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Obtencao por irradiacdo de micro-ondas, caracterizacdo e avaliacao
esquistossomicida e antimicrobiana de novas tiossemicarbazonas derivadas

de 1,2-naftoquinonas

RESUMO

A esquistossomose é uma parasitose causada por trematddeos do género Schistosoma que
atinge mais de 240 milhdes de pessoas no mundo, principalmente em areas tropicais e pobres.
O Praziquantel representa, na atualidade, a Unica alternativa de tratamento. Embora ele seja
seguro e eficaz, a elevada prevaléncia dessa parasitose vem sendo mantida ha decadas devido,
principalmente, a migracdo da populagdo em é&reas endémicas e ao aparecimento de
resisténcia aos farmacos anteriormente utilizados. Diante deste contexto, o propdsito deste
trabalho foi sintetizar uma nova série de derivados da B-lapachona através da insercdo de uma
porcdo tiossemicarbazona no nucleo quinondidico da naftoquinona. Foram sintetizados 8
compostos, sendo 7 inéditos, com diferentes tiossemicarbazonas (3a-3h) através de
metodologias simples e com bons rendimentos, utilizando o método de aquecimento
convencional e por irradiagdo de micro-ondas. A maioria dos derivados foi obtida de forma
mais rapida, simples e efetiva através das reacbes em micro-ondas, obtendo melhores
rendimentos em um tempo reacional menor quando comparada ao convencional. As estruturas
moleculares foram confirmadas por massa de alta resolucdo, ressonancia magnética nuclear
(*H e 3C) e espectrometria de infravermelho. A atividade esquistossomicida in vitro da p-
lapachona e dos oito derivados (3a-3h) foi avaliada frente a vermes adultos de Schistosoma
mansoni. Dos nove compostos testados a f-lapachona e o derivado 3a (Z2)-2-(2,2-dimetil-5-
ox0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)hidrazina-carbotioamida) apresentaram
atividade esquistossomicida com letalidade de 100% (100 pM) e 83% (100 pM),
respectivamente, durante o periodo de observacao. No entanto, a atividade esquistossomicida
do derivado 3a foi observada ja na menor concentragdo avaliada (12,5 uM), registrando 17%
de vermes mortos ao final do experimento. Os demais derivados exibiram efeito na motilidade
e no desacasalamento dos vermes, destacando-se os derivados 3c e 3e. A atividade
antibacteriana da f-lapachona e dos derivados foi realizada frente ao Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (SARM). A pB-lapachona apresentou o melhor resultado com
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) igual a 64 pug/mL e os demais derivados apresentaram
CIM > 128 pg/mL. Todos os compostos quando comparados a literatura exibiram CIM
inferiores a antibidticos comerciais, como a ampicilina (CIM > 512ug/mL) e a cefoxitina
(CIM > 256 ug/mL). Dentre todos os compostos, a -lapachona e o derivado 3a foram o0s
mais eficazes em inviabilizar vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Palavras-chave: Esquistossomose. Schistosoma mansoni. Naftoquinonas.
Tiossemicarbazidas. Sintese. Micro-ondas.



Synthesis microwave-assisted, characterization and schistosomicidal and
antimicrobial evaluation of novel thiosemicarbazones 1,2-naphthoquinones

derivatives

ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitosis caused by trematodes of genus Schistosoma that strikes more
than 240 million people around the world, especially in tropical and poor regions.
Praziquantel represents the only treatment alternative today. Although safe and effective, the
high prevalence of this parasitosis has been maintained for decades due, mainly, to migration
in endemic areas, which creates new infection outbreaks and renders resistance to once
effective drugs In this context, the purpose of this paper was to synthesize a new series of
derivatives of B-lapachone by inserting a thiosemicarbazone portion in the naphthoquinone
quinonoid center. Eight compounds were obtained, 7 being unpublished, with different
thiosemicarbazones (3a-3h) through simple methodologies and rendering solid yields, using
conventional heating and microwave irradiation processes. The majority of derivatives were
more quickly, simply and effectively obtained through the microwave reactions, obtaining
better yields in a less time consuming reaction when compared to the conventional. The
molecular structures of all derivatives were confirmed by high-resolution mass spectrometry,
nuclear magnetic resonance (*H e *3C) and infrared spectrometry. In vitro schistosomicidal
activity of B-lapachone and its derivatives (3a-3h) was tested against adult Schistosoma
mansoni parasites. Of all nine tested compounds B-lapachone and the derivative 3a ((Z)-2-
(2,2-dimethyl-5-0x0-3,4-dihydro-2H-benzo[h]chromen-6(5H)-ylidene)hydrazine-
carbothioamide) showed schistosomicidal activity, displaying a lethality of 100% (100 pM)
and 83% (100 uM), respectively, during the observational period. However, the derivative 3a
displayed schistosomicidal activity at the lowest evaluated concentration (12.5uM), killing
17% of worms, as observed at the end of the experiment. All other derivatives exhibited
activity against parasite motility and couple dissociation, emphasizing derivatives 3c and 3e.
Antibacterial assays were conducted to determine -lapachone’s and the compounds’ activity
against Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). B-lapachone presented the best
result with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 64 pg/mL and the other derivatives
showed MIC > 128 pg/mL. All compounds exhibited inferior MIC when compared to
commercial antibiotics, such as ampicillin (MIC > 512 pg/mL) and cefoxitin (MIC > 256
png/mL). Of all compounds, B-lapachone and the derivative 3a were the most effective in
rendering adult worms of Schistosoma mansoni not viable.

Keywords: Schistosomiasis, Schistosoma mansoni, Naphthoquinones, Thiosemicarbazones.
Synthesis. Microwaves.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca crénica parasitaria causada por helmintos do género
Schistosoma e tem como vetor intermediario o molusco do género Biomphalaria (WHO,
2010, 2013). No mundo, estima-se que ha mais de 249 milhGes de pessoas infectadas e que
700 milhdes habitem locais de risco eminente de infeccdo. Ela esta disseminada por mais 76
paises, com 90% dos casos concentrados na Africa Subsaariana (WHO, 2014). No Brasil, 0
numero de infectados pode chegar a 6 milhdes de pessoas que vivem, primordialmente, em
areas endémicas que compreendem seis estados do Nordeste, exceto Maranhdo, Piaui e Ceara,
e dois do Sudeste, Minas Gerais e Espirito Santo (REY, 2002; SVS/MS, 2009). Classificada
pela OMS como Doenca Tropical Negligenciada (DTN), a esquistossomose € a segunda

infeccdo parasitaria mais disseminada no mundo, perdendo apenas para a malaria.

O tratamento para esta parasitose € bastante precario, tendo o Praziquantel (PZQ)
como o unico farmaco de escolha indicado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2014).
Por isso, ele € vastamente utilizado a mais de 20 anos. Embora o PZQ seja eficaz no
tratamento na esquistossomose, fatores como a migracdo populacdo em &reas endémicas e
reinfeccdo de individuos j& tratados, tornam o tratamento desta parasitose cada vez mais
dificil (CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003; MELMAN et al., 2009; WU; WANG; HUANG,
2011).

Neste panorama preocupante, o desenvolvimento de novas moléculas biologicamente
ativas tornou-se ponto critico no processo de tratamento e controle da doenca (PICA-
MATTOCCIA et al., 2009; SADHU et al., 2012). Porém, apesar da busca de novas entidades
terapéuticas serem uma atividade continua tanto no meio académico quanto nas industrias
farmacéuticas, ndo houve novas descobertas para o tratamento da esquistossomose nos
altimos 20 anos.

Essa necessidade global tem incentivado pesquisas nesta area, e promovido, na
comunidade cientifica, discussbes sobre estratégias vidveis para a descoberta de novas
substancias terapéuticas. Uma andlise realizada nesse ambito evidenciou que uma das
principais formas de descoberta de novos farmacos é a modificagdo estrutural de substancias
bioativas ja existentes com estruturas bem definidas. Elas sdo conhecidas como prot6tipos e

tem sido a estratégia mais interessante economicamente para a indastria farmacéutica. A
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obteng&o de novos farmacos de analogos estruturais com otimizagdo na farmacocinética e/ou
na farmacodinamica € o objetivo principal desta estratégia.

Neste contexto, trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa
demonstraram que tanto as tiossemicarbazonas como as 4-tiazolidinonas, contendo uma
funcdo acido acético na posicdo 5 e substituidas na porcdo aril-hidrazona, possuem
consideraveis atividades antiparasitarias in vitro contra o Toxoplasma gondii (Figura 1)
(GOES; TENORIO, 2005a).
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Derivados fenil-tiossemicarbazonas Derivados 4-tiazolidinas

R =H, Cl, CH3, OCH3, NO....
Ry = H, CHs, CH,CHj, Ph....

Figura 1 — Derivados da tiossemicarbazona e da 4-tiazolidinona com atividade anti-

Toxoplasma gondii.

Analisando estruturalmente o Praziquantel, percebemos a similaridade do formato do

seu esqueleto com o da B-lapachona, orto-naftoquinona derivada do lapachol (Esquema 1).
Nj |:> [ :[ N/vl/o

Praziquantel
Atividade frente ao
Schistosoma mansoni

7

—2Z

Esqueleto \]
Octahidrofenantreno

¢}

a-lapachona

B-lapachona
Atividade recente frente

ao Schistosoma mansoni

Esquema 1- Comparacao entre os esqueletos do Praziquantel e da p-lapachona.
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Testamos, entdo, a atividade da B-lapachona frente ao Schistosoma mansoni, e foram
obtidos resultados expressivos in vitro (morte de 100% dos parasitas em 24 horas na dose de
100 pM) e moderados in vivo (reducdo da carga parasitaria em 40%) (AIRES et al., 2014a,
2014b). Porém, o mesmo teste com o seu isdmero a a-lapachona ndo apresentou resultados
interessantes. Isto mostra que estes arranjos estruturais possuem diferencas significativas
quanto as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas das moléculas.

Com base nos resultados encorajadores obtidos com a [-lapachona frente ao
Schistosoma mansoni, e considerando as atividades antiparasitarias das tiossemicarbazonas e
4-tiazolidinonas, sera que ao inserir estas duas por¢des na B-lapachona, ndo haveria um
incremento na atividade esquistossomicida in vitro frente ao parasita em questao?

Embasando-se em nossos trabalhos anteriores e no ambito de uma linha de pesquisa
que visa a obtencdo de novas substancias de interesse terapéutico em doencas negligenciadas,
foram sintetizados novos anélogos estruturais das tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas
contendo no lugar do grupo fenil-substituido a por¢do B-lapachona através de metodologias

curtas e simples.
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2.1 Objetivo Geral
Sintetizar novos derivados da B-lapachona contendo uma porgéo tiossemicarbazona e

4-tiazolidinona, e avaliagdo da atividade esquistossomicida e antimicrobiana in vitro.

2.1 Objetivos Especificos

e Obter novos derivados das tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas através de reacGes
convencionais e por irradiacdo de micro-ondas;

e Determinar as estruturas de todas as moléculas em estudo através dos espectros de
RMN'H, RMN®C, IV e MS;

e Avaliar o potencial das novas moléculas obtidas frente ao Schistosoma mansoni.

e Avaliar a atividade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina.
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3.1Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs)

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as DTNs constituem um grupo de 17
infeccOes parasitarias crénicas, das quais nove sdo causadas por microparasitas patdgenos e
oito por macroparasitas patdgenos, os quais envolvem vetores, e intermediarios (Tabela 1)
(WHO, 2014). Juntas, elas representam as doengas mais comuns da populacdo pobre do
mundo (WHO, 2010).

Tabela 1 — Subdivisao dos parasitas causadores das Doengas tropicais Negligenciadas
(DTNs) (WHO, 2014)

Parasitas causadores das Doengas tropicais Negligenciadas (DTNs)

Microparasitas patogenos

Ulcera de Buruli

Doenca de Chagas
Dengue

Tripanossomiase Humana

Africana (Doenca do sono)

Leishmaniose
Hanseniase
Tracoma
Treponematoses

Raiva

Macroparasitas patdgenos

Cisticercose
Dracunculiase
Equinococose

Filariose

Oncocercose

Esquistossomose

Helmintiases transmitidas pelo solo
Trematodiases transmitidas por

alimentos

Embora sejam clinicamente diversas e possuirem diversos agentes etioldgicos, como
parasitas (helmintos e protozoarios), bactérias, ectoparasitas ou fungos (LINDOSO;
LINDOSO, 2009a), essas patologias constituem um mesmo grupo porque todas estdo
fortemente associadas com condices de vida e moradia precarias. Além disso, se
desenvolvem em ambientes pobres e prosperam melhor em areas tropicais onde,
normalmente, elas coexistem nos individuos e ndo recebem a devida atencdo dos governos e
de iniciativas de estudos cientificos (LINDOSO; LINDOSO, 2009a; WHO, 2014).

Essas patologias sdo endémicas em pelo menos 149 paises, dos quais em 100 sdo

endémicos para uma ou mais doencas, e em 30 paises para 6 ou mais. As DTNs disseminam-
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se por todo globo, atingindo mais de um bilh&o de pessoas de diferentes culturas, religides,
politica e economia que comungam, apenas, a precaria condicdo de vida. Responsaveis por
enormes niveis de morbidade e mortalidade, atraso no desenvolvimento fisico e cognitivo de
criangas, perda de produtividade no trabalho entre outros, essas infecgfes contribuem de
forma incisiva para a produgéo e manutencdo da pobreza (HOTEZ; SAVIOLI; FENWICK,
2012; HOTEZ, 2008; LAMMIE et al., 2007).

