mL

100

8.33

83.33
83.33
91.67
91.67

8.33
41.67
58.33
58.33

75
66.67

24 h
15 0
0 0

91.67
100
16.67
16.67
8.33
8.33

24 h
15 0

91.67
58.37
41.67
41.67
25
33.33

O O O O o o

100

16.67

33.33

83.33
75

8.33
41.67
58.33
58.33

50
50

48 h
15
0

66.67
66.67
66.67
58.33
16.67
25

48 h
15

91.67
58.37
41.67
41.67
50
50

0
0
100

33.33

33.33

16.67
8.33

O O O O o o

Percentual da motilidade dos vermes (%) ap6s incubagao

3
100

O O o o

66.67

Percentual da motilidade dos vermes (%) apés incubagao

3

8.33
25
58.33
58.33
50
41.67

72 h
15
0
0

16.67
41.67
83.33
33.33
25

72h
15

91.67
75
41.67
41.67
50
58.37

100

100
83.33
58.33
16.67

0

O O O O o o

100

3

8.33
25
50

41.67
25
33.33

96 h
15
0
0

0
0
8.33
50
50
50

96 h
15

91.67
75
50

58.33
75

66.67

100
100
91.67
50
0
0

O O O o o o

Critério de pontuacao: 3 - movimento corporal completo; 1.5 - movimento corporal parcial; O - morto.

8.33
16.67
33.33

8.33
33.33

120 h
15

25
83.33
50

120 h
1,5

83.33
83.33
83.33
66.67
91.67
66.67

0

100

100

100

100
75

144 h
15

8.33
91.67
58.33

144 h
15

75
83.33
75
100
100
83.33

0

100

100

100

100
91.67

25
16.67
16.67
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Os compostos testados podem ser divididos em dois grupos distintos, isto
porque metade deles possuem a substituicdo 5-(1H-indol-3-il-metileno) e a outra
metade 5-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno). Esta modificagdo quimica de apenas um
atomo de halogénio provocou a alteracdo nos nossos resultados como podemos
evidenciar acima. ApGs 24 horas, o LPSF/GQ-238 provocou a morte de todos os
parasitos na dose de 100 ug/mL (pontuacéo 0), essa taxa de mortalidade seguiu nas
doses de 80, 40 e 20 uyg/mL ao longo dos dias de avaliagdo. O LPSF/GQ-242
também provocou a morte de 100% dos vermes nas doses de 100 e 80 ug/mL apés
48 horas de avaliagdo. O LPSF/GQ-368 alcangou a méaxima taxa de mortalidade
apos 72 horas na maior dose utilizada nos experimentos. O Ultimo composto que
possui 0 mesmo perfil de substituicdo alcancou 100% de mortalidade somente em
uma dose apos 120 horas de exposicdo. Nos demais compostos avaliados foi
possivel observar apenas a alteracdo na motilidade dos parasitos e baixa ou
nenhuma mortalidade, exceto o LPSF/GQ-83, o qual provocou 83,33% de
mortalidade apos 144 horas de observacéo.

A mortalidade causada por esses compostos possuiram como caracteristica
comum a contracdo espiralada dos parasitos associada ao escurecimento do
tegumento dos mesmos.

A alta taxa de mortalidade observada pelos compostos avaliados neste estudo
pode ser justificada pela presenca dos anéis inddlico e tiazolidinico em suas
estruturas. Moléculas com o ndcleo indol tém sido amplamente estudadas, visto o
seu vasto espectro de atividades associadas a este heterociclo tais como o inibidor
da monoamino oxidase A e B (LA REGINA et al., 2008), antifungica (TIWARE et al.,
2006), antituberculose (KARALI et al., 2007; GUZEL, KARALI & SALMAN, 2008),
anti-inflamatéria (GUERRA et al., 2011; SANTIN et al., 2013).

O indol se apresenta como biois6stero de anel da quinolina, estrutura
presente nas trioxaquinas e mefloquina (Figura 23) (BARREIRO & FRAGA, 2008).

N\ , X
BIOISOSTERO
/

N N

Figura 23. Bioisosterismo apresentado entre o indol e a quinolina.
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Estes compostos citados anteriormente possuem comprovada atividade
esquistossomicida. Estudos revelaram que os derivados trioxaquinas se mostraram
efetivos contra as fases larvares e parasitos adultos do S. mansoni, nas doses de 5
pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente (BOISSIER et al., 2009). Estudos posteriores a
fim de avaliar o modo de acdo das trioxaquinas foram realizados. De fato foi
percebido que havia a formacéo de uma ligagcdo covalente entre o heme livre e 0
PA1259, reforcando que a heme-alquilacéo é o provavel mecanismo de acao desses
derivados (PRADINES et al., 2011; PORTELA et al., 2012).

Do mesmo modo ocorre na mefloquina, que também possui comprovada
atividade frente a parasitos S. mansoni (KEISER et al., 2009). A atividade in vitro da
mefloquina mostrou que na concentragcao de 100 pg/mL, apdés 1h de exposicado dos
parasitos a droga, resultou numa taxa de mortalidade de 100%. Essa taxa de
mortalidade também foi observada na concentracdo de 10 ug/mL apds 24h de
exposicdo. Além disso, a mefloquina é capaz de causar extensivas lesfes
tegumentares na dose de 100 pg/mL, observadas através de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) (MANNECK, HAGGENMULLER & KEISER, 2010).

E possivel fazer uma analogia entre esses compostos, visto que na estrutura
das trioxaquinas h4 a presenca de um atomo de cloro e na mefloguina o radical
trifluoro metil diretamente ligados ao nucleo quinolina, do mesmo modo em que nos
nossos compostos avaliados com melhor resultado, o ndcleo indol possui um atomo
de bromo conectado. A presenca deste substituinte eletronegativo/retirador de
elétrons no anel heterociclo provocou mudancas significativas nos nossos resultados
(Figura 24).
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Figura 24. Bioisosterismo de anel presente na Mefloquina, Trioxaquina e nos derivados inddlicos-

tiazolidinicos.

Adicionalmente, as tiazolidinas também sédo bioisésteras das imidazolidinas
gue possuem comprovada atividade esquistossomicida (OLIVEIRA et al., 2004,
ALBUQUERQUE et al., 2005; PITTA et al., 2006; SILVA et al., 2012).

Nos trabalhos de Pitta e colaboradores (2006) o composto imidazolidinico PT-
05 (1-benzil-4-[(4-cloro-fenil)-hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona) foi capaz de
causar 100% de mortalidade na maior dose testada apos um periodo de 24h (PITTA
et al., 2006), assim como evidenciado nos nossos resultados (LPSF/GQ-238) (Figura
25).

s Br N/
~O O Oy T

PT-05 H

F

O
Iz

GQ-238

Figura 25. Bioisosterismo existente nos derivados imidazolidinicos e indolicos-tiazolidinicos.
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O mecanismo de acédo pelo qual atuam os derivados imidazolidinicos in vitro
ainda € incerto. No entanto, eles sédo capazes de causar extensas lesdes
tegumentares (PITTA et al., 2006). Neves e colaboradores (2011) evidenciaram
através de microscopia eletronica de varredura (MEV), alteracdes tegumentares
como descamacao, formacgao de bolhas, enrugamento do tegumento e contragéo da
ventosa. Além disso, os derivados imidazolidinicos avaliados neste estudo foram
capazes de estimular a producéo de 6xido nitrico (NO) o qual é nocivo aos parasitos
de S. mansoni (NEVES et al.,, 2011). O tegumento do parasito constitui um alvo
bioldgico importante, visto que os vermes de S. mansoni realizam sua alimentacao
através da superficie tegumentar (XIAO et al., 2002). E provavel entdo, que os
Nossos compostos avaliados neste trabalho sigam o mesmo mecanismo de agao in
vitro. No entanto, um estudo mais aprofundado utilizando a técnica de MEV e
dosagem de 6xido nitrico, se faz necessario a fim de comprovar um mecanismo de
acdo para os derivados tiazolidinicos frente ao S. mansoni.