As DTNs se distribuem prevalentemente nas areas tropicais e subtropicais do mundo,
principalmente, em paises que apresentam baixos Indices de Desenvolvimento Humano
(IDH). O Brasil possui 0 85° IDH numa listagem de 187 paises, figurando na faixa de IDH
elevado estabelecido pelo Relatério de Desenvolvimento Humano de 2013, publicado pelo
Programa das Nac¢bes Unidas para o Desenvolvimento (PNUD) (PNUD, 2013). Mesmo
classificado na faixa de IDH elevado, segundo Lindoso e colaboradores (2009), o Brasil
apresenta nove das doengas tropicais negligenciadas estabelecidas pela ONU. Similar ao que
ocorre em nivel mundial, no Brasil também ha uma relacdo direta entre a prevaléncia das
DTNs e o IDH, ou seja, as areas mais pobres, principalmente das regides Norte e Nordeste do

pais, sdo as de maiores prevaléncias dessas infec¢des (Figura 2).

= Nove DTNs m 0.636-0.682
= Oito DTNs = 0.683-0.705
= Sete DTNs o 0.706-0.746
& Ciroro Do iy

B Quatro DTNs
Figura 2 - Relagdo entre o IDH e a prevaléncia das DTNs no Brasil (LINDOSO;

LINDOSO, 2009a)
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Considerando todas as DTNs, ha milhares de pessoas que sofrem com essas patologias
e milhGes que ainda estdo correndo risco de infeccdo, isso s6 no Brasil. Em escala mundial,
essas doencas atingem 77 paises, elevando para escala de bilhGes o nimero de pessoas
infectadas. Dentre as DTNs, a esquistossomose é a segunda mais disseminada pelo mundo,
sendo superada apenas pela malaria (WHO, 2010). Mas, mesmo com esses valores
preocupantes, o investimento no desenvolvimento de novos farmacos e vacinas e 0s
programas de controles existentes ainda ndo sdo suficientes para o controle e dizimacéo

eficiente da esquistossomose (HOTEZ et al., 2008).

3.2 Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenca cronica causada por parasitas do género
Schistosoma. Apresenta dois tipos de hospedeiros, um definitivo (homem) e um intermediario
(caramujo do género Biomphalaria). O primeiro é habitado pelas formas adultas que se
localizam nos vasos mesentéricos (mansonica) ou no trato urinario (urogenital), e ndo ha o
desenvolvimento das formas intermediarias. Esta enfermidade foi descrita pela primeira vez,
em 1851, pelo patologista Theodor Bilharz, sendo por isso denominada, na época, como
bilharziase (RIBEIRO-DOS-SANTOS; VERJOVSKI-ALMEIDA; LEITE, 2006).

3.2.1 Epidemiologia

A esquistossomose € prevalentemente encontrada em paises pobres e/ou em
desenvolvimento, principalmente em &reas tropicais e subtropicais. Estima-se que mais de 240
milhdes de pessoas estejam infectadas e necessitem de tratamento. Porém, apesar do numero
de pessoas tratadas ter aumentado de 12,4 milhdes em 2006 para 33,5 milhdes em 2010, esse
indice ainda se encontra muito distante do valor total, tendo-se como agravante o fato de cerca
de 700 milhdes de pessoas estarem em locais de risco de infecgdo (WHO, 2013).

A transmissdo da esquistossomose tem sido documentada em 76 paises, dos quais 54
apresentam maior risco de infeccdo (ENGELS et al., 2002; WHO, 2013). A Africa
subsaariana suplanta 90% dos casos. Essa supremacia pode ser explicada pelos varios
ressurgimentos da doenca no continente africano, que atualmente é em resposta as mudancas
hidroldgicas na tentativa de suprir a populacdo que tem aumentado, e assim acaba por

propiciar o desenvolvimento do caramujo, vetor intermediario (BRINDLEY et al., 2009).



33

Em relagdo as Ameéricas, pouca atencdo tem sido focada pela impressdo equivocada de
que as DNTSs, dentre elas a esquistossomose, ja ndo representam uma problema de salde
publica na regido. A carga dessa doenca nas Américas tem sido tema de preocupacdo de
alguns autores, porque apesar da diminuicdo da prevaléncia, essa infeccdo parasitaria ainda
representa uma ameaca (LAMMIE et al., 2007).

No Brasil, a esquistossomose € endémica e 0 numero de casos tem sido estimado entre
cinco e seis milhGes de pessoas infectadas, sendo uma das doencas infecciosas mais
relevantes, devido a sua alta morbidade, mortalidade e ampla distribuicdo geogréfica. As taxas
de prevaléncia variam de acordo com o estado e o tempo decorrido (NEVES, 2005; REY,
2002)(Figura 3). As areas endémicas estdo localizadas principalmente na regido nordeste,
compreendendo as Zonas do Litoral e da Mata, do Agreste e do Brejo dos estados da Paraiba,
Pernambuco e Rio Grande do Norte, quase todo territério de Alagoas e Sergipe, e grande
parte da Bahia. Na regido sudeste, aparece em metade do territrio de Minas Gerais e ha Zona

Serrana do Espirito Santo (Figura 3).

Faixa de provaléncia
(%) por municipio

- s
- 515

<5
30 ndo-enddmico

Fonte: SVS/MS

Figura 3 — Areas Endémicas da Esquistossomose - Brasil (2008) — SVS/ MS (SVS/MS,
2009).
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Em relacdo a prevaléncia, as maiores taxas sdo encontradas em Pernambuco e
Alagoas, seguido de Bahia e Paraiba. Pontos de infeccdo ja foram encontrados em outros
estados como o Maranh&o, Pard, Ceard, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina
(REY, 2002).

Devido a migracdo de populacdes de zonas endémicas, individuos infectados com
esquistossomose podem ser identificados em todos os estados brasileiros, independente da
presenca de focos de transmissdo. Isto facilita o desenvolvimento de novos focos de infeccédo

em algumas areas, colaborando com a expanséo da doenca (REY, 2002; SVS/MS, 2009).

3.2.2 Biologia e Ecossistema

Os helmintos e os platelmintos, juntos, correspondem aos agentes infecciosos mais
comuns nos humanos em paises em desenvolvimento (BRINDLEY et al., 2009). A
esquistossomose é uma doenca produzida por helmintos trematédeos do género Schistosoma
(Tabela 2). Pertencentes a classe Digenea, sdo inteiramente adaptados ao parasitismo, e suas
espécies atacam a populacdo humana nas regibes tropicais e temperadas do mundo,
principalmente nas &reas menos desenvolvidas. O Schistosoma se distingue dos outros vermes
da classe Digenea por apresentar os sexos separados, acentuado dimorfismo sexual e pelos
machos terem menos de 10 massas testiculares (NEVES, 2005; REY, 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, existem 6 espécies infecciosas que podem
manifestar duas formas principais da Esquistossomose, entretanto sé 3 espécies podem
acometer os humanos, o S. haematobium, S. japonicum e S.mansoni (Tabela 2) (WHO, 2010).
A primeira espécie é responsavel pelo desenvolvimento da esquistossomose do tipo urinaria,
principalmente na Africa Subsaariana. As duas Ultimas espécies sdo vetores da
esquistossomose intestinal, estando o S. japonicum distribuido pelo continente asiatico e o

Schistosoma mansoni nas Américas, Africa e Arabia (WHO, 2013).
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Tabela 2 — Tipos de Esquistossomose, Espécies, Vetores e Distribuicdo geografica. Fonte

WHO, 2010.
Tipo Espécies Vetores Distribuicdo Geogréfica
Esquistossomose
(Género)
Urogenital Schistosoma Bulinus spp. Principalmente ~ Africa e
haematobium Oriente Médio
S. intercalatum  Bulinus spp. Regido da Floresta tropical da
Africa
S. mekongi Neotricula spp. Camboja, Republica
Democrética Popular do Lao
Intestinal
S. mansoni* Biomphalaria spp ~ Américas, Africa e Arabia

S. japonicum*

Oncomelania

China, Indonésia e Filipinas

3.2.3 Ciclo Biologico

A transmissdo e o ciclo de vida do Schistossoma podem ser divididos em algumas
etapas para o melhor entendimento (NEVES, 2005; REY, 2002) (Figura 4):
1) Liberacao dos ovos pelas fezes ou urina: pessoas infectadas expelem os ovos do

parasita atrdves das fezes e urina. Em locais sem saneamento basico e com

condicdes de vida precarias, esses ovos podem entrar em contato com as aguas de

irrigacdo de alimentos, rios e reservatorios.

2) Ecloséo dos ovos: em contato com a &gua, os ovos eclodem liberando as larvas

chamadas de miracidios

3) Infeccdo dos Caramujos: os miracidios nadam algum tempo até encontrarem 0s

seus vetores,

Biomphalaria.

no caso do Schistosoma mansoni,

0 molusco do género
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4) Esporocistos: dentro do molusco, o miracidio transforma-se em uma nova larva, o
esporocisto. Ele produz, gradativamente, milhares de novos parasitas, as cercarias.
5) Liberacédo das cercarias: os caramujos liberam as cercarias que livres, ficam
nadando na &gua, quase sempre em direcdo a superficie, até que tenham a
oportunidade de penetrar na pele do hospedeiro definitivo (homem).
6) Penetracdo na pele: o homem (hospedeiro definitivo) é infectado quando a pele
entra em contato com a cercaria na agua.
A\ = Estagio Infectante
2\ = Estagio Diagnéstico

e As cercérias sfo liberadas pelo caramujo,

a a dgua, e nadam livremente
Esporocisto em caamu)oso pes o

(sucessivas gerages) p
' ! oAs cercérias perdem a cauda
/ durante a penetragio e
: % - .Pem lransformam-se em esqgistossomulos
. / rapec@ — \
@ @ é © circulacéo

0 Os miracidios penetram nos
tecidos do caramujo (A

' e Nas fezesA Nau'ma Cc ?
o~ "
Ovos eclodem e\ N . \\\ A /—
liberam miracidios Y 5[?"“,\, / 59 10

o Migragio para o sangue portal
do figado e amdurecimento da
forma adulta 0

'P\v r A T4\
3:“ ¥ S > ré{:a Pares de vermes migram para:
w o \;J 3 vénulas mesentéricas do intestinofreto
7% ""g“”’" N (depostam ovos que circulam
S mansomn S haematobium para o figado & caem nas fezes)
C C Plexo venoso da bexiga

Figura 4 — Ciclo Biolégico do Schistosoma mansoni. (Fonte: SES/SP — CVE adaptado de
DPDx- CDC) (BRASIL, 2004; CDC/ATLANTA/USA. DPDX, 2013).

7) Esquistossébmulo: Cada cercaria que consegue sobreviver no processo de
penetracao da pele, perde a cauda e logo se transforma em esquistossémulo, tltima
forma larvaria desse parasito.

8) Migracdo: os esquistossbmulos que ndo foram destruidos na pele atingem a
circulacdo geral e vdo ao coragdo, depois pulmdes, e entdo seguem para o figado.

9) Desenvolvimento: somente os esquistossomulos que chegarem ao sistema porta

intra-hepatico podem completar o ciclo bioldgico e chegar a fase adulta.
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10) Fase adulta: os vermes adultos acasalam-se e migram para as vénulas da parede

intestinal, onde depositam os ovos que sao liberados para o meio externo.

3.2.4 Ecossistema e Transmissao

Para que a Esquistossomose se torne endémica ou exista numa regido, é necessario que
haja condicBes e caracteristicas particulares que podem ser descritas em 4 topicos (NEVES,
2005; REY, 2002; WHO, 2010, 2013, 2014):

1) Fonte de Infeccdo: representada pelas pessoas infectadas pela
esquistossomose, 0s ditos hospedeiros definitivos.

2) Vetores: existéncia, na regido em questdo, de pelo menos uma espécie de
molusco do género Biomphalaria (S. mansoni).

3) Agua doce: fontes adequadas para a vida dos hospedeiros intermediarios e as
fases de vida livre dos parasitos.

4) Habitos da populacdo: estd relacionado normalmente com as condicdes
socioecondmicas da populacdo, que induzem os habitantes ao contato com
fontes de &gua doce, facilitando a contaminagdo dessa agua, transformando-a

em fonte de infeccao.

3.2.5 Controle

As estratégias de controle da doenca englobam o saneamento adequado, provisdo de
agua segura, controle do caramujo e campanhas em massa de tratamento medicamentoso com
0 praziquantel. As limitagdes dessas estrégias consistem na dificuldade do controle dos
vetores intermediarios, e na disponibilidade do praziquantel, que é o farmaco de referéncia no

tratamento da Esquistossomose (WHO, 2010).

3.2.6 Tratamento

O arsenal de farmacos para o tratamento da esquistossomose € bastante reduzido. O
Praziquantel é o mais utilizado na clinica médica por ter a maior eficécia e taxa de sucesso no
tratamento, ser barato, facilmente disponivel, além de ser o mais bem tolerado pelos
individuos, 0 que o torna a melhor opcdo para os tratamentos em massa. Somando-se ao
PZQ, havia dois medicamentos de escolha: o metrifonato (MTF) e a oxamniquina (OXM)
(MELMAN et al., 2009)(Figura 5).
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O MTF é um pro-farmaco organofosforado de baixo peso molecular, que em pH
fisioldgico € convertido de forma nao enzimatica a DDVP (2,2-diclorovinil-dimetil-fosfato),
um potente inibidor da colinesterase (TRACY, JW; WEBSTER, 2011). O metrifonato era
utilizado como alternativa ao PZQ em casos de esquistossomose urinéria pelo Schistosoma
haematobium, e/ou em conjunto com a oxamniquina quando havia infec¢do por S. mansoni e
S. haematobium, concomitantemente (CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003).

A OXM ¢é um derivado tetraidroquinolinico com atividade restrita sobre a
esquistossomose mansonica, atuando em todos os estagios evolutivos. O seu mecanismo de
acdo ainda é desconhecido, mas aparentemente o farmaco se liga ao material genético do

helminto. Com a utilizacdo da oxamniquina, 0s parasitas ndo cessam a oviposi¢ao.

o |
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Figura 5 — Estruturas do Praziquantel, Oxamniquina e Metrifonato.