A porcdo benzilica existente nos nossos compostos sintetizados também
possui notério papel bioldgico (Figura 26). As porcdes 2,6-diflior-benzil e 2-cloro-6-
flaor-benzil tém fundamental importdncia na substituicdo de derivados
imidazolidinicos para a atividade analgésica, sedativa e adjuvante de anestésico
(PITTA, 2008). Adicionalmente, o 2-cloro-6-flior-benzil também possui importancia
como comprovada na atividade anti-inflamatéria de derivados tiazolidinicos
(BARROS et al., 2010).

A porcao 3,4-dicloro-benzil possui importancia biolégica como inibidor da
ativacdo de plasminogénio (SUSUMU, 2006). O 4-metilsulfanil-benzil se destaca
também por possuir moderada atividade como inibidor da histidina descarboxilase
(FREE, MAJCHROWICZ & HESS, 1971).

o
N X: NH, S
/& | R: 2,6-difltor/2-cloro-6-fltor/3,4-
X o AN aN dicloro/ 4-metilsulfanil
R

Figura 26. Importancia da porcéo benzilica nos derivados indol-tiazolidinicos.
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A porcéo 5-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-tiazolidina-2,4-diona também esta
presente em um derivado tiazolidinico com comprovada atividade anti-inflamatoria
(SANTIN et al.,, 2013), justificando que a presenca desta por¢cdo molecular nos
NOSs0s compostos € essencial a atividade esquistossomicida.

Dessa forma, pode-se notar que 0os nossos derivados indolicos-tiazolidinicos
se constituem de 3 por¢des distintas as quais possuem importancias que quando
associadas resultam em propriedades biolégicas de grande interesse para a

pesquisa cientifica (Figura 27).

A e

Iz

Figura 27. Porgdes dos derivados inddlicos-tiazolidinicos.

No nosso trabalho, a ferramenta principal de descoberta racional de novos
farmacos, o bioisosterismo, foi utilizada com sucesso. Como evidenciado, realizou-
se testes com moléculas que possuiam em suas estruturas os nucleos inddlicos e
tiazolidinicos que possuem bioisOsteros equivalentes. Logo, pode-se afirmar que

realizamos uma espécie de hibridacédo de bioisGsteros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A seguir serdo apresentadas as considerac0des finais e perspectivas obtidas com
a finalizac&o deste trabalho.

v A sintese dos derivados se deu por reagfes classicas utilizadas na sintese
organica aplicada a farmacos e ja se encontram consolidadas o que foi

evidenciado nos rendimentos reacionais apresentados;

v" Nos ensaios de citotoxicidade, todos 0os compostos se mostraram ser menos
citotoxicos quando comparados ao padrao citotoxico (violeta de genciana) e
ao composto padrao utilizado no tratamento da parasitose (praziquantel), o

que viabiliza o prosseguimento dos estudos de todos os compostos;

v' A partir dos resultados obtidos através da avaliagao in vitro frente aos vermes
adultos do Schistosoma mansoni foi possivel concluir que dentre todos
derivados indélicos-tiazolidinicos testados, o LPSF/GQ-238, o LPSF/GQ-242,
0 LPSF/GQ-368 e 0 LPSF/GQ-399 podem ser apontados como promissores

nos estudos para o tratamento da esquistossomose mansonica;

v' Todos os compostos que apresentaram melhores resultados, possuiam como
caracteristica comum a presenca de um atomo de bromo substituido no
nacleo inddlico, sugerindo a importancia dessa porcdo nos derivados

tiazolidinicos para a esquistossomose mansoénica;

v' Utilizar as técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura e de Transmissao,
para observar se o0 melhor composto foi capaz de promover danos no
tegumento e organelas do parasito e assim poder propor um mecanismo de

acao in vitro para os derivados inddlicos-tiazolidinicos;

v Realizar a dosagem de o6xido nitrico e verificar se nossos compostos s&o

capazes de estimular sua producao;
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v' Realizar o ensaio in vivo para avaliacdo do potencial esquistossomicida do
nosso melhor composto avaliado nos testes in vitro, utilizando as técnicas do
oograma e cheever, a fim de avaliar a viabilidade e quantidade de ovos,
respectivamente, de camundongos infectados por S. mansoni;

v Realizar a sintese de mais derivados indélicos-tiazolidinicos modificando a
porcdo benzil e fazer um estudo de relacdo estrutura-atividade para essa

classe de compostos na esquistossomose mansonica.
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