O S. mansoni adulto levado pela circulacdo porta-hepatica, € envolvido pelo sistema
inflamatorio e fagocitado. Os relatos na literatura de resisténcia a oxamniquina estdo
relacionados a um gene autossomico recessivo do verme que controla a expressdo de uma
enzima necessaria para a ativacdo da OXM. Parasitos que possuem essa enzima mostram-se
sensiveis a OXM, enquanto os outros apresentam perfil de resisténcia (CIOLI; PICA-
MATTOCCIA; MORONI, 1992). Apesar de ser ativa e apresentar baixa incidéncia de efeitos
colaterais, a oxamniquina foi, ao poucos, substituida pelo praziquantel no tratamento de todos
os tipos de esquissomose (VITORINO; SOUZA; COSTA, 2012).

O PZQ é um derivado do nucleo isoquinolinico-pirazinico de amplo espectro anti-
helmintico. Farmaco de primeira escolha para o tratamento da esquistossomose, ele é ativo
sobre todas as espécies de Schistosoma. Nas concentracbes minimas eficazes, 0 PZQ causa

aumento da atividade muscular, seguido de contracdo e paralisia espéastica. O corpo do verme
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fica imobilizado e sua ventosa oral apresenta movimentos fracos. Assim, 0s parasitas
destacam-se dos vasos sanguineos e sdo levados das veias mesentéricas para o figado. O
praziquantel também atua na permeabilidade do Ca®*, causando influxo desse fon para o
interior do tegumento do parasita, provocando vacuolizagcdo e destruicdo tegumentar. 1sso
expde varios antigenos tegumentares que sao detectados pelo sistema imune (CIOLI; PICA-
MATTOCCIA, 2003; TRACY, JW; WEBSTER, 2011; VITORINO; SOUZA; COSTA,
2012; WU; WANG; HUANG, 2011). A cura no tratamento com PZQ fica entre 60-90%,
juntamente com a relevante diminuicdo da carga parasitaria e da producdo de ovos pelos
vermes (VITORINO; SOUZA; COSTA, 2012). Assim, a alta eficiéncia, o largo espectro de
atividade, a excelente tolerancia dos individuos ao farmaco, os poucos e transitorios efeitos
colaterais, a forma simples de administracdo e o baixo custo fazem do praziquantel a Unica
droga de escolha para o tratamento da esquistossomose humana (WU; WANG; HUANG,
2011).

As estratégias de tratamentos medicamentosos sdo bastante eficazes de forma
imediata, porém trazem consigo algumas preocupacdes de execucdo (CIOLI; PICA-
MATTOCCIA, 2003; TRACY, JW ; WEBSTER, 2011):

e Primeiro, inevitavelmente, o tratamento ndo chegara a todas as pessoas;
e Segundo, individuos tratados podem néo ser curados;
e Terceiro, eles ndo interrompem a transmissao, fazendo da re-infeccdo uma realidade.

Uma vez que 0 PZQ € o Unico medicamento esquistossomicida disponivel, aflora a
precupacao do possivel surgimento de parasitas resistentes a ele, podendo extinguir o seu uso
(PICA-MATTOCCIA et al., 2009; SADHU et al., 2012). Esse fato é ainda mais preocupante
porque de 1556 farmacos comercializados no periodo de 1975 a 2004, apenas quatro deles
foram desenvolvidos para tratar helmintisiases, sendo um deles o praziquantel que ja é
utilizado hd 20 anos como Unico tratamento para esquistossomose. Somadas com a
dietilcarbazina e o mebendazol, essas seis substancias sdo praticamente todo o arsenal
disponivel para combater essas infeccdes (HOTEZ et al., 2008). Recentemente, foi divulgada
a descoberta de uma vacina contra o S. mansoni desenvolvida pela Fundagdo Oswaldo Cruz.
Ela ja estd em fase de pesquisa clinica e espera-se que em até 3 a 4 anos seja possivel
imunizar toda a populacgdo dos locais endémicos (VEJA.COM, 2013).

Somando-se a pesquisa da vacina, tém-se os estudos acerca do meclonazepam (Figura

6), um derivado benzodiazepinico que apresentou acentuada atividade contra todos os
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estagios do S. mansoni e S. haematobium. No entanto, 0 seu uso na terapéutica ¢ impedido
devido aos seus efeitos adversos que incluem diminuicdo das funcdes psicomotoras, sedacéo e

ataxia.

Figura 6 — Estrutura do Meclonazepam.

O mecanismo de ag¢ao proposto para essa molécula é similar ao do PZQ, no qual ha o
influxo de caélcio, porém isto vem sendo motivo de discordancia e debate entre 0s
pesquisadores (MAHAJAN et al., 2008; MENEZES et al., 2012).

O atual panorama de controle e tratamento da esquistossomose revela uma situacao
pontencialmente perigosa que aponta para a necessidade da identificacdo de novas substancias
esquistossomicidas eficazes (MELMAN et al., 2009; PICA-MATTOCCIA et al., 2009;
SADHU et al., 2012). Em relacdo ao controle dos caramujos, deve ser avaliada uma gestéo
ambiental adequada quanto ao uso de moluscicidas quimicos. Os seus altos custos e efeitos
ambientais perigosos, juntamente com a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia do
molusco, conduz a realizagdo de pesquisas para descoberta de alternativas mais baratas e
seguras (CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003; PICA-MATTOCCIA et al., 2009; SADHU et
al., 2012). Com base nessa necessidade, antigos compostos biologicamente ativos tém sido
investigados como uma estratégia alternativa para o descobrimento de novas substancias

terapéuticas, como por exemplo, as quinonas e seus derivados.

3.3 Quinonas

As quinonas sdo um exemplo de compostos de origem natural que tém inspirado
bastante interesse devido ao execelente e diversificado potencial farmacoldgico que
apresentam (FERREIRA et al., 2010; SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). Nos ultimos
anos, moléculas dessa classe vém se destacando como possiveis candidatas contra as DTNs

como a leishmaniose, a doenga de chagas e contra moluscos da espécie Biomphalaria
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glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni. Por esse motivo, tem estimulado
a realizacdo de novas pesquisas na comunidade cientifica (BOURGUIGNON et al., 2011; DE
MOURA et al., 2004; MENNA-BARRETO et al., 2010; SILVA et al., 2005).

Representantes de uma familia de metabdlitos secundarios, as quinonas estdo
amplamente difundidas na natureza participando de etapas que compreendem desde as cadeias
de respiracdo celular a fotossintese, entre outros processos bioguimicos dos seres vivos
(THOMSON, 1991).

As quinonas possuem diversas estruturas moleculares e podem ser classificadas de trés
formas quanto a estrutura aromatica que sustenta o anel quinoidal (Figura 7) (SILVA,
FERREIRA; SOUZA, 2003). Benzoquinonas (ttm um anel benzoquinénico), Naftoquinonas
(possuem sistema aromatico derivado do naftaleno) e Antraquinonas (contém estrutura
derivada do antraceno). Em realcdo a posicdo das carbonilas no anel quinoidal, podem ser
classificadas como orto-naftoquinonas, quando as carbonilas estéo localizadas nas posigdes 1

e 2, e para-naftoquinonas quando as carbonilas estdo nas posi¢cbes 1 e 4.

o) 0
o o
o)
o-Benzoquinona o-Naftoquinona
o) o]
o]
Antraquinona
(6] o
p-Benzoquinona p-Naftoquinona

Figura 7 — Classificacdo das quinonas quanto a estrutura aromatica e posi¢cdo das
carbonilas.
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3.2.7 Naftoquinonas
As naftoquinonas sdo compostos dicetdnicos que possuem uma unidade naftalénica na

sua estrutura. Dos trés grupos de quinonas citadas, atualmente, elas sdo as mais relatadas em
estudos cientificos devido as suas atividades bioldgicas, principalmente contra o cancer e o
Trypanossoma cruzi, vetor da Doenca de Chagas. As naftoquinonas integram o grupo de
moléculas de origem natural que fazem parte do metabolismo secundario das plantas e sdo
encontradas no cerne de arvores Tabebuia sp, da familia Bignoneacea, conhecidas
popularmente por ipés (DE MOURA et al., 2004; FERREIRA et al., 2009).

Dentre a gama de atividades biolégicas conhecidas destacam-se a antimicrobiana,
antifungica, antitumoral, moluscicida, tripanocida, leishmanicida, anti-inflamatéria, inibidoras
da topoisomerase, inibidora da transcriptase reversa (FERREIRA et al., 2010). Além disso,
sdo essenciais na bioquimica de muitos seres vivos. Um exemplo é a vitamina K que é
responsavel pelo controle da coagulacdo sanguinea (Figura 8) (MENNA-BARRETO et al.,
2010; SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

X

O

Figura 8 — Estrutura da Vitamina K.

Do ponto de vista estrutural, as naftoquinonas podem ser classificadas em orto-
naftoquinonas e para-naftoquinonas, quando as carbonilas estdo nas posi¢des 1,2 ou 1,4 do
anel naftalénico, respectivamente. A reatividade desta porcdo quinondica da molécula é o
foco principal dos estudos cientificos para a producdo de novos derivados
farmacologicamente ativos (FERREIRA et al., 2010).

Dentre todas as moléculas desse grupo, as que mais se destacam na literatura sdo o
lapachol, a-lapachona e p-lapachona (Figura 9) (FERREIRA et al., 2010; SILVA;
FERREIRA; SOUZA, 2003). O lapachol € o mais abundantemente encontrado nas arvores da
familia Bignoneacea e 0 que apresenta a extragcdo com rendimentos mais satisfatorios através
da serragem da madeira (DE MOURA et al., 2004; HOOKER, 1892) (Esquema 2). A féacil
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extracdo do lapachol pode ser explicada por sua acidez, ou seja, quando 0 mesmo esta na
forma &cida se apresenta como sélido amarelado e insoldvel em &gua, porém quando assume a
forma de sal exibe grande solubilidade em &gua (cor avermelhada). Portanto pode ser extraido
com facilidade através da utilizacdo de solugdo alcalina (ARAUJO; ALENCAR; NETO,
2002; DA SILVA JUNIOR et al., 2009; OSSOWSKI et al., 2008).

(o}

OH (0] O
(6] O o

(0)) () 3
Figura 9 — Estruturas do Lapachol (1), a-lapachona (2) e B-lapachona (3).

A descoberta do lapachol data de 1858, sendo Arnaudon o primeiro pesquisador a
isola-lo. Anos depois, Paterno obteve quimicamente a B-lapachona e a a-lapachona a partir do
lapachol, utilizando &cido. Posteriormente, as trés moléculas tiveram suas estruturas quimicas
elucidadas por Hooker, que também publicou trabalhos onde estabeleceu as condi¢cbes
reacionais para a sintese delas (Esquema 2), e estudou-as sob diversos parametros, deixando
um legado bastante extenso (DA SILVA JUNIOR et al., 2009; HOOKER, 1936, 1893, 1896;
OSSOWSKI et al., 2008; THOMSON, 1991).

O lapachol ¢ seus derivados a- e B-lapachona tém em comum diversas bioatividades,
sendo as de mais destaque a anticancerigena e a antiparasitaria (FERREIRA et al., 2009).
Alguns mecanimos de acdo ja foram propostos para essas moléculas e h4 um concenso em
relacdo ao perfil farmacologico que define as duas carbonilas do sistema quinondico como
pecas centrais, pois tém a habilidade de aceitar um ou dois elétrons, formando as espécies
anion e dianion correspondentes, que induziriam o estresse oxidativo através da formacéo de
espécies reativas de oxigénio (FERREIRA et al., 2009; SALAS et al.,, 2008; VERMA,
HANSCH, 2004; WEI et al., 2009). Portanto, munidas de propriedades redox, seriam capazes

de intervir em diversos processos bioldgicos oxidativos (DE MOURA et al., 2004).
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Esquema 2 — Obtencio da a-lapachona e B-lapachona a partir do lapachol (HOOKER,
1892).

3.3p-lapachona

A B-lapachona é uma orto-naftoquinona derivada do lapachol, que também pode ser
encontrada no cerne de arvores da espécie Tabebuia, porém em pequenas quantidades. Por
isso, ela € comumente obtida por isomerizacdo do lapachol que é extraido em maior
abundancia (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). Outras reacfes de obtencdo desta orto-
naftoquinona séo descritas na literatura. Um exemplo é a reacdo da lausona com haletos de
alquila em DMSO, em presenc¢a de hidreto de litio (LiH) e depois acido, onde se obtém o
lapachol. Entdo, ele € submetido a tratamento com acido sulfdrico concentrado a frio,
originando a B-lapachona (Esquema 3) (SCHAFFNER-SABBA etal., 1984).

H,S0; (o
I) LiH /DMSOY/ -78°C 2 Cone) |
banho de gelo

11 H;0%/ A

Lausona Lapachol B-lapachona

Esquema 3 — Sintese da beta-lapachona a partir da lausona.
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Assim como todas as moléculas da familia das naftoquinonas, a p-lapachona também
possui uma gama de atividades ja citadas anteriormente. Entretanto, a elucidacdo do
mecanismo da bioatividade desta molecula frente ao cancer e as formas evolutivas do T.cruzi
vem sendo largamente discutida (BOURGUIGNON et al., 2011; DE MOURA et al., 2004;
MENNA-BARRETO et al., 2010; SALAS et al., 2008; WEI et al., 2009).

Em relacdo ao cancer acredita-se que a B-lapachona possa agir, principalmente, de
duas formas distintas, por inibicdo do sistema topoisomerase | e Il e por estresse oxidativo
(WEI et al., 2009).

¢ Inibicdo do sistema de Topoisomerases | e 11

o As topoisomerases sdo enzimas nucleares essenciais para a manutencdo da
integridade do DNA. Elas estdo envolvidas nos processos de trancris¢éo,
replicacdo, recombinacdo, manutencdo e reparo, agindo em pontos de
checagem no momento da duplicacdo celular, catalisando mudancas
topoldgicas no DNA que sdo essenciais para a progressao do ciclo celular
normal. O bloqueio dessa agdo reparadora induz a apoptose celular. A B-
lapachona age como um inibidor catalitico das topoisomerases | e I, e age
também através da inducdo de pontos de checagem artificiais durante o
ciclo celular das células tumorais através da inducdo da proteina E2F1 que
expressa genes que induzem ou regulam a divisdo celular. Essas acoes
culminam na apoptose celular (BASSI; PALITTI, 2000; SILVA;
FERREIRA; SOUZA, 2003).

e Estresse Oxidativo (FERREIRA et al., 2010; SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003)
(Esquema 4):

o Este mecanismo de acdo envolve a geracdo de espécies reativas do
oxigénio (EROS) induzidas pela biorreducdo do nucleo quinonoidico por
enzimas especificas, que utilizam as coenzimas NADP (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato) e FAD (flavina adenina dinucleotideo) e o
oxigénio molecular.

o O estresse oxidativo no interior da célula vem da geracdo de espécies
anions radicais superéxidos (O,7), peroxido de hidrogénio (H,O,), radicais

hidroxila (-OH), e oxigénio singlete (*O,). Estas espécies, principalmente
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(‘OH) e (H;0,), causam danos irreversiveis a alguns componentes
celulares, podendo levar a apoptose (morte celular programada).

O Esquema abaixo mostra um resumo do ciclo redox das quinonas onde a
porcdo quinonoidica sofre biorreducdo por um elétron, catalisada pelas
enzimas NADPH (NADPH citocromo P-450 redutase, NADPH citocromo
b5 redutase ou NADPH ubiquinona oxidorredutase) dentre outras,
formando a espécie anion radical semiquinona in situ.

Na presenca de oxigénio molecular (O;), esse anion radical transfere um
elétron e gera o radical superoxido (O,”) que por sua vez sofre a agdo da
enzima superdxido desmutase gerando peroxido de hidrogénio.

A acdo da enzima catalase transforma o H,O, em O e H,O. Paralelamente
uma reacdo envolvendo metais e transicdo como o Fe?* ou Cu'* produz o

radical hidroxila.

-.._ + H.O
Transferéncia de le” O H 2
-.O.' O-.- F 2+ +
. e“"ou Cu
\ % T
Estrutura da Oee oo - SOD
FADred quinona :0-0- (0, ) ——> H0; + O,
. ee . 0.2
CAT
FADox Estrutura da +O0—0. (0y) 0O, + H,O
quinona e 0

SOD = Enzima superoxido desmutase
CAT = Enzima catalase

Esquema 4 — Oxidacdo de moléculas com porc¢do quinondidica adaptado de Ferreira e
colaboradores, 2010.

A acdo sobre o T. cruzi também esta baseada na capacidade redox da B-lapachona, que

segundo Salas e colaboradores (2008), foi uma das primeiras susbtancias que mostrou a

evidéncia de estresse oxidativo gerado em parasitas. Também foi reportado, no mesmo

estudo, que ela causa a inibicdo progressiva da motilidade da forma epimastigosta, além da

inibicdo do seu crescimento in vitro (SALAS et al., 2008).

Em estudo recente, nosso grupo evidenciou que essa orto-naftoquinona apresenta

atividadade moderada contra o S.mansoni comparada ao medicamento de referéncia (PZQ).
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Além disso, ela exibe atividade em outras fases do ciclo biolégico do parasita, feito ndo
alcancado com o praziquantel, que s6 combate a forma adulta do verme (AIRES et al.,
2014a). A atividade de uma preparacéo topica de pB-lapachona foi testada frente a cercarias do
S. Mansoni, em caudas de ratos. A preparacdo apresentou bloqueio total da penetracdo das
cercdrias quando aplicada na cauda 24 horas antes da infeccdo (PINTO et al., 1977).

Contudo, apesar de todo esse pontencial farmacologico, essa naftoquinona ndo é
indicada para o tratamento sisttémico dessas parasitoses devido aos efeitos adversos causados
por sua alta toxicidade em células de mamiferos. Entretanto, isto abre um leque de novas
possibilidades para a pesquisa e sintese de derivados da B-lapachona, visando o aumento da
atividade e a diminuicdo da toxicidade em humanos (AIRES et al., 2014a; LINDOSO;
LINDOSO, 2009b).

Atualmente, os quimicos investem nas modificagbes moleculares no centro
quinondidico no qual se sabe que estd centrado o perfil farmacolégico da molécula
(BOURGUIGNON et al., 2011). Assim como é de conhecimento cientifico que a capacidade
de reducdo da PB-lachona e das outras quinonas, € uma condi¢do importante para seu
mecanismo de agdo (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). Isto demonstra a importancia da
escolha correta dos substituintes a serem incluidos na p-lapachona. Ha trabalhos que reportam
a producdo de derivados monossubstituidos em C-6 ou heterociclo como naftoimidazdis,
tendo este Gltimo apresentado aumento da atividade tripanocida em compara¢do com a [3-
lapachona (SALAS et al., 2008).

3.4 Tiossemicarbazonas
As tiossemicarbazonas (Figura 10) constituem uma classe importante de moléculas
que tém sido estudadas nos ultimos 50 anos pela sua versatilidade farmacoldgica
(CAPUTTO et al., 2011; LESSA et al., 2010).
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Figura 10 — Estrutura geral das tiossemicarbazonas (GOES; TENORIO, 2005a)
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Os estudos sdo realizados tanto pela Quimica Medicinal, devido ao seu vasto leque de
atividades bioldgicas notaveis, tais como, antiretroviral (RAWAL et al., 2007), antibacteriana
(BERALDO; GAMBINO, 2004), antifungica (EL-SHARIEF et al., 2013), antituberculose
(BERALDO, 2004; PAVAN et al., 2010), antitoxoplasma (GOES; TENORIO, 2005b),
antitripanossoma cruzi (LEITE et al., 2006) e antitumoral (VANDRESEN et al., 2014), quanto
pela Quimica Inorganica Medicinal, por sua propriedade de agir como quelante (BERALDO,
2004), o que tem gerado varios trabalhos destas moléculas complexadas com diferentes
metais como potenciais agentes anticancer (FERRAZ et al., 2009) e antirretrovirais (PELOSI
etal., 2010).

Ao longo dos anos, as tiossemicarbazonas tém servido de inspiracdo e base para a
descoberta de novos farmacos, como a 1-formilisoquinolina tiossemicarbazona (1Q-1),
antineoplasico, e a tioacetazona (4-acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona), utilizado como
tuberculostatico principalmente na Africa, mesmo com suas limitacbes e efeitos colaterais,

como a inducdo da diabetes mellitus durante o tratamentro (Figura 11).

NH
4 < > >
\
A
N/ = \” NH, S:< (B)

NH
(A) NH,
Figura 11 - Estutruturas da 1-formil-isoquinolina tiossemicarbazona (A) e da

tioacetazona (B).

O modo de agdo das tiossemicarbazonas esté relacionado com a inibicdo enzimética
(ribonucleotideo redutase) e reacdes redox com o DNA. Outros mecanismos ainda sao
desconhecidos (BERALDO, 2004).

3.4.1 Sintese de tiossemicarbazonas
A sintese de tiossemicarbazonas € amplamente explorada e descrita na literatura. Na

analise retrossintética visualizada no Esquema 5 , duas estratégias podem ser empregadas:
preparacdo direta das tiossemicarbazonas a partir de tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou
cetonas e, preparagdo indireta, onde ha uma obtencdo prévia das tiossemicarbazidas,
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utilizando como reagente comum a hidrazina (NH2-NH,) e diferentes reagentes
(isotiocianatos, ditiocarbamatos e dissulfeto de carbono com aminas primarias), seguida de
condensacio com o derivado carbonilado (Esquema 5) (GOES; TENORIO, 2005a).

Tiossemicarbazonas
S
|

No=n © R
J/ - \N/ ~. -3
R1 H NG
Ry
R s
N i I
/C=0 I R ~__C R3
R] o) HZN\N/C\N/ 3 HoN—NH, s~ N
) Bl —— B
Aldeidos ou s Hidrazina “Re
Cetonas Tiossemicarbazidas Diti b t
itiocarbamatos
HoN—NH, CS, HoN—R3
R;—N=C=S + HaN—NH; Hidragi 'I' Dissulfeto 'I' Aminas
L . . idrazina Aer T
Isotiocianatos Hidrazina de carbono S

Esquema 5 — Analise retrossintética das tiossemicarbazonas

Goes e colaboradores (2005b) sintetizaram derivados da tiossemicarbazona, através da
reacdo de benzaldeidos substituidos com a tiossemicarbazida em solucdo etanol/agua com
catalise acida (acido acético) (Esquema 6) (GOES; TENORIO, 2005b).

S
H.N )J\ AcOH/refluxo )k
2 SN NHR, Ar-CHO AN

=
EtOH/H,O Ar N~ NHRy

R4= H, Aquil, Aril
Ar= fenil nitrado

Esquema 6 — Obtencéo de derivados da tiossemicarbazona com catélise acida.
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Variagdes desta reagdo utilizam apenas o etanol como solvente e/ou dispensam uso de
catalisadores (Esquema 7) (CAPUTTO et al., 2011).

HoN
>:S
HN
Ri 0 . Ri
Re R, /
+ HN_ EtOH/refluxo
H NH, _—
Ry Ry
R, _ .
R4 R4, R3 = H, Alquil,

NO, Halogénio
R, = H, Alquil, Br, CI
R4 =H, CH3

Esquema 7 — Obtencéo de derivados da tiossemicarbazona sem catalise.

Outra forma de obtencdo foi realizada por El-Sharief e colaboradores (2013), a sintese
foi descrita em duas etapas (Esquema 8). Primeiro, obteve-se diversas tiossemicarbazidas
através de uma reacdo entre hidrato de hidrazina e o isotiocianto desejado. E a segunda etapa
consistiu na reacdo citada anteriormente, a condensacdo da tiossemicarbazida com um

derivado carbonilado.

NH 4<
/ >\;
NH R,
NCS

* NHp-NH,.H,O EtOH/requxo
jOOH COOH COOH
O N

Ry R = H, Alquil, Aril

Esquema 8 — Obtencéo de derivados da tiossemicarbazona por método indireto.

Distintas formas de sintese das tiossemicarbazonas utilizando a hidrazina séo descritas
em revisdo de Godes e colaboradores (2005a), como a rea¢do com dissulfeto de carbono com
aminas e hidrato de hidrazina, obtendo-se a tiossemicarbazida e, em reagdo posterior a
tiossemicarbazona (GOES; TENORIO, 2005a).

As tiossemicarbazonas sdo compostos bastantes versateis quimicamente, possuindo

diversas formas de sintese com bons rendimentos descritos, boa estabilidade o que facilita seu
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manuseio e armazenamento. Isto proporciona a utilizagdo desta classe como intermediarios na
sintese de varios ndcleos importantes, como tiazol, 1,2,4-triazina, as 4-tiazolidinonas dentre

outros.

3.5 Tiazolidinonas

As atividades de moléculas que possuem na sua estrutura heterociclos de cinco
membros, contendo a4tomos de nitrogénio, enxofre e oxigénio, ja sdo estudadas ha muito
tempo. Porém ainda sdo objeto de muito interesse devido a gama de atividades bioldgicas que
elas apresentam, o que esta relacionado com a capacidade delas de interagir biologicamente
de diversas formas (HU et al., 2013; MUSHTAQUE; AVECILLA; AZAM, 2012).

Derivadas da tiazolidina (C), as tiazolidinonas (D) s&o um heterociclo de cinco
membros que possuem dois heteroatomos, um enxofre na posicdo 1 e um nitrogénio na
posicdo 3, e uma carbonila na posicdo 4 do anel (Figura 12). Os susbtituintes R!, R? R®
podem ser de diferentes e variados grupos quimicos. Entretanto, as susbtituicdes na posicao 2
exercem diferenca mais significativa em relacdo a estrutura e propriedades da molécula
(LIESEN; AQUINO; GOES, 2008; VERMA:; SARAF, 2008).

R, o

3
\R2

5 4
1 s\/N3\ " "
2

H Y
2
© (D)

Ry

Figura 12 — Estruturas da tiazolidina (C) e da 4-tiazolidinona (D).

As 4-tiazolidinonas (4-TZD) sdo bastante versateis quanto a atividade bioldgica. Ja
foram descritas na literatura como antiflngicas, antitumorais, anti-histaminicas, anti-
inflamatdrias, anti-helminticas e, principalmente antibacterianas como potencial inibidora da
enzima Mur B (N-acetilglucosamina redutase) que é fundamental no processo de biossintese
do peptidioglicano, constituinte da parede celular das bactérias (LIESEN; AQUINO; GOES,
2008; ZHANG et al., 2009).
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3.5.1 Meétodos de sintese de 4-tiazolididonas
Existem na literatura diversas metodologias para a sintese do anel da 4-tiazolidinona.

Isto demostra a intensa busca de protocolos mais simples e efetivos, que proporcionem
reacOes mais rapidas, limpas, de facil purificacdo e com bons rendimentos (ZHANG et al.,
2009).

Dentre as diversas formas de obtencgdo das 4-TZDs, tém-se as reacdes de condensagédo
one-pot de trés-componentes, onde a reacdo ocorre em apenas um baldo contendo as trés
substancias, neste caso, uma amina primaria, um aldeido e acido mercaptoacético. Benzeno e
tolueno séo usados como solventes, sob refluxo, com o aparato de Dean Stark ou peneiras
moleculares utilizados para remover a agua formada in situ, possibilitando o término da
reacdo. Para esta mesma metodologia, ainda séo descritas na literatura a utilizacdo de cloreto
de zinco ou sulfato de sédio com agentes dessecantes (LIESEN; AQUINO; GOES, 2008;
ZHANG et al., 2009).

O esquema da reacdo de condensacdo one-pot de trés-componentes tem inicio com o
ataque do nitrogénio da amina a carbonila do aldeido formando uma imina. Entdo, a imina
sofre um ataque nucleofilico do enxofre, e em seguida ha a ciclizacdo intramolecular e

eliminacdo de agua (Esquema 9) (JAIN et al., 2012).

o)
o) R, H

- PN

)J\ + R,—NH, E(OH/A \N_< ns” Scoon,  d iN\R

R4 H -H,0 A \( 2
R4

R4

Esquema 9 — Condensacéo one-pot de trés componentes para sintese de derivados da 4 -

tiazolidinona.

Srisvastava e colaboradores (2002) propuseram outro protocolo para a reacdo one-pot
de trés componentes. Eles utilizaram DCC (N,N-diciclohexilcarbodiimida) com o objetivo de
acelerar a ciclizacdo intramolecular e, como solvente, THF a 0°C, pois foi observado que a
adicdo em baixas temperaturas do DCC conduz a melhores rendimentos do que quando
realizada em temperatura ambiente. No meio reacional, o DCC é convertido em DCU que

precipita e € removido por filtracdo. Esta metodologia apresenta diversas vantagens como o
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tempo de reacdo curto (menor que 1lh) e formagdo do produto com rendimento quase
quantitativo (Esquema 10) (SRIVASTAVA; HAQ; KATTI, 2002).

Kavitha e colaboradores (2006) propuseram outro método para obtencdo de 4-TZD a
partir de 1-[2-amino)-1-(4-metoxifenil)-etil]-ciclohexano, aldeidos ou cetonas e acido
mercaptoacético em THF, inserindo os pardmetros de reacdes assistidas por micro-ondas.
Foram comparadas no trabalho, a reacdo convencional one-pot de trés componentes em THF
com adicdo de DCC com a reacao assistida por micro-ondas com a finalidade de obter as
mesmas 4-TZD (Esquema 10). Os resultados foram bastante expressivos tanto em relacdo ao
tempo reacional quanto em relagdo ao rendimento. A reacdo tradicional foi realizada em 2-4 h
com rendimento variando entre 65-70%, enquanto a assistida por micro-ondas obteve uma
otimizacdo do tempo reacional para 45s-1min e seus produtos apresentaram rendimentos
superiores a 80% (KAVITHA et al., 2006).

OCH; OCHg

DCC/THF/0°C
2-4h/ rdt= 65-70%

+ RCHO + Hs~ SCooH __| OH

OH R

NH, Micro-ondas N \’/
45s-1min/rdt = 80% Oﬁ//

R =Fenil, Fenil subistituido,
Imidazol substituido, Furfuril

Esquema 10 - Obtencdo one-pot de 4-tiazolidinonas com DCC pelos métodos

convencional e por irradiagdo de micro-ondas.

Outro procedimento para formacdo de 4-tiazolidinonas foi descrito a partir da reagao
entre nitrobenzaldeido-tiossemicarbazonas substituidos e anidrido maleico (Esquema 11),
utilizando como solvente o tolueno seco, sob refluxo (GOES; TENORIO, 2005a).

(@)
WO
S S
0% o HO
HN__ )J\ Ar-CHO N )L U S N—gr
N NHR, Ar” N NHR, -
H AcOH/refluxo H Tolueno Seco/ DMF Y
EtOH/H20 Dean-Stark/ refluxo N\Ar

Esquema 11 — Obtencao de 4-tiazolidinonas a partir de tiossemicarbazonas substituidas.
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El’tsov e colaboradores (2003) apresentam a condensacdo de derivados da tiouréia
com acido bromoaceético (Esquema 12) para a sintese de 4-tiazolidinonas (EL’TSOV et al.,
2003).

| 0
'TZ 0 N
N ( / Rs
( / Ra PO N
N Br COOH N
NH >
;< ACONa/EtOH

.
S Refluxo N—R,
HN—R1
@)

R4 = Fenil, Etil, CH,Ac
R, = H, Etil, Propil
R3; = Etéxi, Amina 22 e Aromatica

Esquema 12 — Obtencéo de 4-tiazolidinonas a partir de derivados da tiouréia.

Embora hajam varios métodos descritos para sintese de tiazolidinonas, estudos ainda
devem ser realizados a fim de desenvolver metodologias cada vez mais efetivas, faceis,
rapidas, de baixo custo e de melhores rendimentos (EL’TSOV et al., 2003; KAVITHA et al.,
2006; LIESEN; AQUINO; GOES, 2008; ZHANG et al., 2009).

3.6 Quimica de micro-ondas

A quimica de micro-ondas (MO) avangou de modo significativo com o decorrer dos
anos, particularmente a aplicada a quimica medicinal e organica (KAPPE; LARHED, 2005).
Na década de 1950, a irradiacdo por micro-ondas era utilizada de forma esporadica em
pesquisas cientificas (KAPPE; DALLINGER, 2006). Em 1986, os grupos de Gedye e
Giguere, independentemente, relataram pela primeira vez em trabalhos cientificos o uso, de
forma positiva, do micro-ondas em reagdes organicas. Porém, nesta época 0s experimentos
eram realizados em fornos de MO domésticos que ndo dispunham de nenhum mecanismo
para o controle das reagbes. Assim, os riscos ligados a inflamabilidade dos solventes
organicos somados com a falta de controle dos parametros reacionais e variabilidade dos

resultados pelo uso de modelos diferentes de fornos, tornaram praticamente invidveis a



55

reproducdo das novas metodologias descobertas (ADAM, 2003; GEDYE et al., 1986;
GIGUERE et al., 1986; KAPPE, 2004).

Apesar de todos esses inconvenientes, aos poucos a irradiacdo por MO passou de uma
curiosidade para um método consolidado, a partir do momento em que as no¢des bésicas da
sua forma de aquecimento foram estudadas e difundidas pela comunidade cientifica (KAPPE;
DALLINGER, 2006).

3.6.1 Aguecimento por micro-ondas

As micro-ondas sdo radiacfes eletromagnéticas ndo ionizantes localizadas entre a
regido do infravermelho e das ondas de radio, que corresponde a faixa de 300 a 300.000 MHz,
no espectro eletromagnético. Seu comprimento de onda varia de 1 mm a 1 m (FORTUNY;
RAMOS; DARIVA, 2008).

O aquecimento por micro-ondas é distinto do convencional, que é amplamente

disseminado e utilizado na maioria das metodologias de sintese (Figura 13).

_ BANHO DE
MICRO-ONDAS OLEO
500 460
440
450+« X g | 420
© ©
= S 4400
© ©
400 §% —
2 0 M 350
5 1D
350 = - 30
I ! 340
AN/
300 - 320

Figura 13 - Diferenca de temperatura entre o aquecimento convencional e o
aquecimento por irradiacéo de micro-ondas.

No aquecimento convencional, a energia, j& em forma de calor, € transferida para o
meio reacional através das paredes das vidrarias utilizadas nos banhos de dleo e mantas de
aquecimento. A dissipacdo desse calor no meio reacional ocorre por condugéo, que acontece

de forma lenta e irregular. Isto culmina, geralmente, em areas superaquecidas (perto das
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paredes da vidraria) que podem originar produtos indesejaveis, e em areas sub-aquecidas,
onde o calor ndo estd atingindo niveis efetivos (KAPPE; LARHED, 2005; LIDSTROM;
TIERNEY; WATHEY, 2001).

Por outro lado, no aquecimento por MO, ha o aquecimento interno direto da reacao
ndo havendo interferéncia dos recipientes durante o aquecimento. Esse tipo de aquecimento
também é chamado de dielétrico, e pode ocorrer de duas formas: rotacdo de dipolo e
condugdo ionica (KAPPE, 2004).

3.6.1.1 Rotacao de dipolo
Neste mecanismo, o0 aguecimento esta relacionado com a resposta das substancias ao

campo elétrico gerado pelo reator de micro-ondas. As moléculas se dispdem de forma
desordenada no meio reacional, porém quando campo é aplicado, as que possuem dipolos
permanentes ou induzidos, tendem a se alinhar com o campo. Por sua vez, quando ele €
removido, elas voltam a desorientacdo, e liberam energia anteriormente absorvida para o
alinhamento em forma de calor. Como o campo elétrico oscila sua direcdo de acordo com a
sua frequéncia, com consequente alteracdo de sinal, as moléculas tendem a acompanhar essas
mudancas. Como resultado, tem-se 0 aumento da energia cinética e, por conseguinte, 0
aquecimento do meio reacional. (FORTUNY; RAMOS; DARIVA, 2008; KAPPE, 2004,
LIDSTROM; TIERNEY; WATHEY, 2001).

De forma geral, as moléculas mais polares costumam absorver melhor micro-ondas em

relacdo as apolares ou com momento de dipolo quase igual a zero (SANSEVERINO, 2002).

3.6.1.2 Conducéo lonica
Os ions se movimentam no meio reacional em relacdo a um campo eletromagnético

aplicado. Durante essa movimentacdo, ha o atrito entre os ions que gera correntes elétricas as
quais resultam na producdo de calor e, consequentemente aquecimento da amostra. Neste
mecanismo, quanto maior for a concentracao ibnica, maior sera o percentual de aquecimento
(FORTUNY; RAMOS; DARIVA, 2008, KAPPE, 2004; LIDSTROM; TIERNEY;
WATHEY, 2001).
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3.6.2 Reag0es em micro-ondas

A sintese organica assistida por micro-ondas tem sido objeto de interesse de
pesquisadores do mundo inteiro nos ultimos anos. A promessa de reacdes mais rapidas e
efetivas e assim o melhoramento das metodologias tem servido de estimulo a producéo de
trabalhos cientificos (ALVES et al., 2010).

Diversas reacdes ja foram realizadas em reatores de micro-ondas como reacGes de
descarboxilagdo, condensagdo, substitui¢cdes nucleofilicas em sistemas aromaticos entre outras
(LIDSTROM; TIERNEY; WATHEY, 2001; SANSEVERINO, 2002).

3.6.2.1 Reacao de descarboxilacéo
A reacdo ocorre de forma facil e eficaz, utilizando-se a 4gua como solvente e com

auséncia de catalisador (Esquema 13) (SANSEVERINO, 2002).

0
Micro-ondas
AN _ N,
255°C/ 20 min
N OH N
H H

Esquema 13 — Descarboxila¢éo do acido 2 — indol-carboxilico.

3.6.2.2 Reacdo de Condensacao

A reacdo é sem solvente e o tempo varia de 5-20 segundos de acordo com o aldeido
aromatico e substituinte R utilizado (Esquema 14). Os rendimentos obtidos ficaram entre 92-
99%, considerados, portanto, satisfatérios (MOGILAIAH et al., 2010).

Ar CN
NH,SO;NH,
/\ > -

R Micro-ondas

Ar-CHO + NcC

Ar = Fenil, fenil substituido,
furano substituido
R = nitrila, éster etilico, amida

Esquema 14 — Condensacao de aldeidos arométicos com compostos de metileno ativos na
presenca de sulfamato de amonio.
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3.6.2.3 Reacdo de Substituicdo Nucleofilica Aromatica

A reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica da 2-bromopiridina foi executada com
a metodologia de micro-ondas em reacdo livre de solvente, obtendo um rendimento de 92%
(Esquema 15) (PICHOWICZ et al., 2010).

X
‘ N Micro-ondas ‘
' °C/ 20 min 7
o T 120°C min N I\D
H

Esquema 15 — Acoplamento da 2-bromopiridina com a pirrolidina.

3.6.2.4  Sintese de 4-tiazolidinonas substituidas

Baseando-se no trabalho de Gdes e colaboradores (2005), Saiz e colaboradores (2009),
apos experimentos explorando diferentes tipos de solventes e variando 0s equivalentes
reacionais, propuseram um procedimento para a obtencdo do composto 2-hidrazolil-4-
tiazolidinona sob aquecimento de micro-ondas (Esquema 16). A reacdo foi realizada
utilizando-se tiossemicarbazida, benzaldeido, como solvente uma mistura 1:1 de tolueno e
DMF, o &cido p-tolueno-sulfénico (p-TsOH) como catalisador e anidrido maléico em excesso
com aquecimento de 100-120 °C (SAIZ et al., 2009).

o Toluno Seco/ DMF J\
p-TSOH ¢y Ra—n

= o) o) S
R—CHO + HaN )L +
! \” NHR, — 0

Micro-ondas
100-120°C o
OH

R1 =H
R, = p-dimetil-anilina

Esquema 16 — Obtencéo de 2-hidrazolil-4-tiazolidinona.

3.6.3 Beneficios da utilizacdo do reator de micro-ondas em sintese organica
Desde os primeiros trabalhos publicados com a inser¢do do MO na sua metodologia,

apesar de todos os problemas enfrentados pelos cientistas da época, percebeu-se as vantagens
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da utilizagdo deste equipamento. Com decorrer dos anos e a evolucdo da tecnologia e do

conhecimento sobre esse equipamento, a maioria das dificuldades foram superadas e o0s

beneficios continuaram a crescer, como por exemplo (ADAM, 2003; ALVES et al., 2010;
FORTUNY; RAMOS; DARIVA, 2008; GEDYE et al., 1986; GIGUERE et al., 1986; JAIN et
al., 2012; KAPPE; DALLINGER, 2006; KAPPE, 2004; LIDSTROM; TIERNEY; WATHEY,
2001; MOGILAIAH et al., 2010; PICHOWICZ et al., 2010; SAIZ et al., 2009;
SANSEVERINO, 2002):

Aquecimento uniforme e efetivo

Menor formacéo de subprodutos ou produto de degradacao
Diminuicao do tempo reacional

Melhores rendimentos

Maior seletividade

Metodologias mais simples

Possibilidade de reacGes livre de solventes

Atualmente, séo produzidos reatores de micro-ondas especificos para sintese organica,

0s quais sdo providos de sistemas que controlam poténcia, tempo, temperatura além da

pressdo, propiciando um trabalho facil e seguro. Com isso, as vantagens da utilizacdo do

aquecimento por micro-ondas em relagcdo ao convencional sdo cada vez maiores.
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4 METODOLOGIA
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4.1 Materiais

As reagdes de sintese das novas tiossemicarbazonas derivadas da B-lapachona foram
realizadas no reator de Micro-ondas Discover da CEM Corporation.

Os solventes utilizados nas reagcdes foram destilados. O acetato de etila, hexano e a
agua utilizados nos processos de purificacdo foram previamente destilados.

As analises em cromatografia de camada delgada (CCD) foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), contendo indicador para 254 nm. A visualizacdo
das manchas foi efetuada em lampada de U. V.

As colunas cromatogréaficas foram empacotadas com silica gel 60 (230 —400 mesh) e
eluidas sob presséo (Flash).

Os produtos solidos tiveram seu ponto de fusdo aferidos no aparelho FISATON®
431D.

Os espectros de RMN'H e RMN™C dos derivados 3a, 3b, 3e, 3f, 3g e 3h foram
emitidos no Espectrdometro Bruker Avance® DRX-500 do Departamento de Quimica da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto. As amostras foram solubilizadas
em cloroférmio deuterado ou DMSO deuterado (Sigma-Aldrich®) e transferidas para tubos
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 175 x 5 mm (Sigma-Aldrich®). O
processamento dos espectros foi feito com auxilio do software MestReNova 9.0. Os espectros
de RMN'H e RMN™C dos derivados 3c e 3d foram emitidos no equipamento da Variam
Unity® 400MHz do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco (DQF-UFPE). Os deslocamentos quimicos de todos os derivados foram
expressos em ppm, tendo como padréo interno o tetrametilsilano para RMN'H. Os solventes

utilizados nas analises foram o DMSO-d ou CDCls-d.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando o
equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio e aparelhos Bruker IFS 66 (transformada de Fourier). As
frequéncias de absorcéo foram expressas em cm™,

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos no equipamento micrOTOF 11

do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto.
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4.2 Metodologias de Sintese
Nesta secdo se encontram todos os procedimentos realizados para a sintese das novas
tiossemicarbazonas derivadas da P-lapachona, assim como os dados fisico-quimicos e

espectrométricos das moléculas.

4.2.1 Procedimento para a extracao do Lapachol
Preparou-se uma solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sodio, a qual 7,5 Kg de

serragem de ipé-roxo (Tabebuia sp.) foram imersos. A solucdo vermelha resultante foi filtrada
para remogdo da serragem e, por fim, acidificada com &cido cloridrico. A medida que a
solucéo foi acidificada, houve a precipitacdo de cristais amarelos do lapachol. A solucdo foi
filtrada e os cristais secos. A cromatografia em camada delgada realizada comparando a
amostra obtida com o padrdo do lapachol confirmou que os cristais obtidos correspondiam ao

lapachol. Obteve-se aproximadamente 2% de lapachol na forma de cristais amarelos.

4.2.2 Procedimento para a obtencao da p-lapachona a partir do Lapachol

Em um baldo contendo 35 mL de acido sulfirico concentrado foram adicionados ao
poucos, sob banho de gelo e agitacdo magnética, 5 g de lapachol (20,66 mmoles). Obteve-se
uma mistura vermelha escura, a qual foi mantida por 2 horas sob agitacdo e banho de gelo. A
reacdo foi monitorada até o final por cromatografia em camada delgada (CCD) em sistema
8:2 (Hexano/ Acetato), ao qual o produto apresenta Rf =0,47. Apds as 2 horas, a mistura
reacional foi vertida sobre um béquer com gelo e dgua, onde foi observada a precipitacdo de
solido alaranjado, que foi filtrado a vacuo e lavado com agua. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel 60 (230-400 mesh), com sistema 8:2 (Hexano/Acetato),
sequido de recristalizacio em etanol. O produto foi caracterizado por RMN'H, RMN*C,

Massa de alta resolucdo e IVFT.
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e Dados reacionais
o Cristais laranja
o Rendimento: 85%;

¢ Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

o PM: 242,1021 g/mol

o PF:161°C

o Rf: 0,47 (Hexano/Acetato de etila 8:2)

o IVTF (v em™, ATR): 2978,18 (C-H, Aromatico), 2934,07 (C-H, Alifatico),
1693,83 (C=0), 1589,83 (C=C), 1114,51 (C-O-C, Assimétrica), 1092,20 (C-
O-C, Simétrica).

RMN®C (75,4 MHz, ppm, CDCls): & 179,034 (C=0), 177,790 (C=0),
160,635 (C), 134,980 (CH-Ar), 132,065 (C-Ar), 130,805 (CH-Ar), 129,905
(C-Ar), 127,791 (CH-Ar), 123,663 (CH-Ar), 112,476 (C), 79,044 (C), 30,778
(CH,), 26,298 (2 CH3), 15,935 (CH,).

RMN'H (300MHz, ppm, DMSO): & 1,38 (s, 6H, CH3), 1,765 (t, 2H, J= 6,53
Hz, CH,), 2,34 (t,2H, J= 6,53 Hz, CH,), 7,54 (td, 1H, J= 7,77Hz; 4,44Hz, CH-
Ar), 7,685 (d, 2H, J= 4,44 Hz, CH-Ar), 7,84 (d, 1H, J=7,77 Hz, CH-Ar).

Solubilidade

= Soluvel: Metanol, Acetato de etila, Metanol, DMSO, CHCl;

O

(@)

(@)

= Parcialmente soltavel: Etanol

= InsolGvel: Agua, Hexano
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4.2.3 Procedimento geral para a obtencéo das tiossemicarbazonas derivadas da
p-lapachona por irradiacdo por micro-ondas

As reacOes foram realizadas utilizando a metodologia de obtencao direta a partir das
tiossemicarzidas e a metodologia de obtencéo indireta, partindo da hidrazina e isotiocianatos

para a obtencdo das tiossemicarbazidas desejadas.

4.2.3.1 Utilizando tiossemicarbazidas
Em um tubo reacional de micro-ondas com capacidade para 10 mL, foram adicionados

a B-lapachona (200 mg/ 0,8264 mmoles) e 1 mL de Etanol. Sob agitacdo, adicionou-se acido
p-tolueno-sulfénico (80 mg/ 0,5 eq./ 0,42 mmoles) e mais 1 mL do solvente, obtendo-se uma
mistura reacional laranja. Apds 5 minutos de agitacao, a tiossemicarbazida desejada (1,2 eq.)
foi inserida no tubo juntamente com 3 mL de etanol. A mistura foi agitada o suficiente para
homogeneizacdo e, em seguida, irradiada no reator de micro-ondas por 5 minutos, a 120°C e
numa poténcia de 100 W. Ela foi filtrada em filtro sinterizado, lavada trés vezes (3x20 mL)
com 4&gua e, depois, hexano e foi seca em estufa (37°C). O produto foi caracterizado por
RMN'H, RMN*C, Massa de alta resolucio e IVFT.

4.2.3.2 Utilizando hidrato de hidrazina e isotiocianato

Em um tubo de ensaio, foram adicionados a B-lapachona (150 mg/ 0,62 mmoles) e 3
mL de EtOH. Posteriormente, o acido p-tolueno-sulfonico (118 mg/ 1 eq. / 0,62 mmoles),
previamente dissolvido em 1 mL de EtOH, foi adicionado a tubo, sob agitagdo. Num tubo
reacional, foi adicionada a hidrazina (116,25 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles), em seguida, sob
agitacdo, o isotiocianato desejado (3eq./ 1,86 mmoles) foi gotejado e, por fim, 1 mL de EtOH
foi inserido. Quando a mistura ficou esbranquicada, todo o contetdo do tubo de ensaio foi
transferido para o tubo reacional, juntamente com mais 2 mL de etanol absoluto. Agitou-se
até completa homogeneizacdo e irradiou-se no micro-ondas por 2 minutos, a 120°C (poténcia
de 100 W). A reacdo foi filtrada, lavada trés vezes com agua e, posteriormente, hexano e foi
seca em estufa (37°C). O produto foi caracterizado por RMN'H, RMN™C, Massa de alta
resolucéo e IVFT.
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4.2.4 Procedimento geral para a obtencéo das tiossemicarbazonas derivadas da
p-lapachona por aquecimento convencional

As reacOes foram realizadas utilizando a metodologia de obtencao direta a partir das
tiossemicarzidas e a metodologia de obtencéo indireta, partindo da hidrazina e isotiocianatos

para a obtencdo das tiossemicarbazidas desejadas.

4.2.4.1 Utilizando tiossemicarbazidas
Num baldo de fundo redondo foram adicionados a B-lapachona (200 mg/ 0,8264

mmoles) e 1 mL de etanol. Sob agitacdo, o acido p-tolueno-sulfénico (80 mg/ 0,5 eq./ 0,42
mmoles) diluido em 1 mL de EtOH foi adicionado, seguido da tiossemicarbazida desejada
(1,1 eq.) e 4 mL de etanol. A reacéo foi monitorada por cromatografia em camada delgada até
o final. Entdo, a reacéo foi filtrada em filtro sinterizado, lavada com agua seguida de hexano,

e seca em estufa (37°C).

4.2.4.2 Utilizando hidrato de hidrazina e isotiocianato
Em um tubo de ensaio, foi adicionada a B-lapachona (150 mg/ 0,62 mmoles) e 6 mL

de EtOH e, sob agitacdo, o acido p-tolueno-sulfonico (118 mg/ 1 eq./ 0,62 mmoles). Num
baldo, foi adicionada a hidrazina (116,25 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles) e, posteriormente, sob
agitacdo, o isotiocianato desejado (3eq/ 1,86 mmoles) foi adicionado gota a gota. Quando a
mistura do baldo ficou espumosa e esbranquicada, todo o contetdo do tubo de ensaio foi
transferido para o bal&o, juntamente com mais 2 mL de etanol absoluto. A reacdo foi mantida
sob agitacdo, em temperatura ambiente e monitorada por CCD até o reagente ser totalmente
consumido. Entdo, foi filtrada, lavada trés vezes com agua e hexano e o solido amarelo foi
seco em estufa (37°C). O produto foi caracterizado por RMN'H, RMN®C, Massa de alta

resolucéo e IVFT.

4.2.5 Dados dos compostos sintetizados

Nesta secdo estdo descritos os dados reacionais, fisico-quimicos e espectrométricos
das oito novas tiossemicarbazonas derivadas da -lapachona (3a-3h).
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4.25.1 Derivado  3a: (2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2Hbenzo[h]cromen-6(5H)-
ilideno)hidrazina-carbotioamida

S NH;

NH

\

e Dados reacionais pelo método por irradiacdo em micro-ondas

o Reagdo com tiossemicarbazida

= Tiossemicarbazida: 40 mg/ 1,2 eq./ 0,44 mmoles
=  S6lido amorfo amarelo

=  Rendimento: 94%

e Dados fisico-quimicos e espectrométricos

o

(@]

o

PM: 315,1526 g/mol

PF: 247°C

Rf: 0,47 (Hexano/Acetato de etila 8:2)

IVTF (v em™ ATR): 3416,38 (NH,, amina priméaria), 3232,28 (NH, amina
secundaria), 2974,66 (C-H, Aromatico), 2931,78 (C-H, Alifatico), 1593,28
(C=C), 1559,17 (C=N), 1512,07 (C=S), 1418,68 (N-C=S), 1113,03 (C-O-C,
Assimétrica), 1100,22 (C-O-C, Simétrica), 1033,44 (C=S).

RMN®C (75,4 MHz, ppm, DMSO): § 180,73 (C=S), 179,73 (C=0), 161,04
(O-C=), 131,03 (C=N), 129,97 (C-Ar), 129,18 (CH-Ar), 128,83 (C-Ar), 126,19
(CH-Ar), 124,17 (CH-Ar), 111,38 (C=C), 78,68 (0O-C-), 30,76 (CH,), 26,27 (2
CHs), 15,74 (CHy).
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o RMN'H (300MHz, ppm, DMSO): & 1,42 (s, 6H, 2 CHs), 1,785 (t, 4H, J= 6,7
Hz, 2 CHy), 7,53 (m, 2H, 2 CH-Ar), 7,84 (m, 2H, 2 CH-Ar), 8,61 (m, 1H, CH-
Ar), 9,00 (s, 1H, NH,), 9,25 (s, 1H, NH,), 14,90 (s, 1H, NH hidrazinico).

o Solubilidade

= Solavel: Metanol, Acetato de etila, DMSO, Cloroférmio Acetona,
Diclorometano
= Parcialmente soltvel: Etanol

= Insoluvel: Agua, Hexano

4.25.2 Derivado 3b: (2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromen-6(5H)-
ilideno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida

O

e Dados reacionais pelo método por irradiacdo por micro-ondas
o Reagdo com 4-feniltiossemicarbazida
= 4-feniltiossemicarbazida: 166 mg/ 1,2 eq./ 0,99 mmoles
= Solido amorfo amarelo
= Rendimento: 91%

o Reacdo com hidrazina e isotiocianato de 4-fenila
= |[sotiocianato de 4-fenila: 251,5 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Solido amorfo amarelo
= Rendimento bruto: 62 %

= Ndo foi utilizado o acido p-tolueno-sulfénico



68

e Dados reacionais pelo método convencional

o Reagdo com hidrazina e isotiocianato de 4-fenila

= |[sotiocianato de 4-fenila: 251,5 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Solido amorfo amarelo
= Rendimento: 31 %

= Tempo reacional: 5 dias

e Dados fisico-quimicos e Espectroscopicos

©)

o

o

PM: 391,1726 g/mol

PF: 230-231°C

Rf: 0,5 (Hexano/Acetato de etila 9:1)

IVTF (v em™ ATR): 3302,15 (NH-Ar), 3050,16 (NH, amina secundéria),
2983,11 (C-H, Aromatico), 2923,25 (C-H, Alifatico), 1593,83 (C=C), 1560,36
(C=N), 1519,74 (C=S), 1410,23 (N-C=S), 1126,75 (C-O-C, Assimétrica),
1099,48 (C-O-C, Simétrica), 1037,98 (C=S).

RMN®C (75,4 MHz, ppm, CDCls): § 181,24 (C=S), 176,4 (C=0), 162,44
(C), 137,67 (C=N), 131,23 (C-Ar), 131,2 (C-Ar), 129,89 (CH-Ar), 127,36
(C/CH), 126,35 (CH-Ar), 123,72 (CH-Ar), 122,64 (CH-Ar), 114,47 (C), 78,67
(C), 34,61 (CHy), 26,81 (2 CHs), 16,08 (CH,).

RMN'H (300MHz, ppm, CDCls): § 1,40 (s, 6H, 2 CHs), 1,81 (m, 2H, CHy),
2,55 (m, 2H, CH,), 7,20 (m, 1H, CH-Ar), 7,38 (m, 2H, 2 CH-Ar), 7,22 (m, 2H,
CH-Ar), 7,72 (m, 2H, CH-Ar), 7,92 (m, 2H, 2 CH-Ar), 9,67 (m, 1H, NH-Ar),
15,25 (s, 1H, NH hidrazinico).

Solubilidade

= Sollvel: Metanol, Acetato de etila, Metanol, DMSO, CHCI;

= Parcialmente soltvel: Etanol

= InsolGvel: Agua, Hexano
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4.25.3 Derivado 3c: (Z£)-2-(2,2-dimetil-5-o0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]chromen-6(5H)-
ilideno)-N-metil-hidrazina-carbotioamida

H
S N

™~

NH

(@)

e Dados reacionais pelo método de irradiacdo por micro-ondas
o Reagdo com 4-metil-tiossemicarbazida
= Metil-tiossemicarbazida: 217,26 mg/ 2,5 eq./ 2,06 mmoles
= Solido amorfo amarelo
» Rendimento bruto: 77 %
= Parametros do micro-ondas para 3c: 130 °C, 120 W

= Tempo reacional: 95 minutos

e Dados reacionais pelo método convencional
o Reagdo com 4-metil-tiossemicarbazida
= 217,26 mg/ 2,5 eq./ 2,06 mmoles
= Sélido amorfo amarelo
» Rendimento: 51 %

= Tempo Reacional: 2 dias

e Dados fisico-quimicos e Espectroscdpicos
o PM: 329,42 g/mol;
o PF:234°C;
o Rf: 0,53 (Hexano/Acetato de etila 8:2)
o IVTF (v em™ ATR): 3329,21 (NH), 2985,71 (C-H, Aromético), 2927,24 (C-H,
Alifatico), 1613,62 (C=0), 1594 (C=C), 1560,52 (C=N), 1541,31 (C=S), 1441,53



70

(N-C=S), 1112,26 (C-O-C, Assimétrica), 1100,64 (C-O-C, Simétrica), 1039,59
(C=S).

o RMN®C (75 MHz, ppm, CDCls): & 181,10 (C=S), 179,61 (C=0), 161,47 (C),
131,32 (C=N), 129,67 (CH-Ar), 129,15 (C-Ar), 128,59 (CH-Ar), 127,11 (C-Ar),
123,5 (CH-Ar), 122,66 (CH-Ar), 109,98 (C), 78,47 (C), 31,66 (CH,), 31,47 (CH3),
26,77 (2 CHs), 16,03 (CH,).

o RMN'H (300MHz, ppm, CDCls): § 1,44 (s, 6H, 2 CH3), 1,83 (t, 3H, J = 6.6 Hz,
CHy), 2,56 (t, 2H, J = 6.6 Hz, CHy), 3,33 (m, 3H, CHs), 7,45 (m, 2H, CH-Ar), 7,88
(m, 1H, NH-CHj3), 8,01 (m, 2H, CH-Ar), 8,06 (m, 1H, NH hidrazinico)

o Solubilidade

= Soluvel: Acetato de etila, Acetona, Cloroférmio, Diclorometano, DMSO,
Acetonitrila, Metanol
= Parcialmente solGvel: Etanol

= InsolGvel: Agua, Hexano

4.25.4Derivado  3d:  (2)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromen-6(5H)-
ilideno)-N-etil-hidrazina-carbotioamida
H

S N\/

NH

(e}

e Dados reacionais pelo método de irradiacdo por micro-ondas
o Reagdo com 4-etil-tiossemicarbazida
= 4-etil-tiossemicarbazida: 120 mg/ 1,2 eq./ 1 mmol
= Solido amorfo amarelo

= Rendimento: 96%
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Dados reacionais pelo método convencional

o Reacdo com 4-etil-tiossemicarbazida

= 4-etil-tiossemicarbazida: 120 mg/ 1,2 eg./ 1 mmol
» SAlido amorfo amarelo
= Rendimento bruto: 95%

=  Tempo reacional: 30 minutos

Dados fisico-quimicos e Espectroscopicos

o

o

(@]

PM: 343,44 g/mol

PF: 222-223°C

Rf: 0,47 (Hexano/Acetato de etila 9:1)

IVTF (v em™ ATR): 3322,32 (NH), 2975,88 (C-H, Aromatico), 2926,56 (C-H,
Aliféatico), 1730,82 (C=0), 1592,85 (C=C), 1560,27 (C=N), 1528,91 (C=S),
1420,23 (N-C=S), 1111,36 (C-O-C, Assimétrica), 1040,38 (C=S).

RMN®C (75 MHz, ppm, CDCl5): § 181,07 (C=S), 178,48 (C=0), 161,43 (C),
131,34 (C=N), 129,68 (CH-Ar), 129,09 (C-Ar), 128,58 (CH-Ar), 127,11 (C-
Ar), 123,51 (CH-Ar), 122,57 (CH-Ar), 111,54 (C-Ar), 78,45 (C), 39,58 (CH,),
31,66 (CH,), 26,77 (2 CH3), 16,03 (CH,), 14,21 (CHj).

RMN'H (300MHz, ppm, CDCls3): 6 1,37 (t, 3H, J = 7,3 Hz, CH3), 1,37 (s, 6H,
2 CH3), 1,85 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,), 2,56 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,), 3,82 (dq,
2H, J =7,3 Hz, 5,5 Hz, 2 CH-Ar), 7,45 (m, 2H, 2 CH-Ar), 7,96 (m, 2H, 2 CH-
Ar).

Solubilidade
= Soluvel: Acetona, Acetato de etila, Cloroférmio, Diclorometano,
DMSO, Metanol
= Parcialmente soluvel: Etanol

= InsolGvel: Agua, Hexano
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4.25.5Derivado  3e:  (Z)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromen-6(5H)-
ilideno)-N-(4-nitrofenil)hidrazina-carbotioamida

H
S N
NH
N NO,
‘ o
o

e Dados reacionais pelo método de irradiagdo por micro-ondas
o Reacdo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 4-nitrofenila
= |sotiocianato de 4-nitrofenila: 335,13 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Solido amorfo amarelo
= Rendimento: 85%

= Tempo reacional: 10 minutos

e Dados reacionais pelo método convencional
o Reacdo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 4-nitrofenila
= |sotiocianato de 4-nitrofenila: 335,13 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Sélido amorfo amarelo
» Rendimento bruto: 94 %

= Tempo reacional: 24 horas

e Dados fisico-quimicos e Espectroscdpicos
o PM: 436,1711 g/mol
o PF:218°C
o Rf: 0,4 (Hexano/Acetato de etila 9:1)
o IVTF (v cm’t ATR): 3274,17 (NH-Ar), 3076,11 (NH, amina secundaria),
2974,31 (C-H, Aromatico), 2943,90 (C-H, Alifatico), 1636,52 (NO,), 1595,49
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(C=C), 1560,63 (C=N), 1507,34 (C=S), 1424,93 (N-C=S), 1400,27 (NO,),
1146,83 (C-O-C, Assimétrica), 1102,66 (C-O-C, Simétrica), 1035,40 (C=S).

o RMN®C (75,4 MHz, ppm, CDCls): & 188,24 (C=S), 175,77 (C=0), 163,25
(C), 143,9 (C-Ar), 142,76 (C-NOy), 131,21 (C=N), 129,6 (C-Ar), 128,38 (CH-
Ar), 126,98 (CH-Ar), 125,08 (CH-Ar), 123,97 (CH-Ar), 122,75 (CH-Ar),
120,44 (CH-Ar) 113,41 (C), 79,02 (C), 32,16 (CH,), 26,74 (2 CH3), 14,05
(CHy).

o RMN'H (300MHz, ppm, CDCls): & 1,40 (s, 6H, 2 CH3), 1,99 (t, 2H, J = 6.7
Hz, CH,), 2,89 (t, 2H, J = 6.7 Hz, CH,), 7,10 (m, 2H, 2 CH-Ar), 7,67 (m, 2H,
2 CH-Ar), 8,04 (m, 2H, CH-Ar), 8,25 (m, 2H, CH-Ar), 9,67 (m, 1H, NH-Ar).

o Solubilidade

= Solavel: Metanol, Acetato de etila, Metanol, DMSO, CHClI;
= Parcialmente sollvel: Etanol

= Insoluvel: Agua, Hexano

4.2.5.6 Derivado 3f: (Z2)-N-(4-clorofenil)-2-(2,2-dimetil-5-oxo-3,4-diidro-2H-
benzo[h]chromen-6(5H)-ilideno)hidrazina-carbotioamida

H
SYN
NH [ 1
N’/ Cl

O

e Dados reacionais pelo método de irradiacdo por micro-ondas
o Reagdo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 4-clorofenila
= |[sotiocianato de 4-cloro-fenila: 315,51 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles

= Solido amorfo amarelo
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= Rendimento: 98 %

= Tempo reacional: 2 minutos

Dados reacionais pelo método convencional

o

Reacéo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 4-clorofenila
= |Isotiocianato de 4-cloro-fenila: 315,51 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Solido amorfo amarelo
= Rendimento bruto: 78 %

= Tempo reacional: 4 horas

Dados fisico-quimicos e Espectroscépicos

(@]

O

©)

o

PM: 426,09 g/mol
PF: 228 °C
Rf: 0,5 (Hexano/Acetato de etila 9:1)
IVTF (v em™ ATR): 3299,98 (NH-Ar), 2979,22 (C-H, Aromético), 2922,90
(C-H, Alifatico), 1594,36 (C=C), 1561,04 (C=N), 1414,78 (N-C=S), 1112,16
(C-0-C, Assimétrica), 1101,14 (C-O-C, Simétrica), 1038,91 (C=S).
RMN®C (75,4 MHz, ppm, CDCl,): & 181,25 (C=S), 176,4 (C=0), 161,86
(-C=0), 136,28 (NH-C=), 131,44 (-C=N), 131,05 (C-Ar), 129,94 (CH-Ar),
129,47 (C-Cl), 129,04 (CH-Ar), 128,99 (CH/C), 127,4 (C-Ar), 124,88 (CH-
Ar), 123,77 (CH-Ar), 122,71 (C), 111,63 (C), 78,76 (O-C-), 31,68 (CH,),
26,81 (2 CHs), 16,08 (CH,).
RMN'H (300MHz, ppm, CDCls): 1, 40 (s, 6H, 2 CHs), 1,80 (t, 2H, J = 6,6
Hz, CH,), 2,53 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,), 7,19 (m, 2H, 2 CH-Ar), 7,42 (m, 2H,
2 CH-Ar), 7,67 (m, 2H, 2 CH-AT), 7,84 (m, 1H, CH-Ar), 8,03 (m, 1H, CH-Ar)
9,61 (s, 1H, NH-Ar), 15,24 (s, 1H, NH hidrazinico).
Solubilidade

= Solavel: Metanol, Acetato de etila, Metanol, DMSO, CHClI;

= Parcialmente soltvel: Etanol

= Insoluvel: Agua, Hexano
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4.25.7Derivado  39:  (Z£)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromen-6(5H)-
ilideno)-N-(p-toluil)hidrazina-carbotioamida

e Dados reacionais pelo método de irradiacdo por micro-ondas
o Reacdo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 4-toluila
= |sotiocianato de 4-toluila: 272,53 mg/ 0,25 mL/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Sélido amorfo amarelo-esverdeado
= Rendimento bruto: 10 %

= Tempo reacional: 30 minutos

e Dados reacionais pelo método convencional
o Reagdo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 4-toluila
= |sotiocianato de 4-toluila: 272,53 mg/ 0,25 mL/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Solido amorfo amarelo
» Rendimento bruto: 98 %

= Tempo reacional: 2 horas

e Dados fisico-quimicos e Espectroscopicos
o PM: 406,1496 g/mol
o PF:220°C
o Rf: 0,5 (Hexano/Acetato de etila 9:1)
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o IVTF (v em™ ATR): 3300,83 (NH-Ar), 2980,51 (C-H, Aromético), 2920,97
(C-H, Allifatico), 1594,22 (C=C), 1561,12 (C=N), 1519,20 (C=S), 1417,16 (N-
C=S), 111155 (C-O-C, Assimétrica), 1102,14 (C-O-C, Simétrica), 1038,63
(C=S).

o RMN®C (75,4 MHz, ppm, CDCls): 5 181,26 (C=S), 176,69 (C=0), 161,72
(=C-0), 136,36 (CH-Ar), 135,12 (CH-Ar), 131,28 (C=N), 129,90 (C-Ar),
129,25 (CH-Ar), 129,57 (CH-Ar), 128,90 (C-Ar), 127,36 (C-Ar), 123,99 (C-
Ar), 123,72 (C-Ar), 111,68 (C), 78,67 (C), 31,76 (CH,), 26,86 (2 CH3), 21,18
(CHs-Ar), 16,13 (CH,).

o RMN'H (300MHz, ppm, CDCls): & 1, 39 (s, 6H, 2 CHs), 1,80 (t, 2H, J = 6,7
Hz, CHy), 2,30 (s, 3H, CHa), 2,54 (t, 2H, J = 6,7 Hz, CH,), 7,16 (m, 2H, 2 CH-
Ar), 7,41 (m, 2H, 2 CH-Ar), 7,55 (m, 2H, 2 CH-Ar), 7,96 (m, 2H, 2 CH-Ar),
9,58 (s, 1H, NH-Ar), 15,20 (s, 1H, NH hidrazinico).

o Solubilidade

= Soluvel: Metanol, Etanol, Acetato de etila, Metanol, DMSO, CHCI;
= Parcialmente soltvel: Etanol

= Insoluvel: Agua, Hexano

4.2.5.8 Derivado 3h: (2)-N-(2,4-diclorofenil)-2-(2,2-dimetil-5-o0x0-3,4-diidro-2H-
benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)hidrazina-carbotioamida

Cl

N Cl
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Dados reacionais pelo método de irradiacdo por micro-ondas

o Reagdo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 2,4-diclorofenila

= |[sotiocianato de 2,4-diclorofenila: 380 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Solido amorfo amarelo-esverdeado
= Rendimento: 61 %

= Tempo reacional: 2 minutos

Dados reacionais pelo método convencional

o

Reacdo com hidrato de hidrazina e isotiocianato de 2,4-diclorofenila
= |sotiocianato de 2,4-diclorofenila: 380 mg/ 3 eq./ 1,86 mmoles
= Solido amorfo amarelo
» Rendimento: 83 %

= Tempo reacional: 1 hora

Dados fisico-quimicos e Espectroscopicos

(@]

o

O

©)

PM: 460,0998 g/mol
PF: 223°C
Rf: 0,55 (Hexano/Acetato de etila 9,5:0,5)
IVTF (v em™ ATR): 3254,68 (NH-Ar), 2978,48 (C-H, Aromético), 2933,53
(C-H, Aliféatico), 1596,47 (C=C), 1559,38 (C=N), 1528,49 (C=S), 1098,15 (C-
O-C, Simétrica), 1044,70 (C=S).
RMN®C (75,4 MHz, ppm, CDCls): & 181,31 (C=S), 175,37 (C=0), 162,06
(C), 133,57 (C-Ar), 131,11 (C=N), 130,52 (C-Ar), 130,13 (CH-Ar), 129,11
(CH-Ar), 129,01 (CH-Ar), 127,44 (CH-Ar/C-Ar), 126,08 (CH-Ar), 123,82
(CH-Ar), 122,93 (CH-Ar), 111,58 (C), 78,71 (C), 31,7 (CH,), 26,81 (2 CHj3),
16,07 (CHy)
RMN'H (300MHz, ppm, CDCls): & 1,48 (s, 6H, 2 CHs), 2,55 (m, 2H, CH,),
3,42 (m, 2H, CH,), 7,18 (m, 1H, CH-Ar), 7,25 (m, 1H, CH-Ar), 7,83 (m, 2H, 2
CH-Ar), 8,17 (m, 2H, CH-Ar), 8,89 (m, 1H, CH-Ar), 10,35 (s, 1H, NH-Ar),
15,25 (s, 1H, NH hidrazinico).
Solubilidade

= Soluvel: Metanol, Acetato de etila, Metanol, DMSO, CHCl;
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= Parcialmente soltvel: Etanol

= Insoluvel: Agua, Hexano

4.3 AvaliacOes Biologicas
Nesta secdo estdo descritas os procedimentos realizados para as avaliagdes in

vitro da B-lapona e dos oito derivados frente a vermes adultos do Schistosoma mansoni e

cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM).

4.1.1 Avaliagéo esquistossomicida in vitro
Os estudos realizados foram aprovados, previamente, pelo Comité de Etica de

Experimentos Animais, sob protocolo n® 23076.020127/2010-47 (Anexo 9.10).
A metodologia e os resultados dos testes in vitro, envolvendo a B-lapachona foram
publicados na Experimental Parasitology (142 (2014) 83-90) (Anexo 9.11). O protocolo

experimental foi empregado para o ensaio dos compostos sintetizados.

4.1.1.1 Metodologia Geral para avalia¢éo esquistossomicida in vitro da g-lapachona e
seus derivados

Para os estudos, foram utilizados camundongos do tipo Swiss, obtidos e mantidos no
Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami sob ambiente controlado (temperatura 20 + 2 °C,
ciclo dia-luz de 12 horas), com livre acesso a comida (Labina® / Purina, S&o Paulo-SP) e
agua. Vinte camundongos machos, com 30 dias de idade e peso variando entre 26 e 30 g,
foram infectados de forma percutanea por 120 cercérias do Schistosoma mansoni (Cepa BH),
obtidas do Departamento de Medicina Tropical da UFPE e do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA — UFPE).

As cercarias foram coletadas a partir de caramujos infectados da espécie Biomphalaria
sp. (hospedeiro intermediario), que quando expostos a luz, as liberam na agua, onde foram

recolhidas e utilizadas, logo em seguida, para a infecgdo dos camundongos.
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41.1.1.1 Coleta dosvermes adultos de Schistosoma mansoni

Os camundongos, apds 60 dias da infeccdo, foram eutanasiados por deslocamento
cervical. Os vermes foram recolhidos por perfusdo das veias mesentéricas e do sistema porta
com solugdo salina estéril (0,9 % NaCl p/v).

Os vermes coletados foram transferidos para o meio RPMI 1640 suplementado com 20
mM de tampdo HEPES, com os antibidticos penicilina e estreptomicina, ambos na
concentracdo de 100 pg/mL e soro fetal bovino a 10%. Os vermes foram lavados duas vezes
com este meio e foram mantidos nele até a realizacdo do teste.

Apos a verificacdo da viabilidade dos vermes através da observacdo em microscopio

invertido, eles foram inseridos na estufa a 37 °C e 5 % de CO por 2 horas.

4.1.1.1.2 Atividade esquistossomicida

Os vermes viaveis apds a permanéncia de 2 horas na estufa foram distribuidos em
placas de cultura de 24 pocos contendo 2 mL do meio RPMI 1640 suplementado com soro
fetal bovino, sendo inseridos 2 parasitos por poco (macho, fémea e/ou casal). A placa foi
incubada por mais 2 horas em estufa a 37 °C e 5 % de CO,.

Apos a incubacgdo, os compostos foram adicionados nas concentragdes de 25 uM, 50
UM, 100 puM e 200 pM a partir de uma solugéo estoque do meio RPMI 1640 suplementado/
1,5 % de DMSO. O praziquantel (10 puM) foi utilizado como controle positivo e o veiculo

como controle negativo.

4.1.1.2 Critérios para a avaliacdo de motilidade e sobrevivéncia

Apos a adicdo do composto teste, os vermes foram avaliados em 24, 72 e 120 horas de
incubacdo, através da observacdo em microscopio invertido e estereomicroscopio por, no
minimo, 2 minutos.

Para a analise da motilidade e sobrevivéncia foi utilizada uma escala de pontos onde 3
designa o verme com completos movimentos corporais; 2, com movimento parcial; 1, com

movimentos nas extremidades ou imovel, porém ainda vivo; e 0, sem movimento, morto.
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4.3.1 Avaliagéo antibacteriana in vitro
Os compostos sintetizados foram avaliados frente a Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (SARM), com o objetivo de determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) de
cada substancia. Os testes foram realizados através do método de diluicdo em &gar com

algumas modificagdes (CLSI, 2012).

4.3.1.1 Micro-organismo

Para os estudos, foram utilizados dez cepas de Staphylococcus aureus obtidas e
mantidas no Laboratério de Fisiologia e Bioguimica de Micro-organismos (LFBM) do
Departamento de Antibiéticos, UFPE (Tabela 3).

Todas as culturas empregadas sdo de origem clinica e apresentam resisténcia a diversos
medicamentos  antibacterianos como macrolideos, fluoroquinolonas, tetraciclina,
lincosamidas, beta-lactdmicos, aminoglicosideos e cloranfenicol. As cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e ATCC 33591 foram utilizadas como padrdo negativo e positivo da

resisténcia a meticilina, respectivamente.

Tabela 3 — Micro-organismos multirresistentes avaliados.

Fendtipo de Resisténcia®
Staphylococcus aureus

ATCC 25923 Controle SASM

ATCC 33591 Controle SARM
LFBM 05 AZl, CFO, PEN
LFBM 16 AZl, CIP, CFO
LFBM 26 AZl, CFO, PEN
LFBM 28 AMC, CFO, CIP
LFBM 29 AMC, CIP, CFO, GET
LFBM 30 AMC, CFO, PEN
LFBM 31 AMC, CFO, CIP
LFBM 33 AZl, CFO; CIP;

ATCC: American Type Culture Collection; LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Micro-organismos; SASM: Staphylococcus aureus Sensivel a Meticilina; SARM: Staphylococcus
aureus Resistente a meticilina; AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; AZI: azitromicina; CFO:
cefoxitina; CIP: ciprofloxacino; GET: gentamicina; PEN: penicilina. ‘Fendtipo de Resisténcia
determinado pelo método de difusdo em disco.
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4.3.1.2 Preparacéo do Indculo

Todas as cepas de Staphylococcus aureus foram cultivadas em meio Agar Mueller-
Hinton (AMH) e, posteriormente incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. De cada
cultura, colénias morfologicamente similares foram selecionadas e inoculadas, com alga de
platina, em Caldo Mueller-Hinton (CMH). A suspensdo bacteriana foi homogeneizada e a
turbidez foi comparada ao tubo 0,5 da escala de McFarland, o que equivale a
aproximadamente de 10® unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL). Em

seguida, o indculo foi diluido até obter a concentracdo final de 10" UFC/mL.

4.3.1.3 Preparacao do Meio com os compostos sintetizados

De cada um dos nove compostos sintetizados, 12,8 mg foram pesados e emulsionados
em sistema composto por etanol absoluto/tween 80/agua aquecida (2:1: 7), obtendo-se 10 mL
de uma solucdo estoque com concentragdo de 1280 pg/mL. Em seguida, diluicGes
geométricas de razdo dois foram realizadas, obtendo-se uma série de diluicbes cuja

concentracdo variou de 1280 pg/mL a 40 pg/mL (Figura 14).

Estas solugdes foram esterilizadas em autoclave a 121 °C, 1 atmosfera, durante 15
minutos. A B-lapachona foi esterilizada por filtracdo utilizando membrana Millipore® de
porosidade 0.22um. Para assegurar a estabilidade dos compostos, foi realizada cromatografia

em camada delgada.

5mL 5mL 5mL 5 mL 5mL

'R AYaWaYay
Il Il EE e

- - - - - -

1280 pg/mL 640 pg/mL 320 pg/ml. 160 pg/mL 80 pg/mL 40 pg/mL

Figura 14 — Série de dilui¢cbes geométricas para a preparacado dos compostos sintetizados
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A Ultima etapa consistiu na dilui¢do e incorporagdo dos compostos ao meio. De cada
diluicdo, foram retirados 2 mL e inseridos no tubo com 18 mL de meio, perfazendo um
volume total de 20 mL (Figura 15). Desta forma, foram obtidos, para cada composto
sintetizado, concentra¢Ges que variam de 128 pg/mL e 4 pg/mL. Todas as placas foram

incubadas em estufa a 37 °C de 24, para assegurar a sua esterilidade.

2mL

] ]
Estufa

| ===

24-48
- -

640 pg/ml 64 png/ml

Figura 15 — Diluicéo e incorporacao dos derivados ao meio de cultura.

Para o semeio das placas contendo os compostos sintetizados, foi utilizada uma alga se
platina calibrada em 0,1 mL e este foi realizado em estrias. Desta forma, todas as placas
receberam as dez cepas de S. aureus (Figura 16).

ATCC 25923 LFBM 28
ATCC 33591 LFBM 29
LFBM 05 LFBM 30
LFBM 16 LFBM 31
LFBM 26 LFBM 33

Figura 16 — Semeio dos micro-organismos em forma de estria.
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4.3.1.4 Atividade antimicrobiana

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentracdo
dos compostos sintetizados capaz de inibir o crescimento visivel dos micro-organismos
avaliados. O crescimento de apenas uma coldnia decorrente do inoculo foi desconsiderado
(WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008).
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5 RESUL TADOS E DISCUSSAO
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5.1. SINTESE
A estratégia sintética para a obtencdo de novas tiossemicarbazonas derivadas de
1,2-naftoquinona foi iniciada com a extracdo do lapachol e, posterior, sintese da -

lapachona.

5.1.1. Lapachol
O lapachol foi extraido a partir de metodologia descrita na literatura que envolve uma

reacdo acido-base. O lapachol em solugdo aquosa apresenta-se insollvel. Em presenca de
bicarbonato de sodio, ele perde um préton formando o sal correspondente soltvel em agua,
podendo ser separado da serragem por filtragdo. A solucdo vermelha resultante é acidificada
com HCI, entdo, o sal presente na solucdo € protonado e o lapachol que é insoltvel em agua
precipita na forma de cristais amarelos, e ¢é levado a superficie pelas bolhas formadas pelo
CO,, onde é coletado (Esquema 17) (FERREIRA, 1996).

OH
O‘ Na,CO;,
——
X HCI

H,0/ CO,

Esquema 17 — Reacdo acido-base envolvida no processo de extracéo do lapachol.

5.1.2. p-lapachona

A B-lapachona foi obtida através de metodologia estudada por Hooker e Patern
(ARAUJO; ALENCAR; NETO, 2002; HOOKER, 1936, 1893, 1896; OSSOWSKI et al.,
2008; THOMSON, 1991), que consiste na reacdo do lapachol (1) com &cido sulfdrico

concentrado, obtendo-se uma mistura da p-lapachona (3) e a-lapachona (2).
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(0}

OH 0.
O‘ H2804 o O‘ +
B
\

o o

M

(Minoritario) (Maijoritario)

2) (3)
Esquema 18 — Obtengao da B-lapachona a partir do lapachol.

Utilizando a metodologia empregada por Hooker e Paterno, a sintese da B-lapachona
foi iniciada pela reacdo de oxidacao do lapachol com o &cido sulfarico concentrado em banho
de gelo. O mecanismo comega com a captura de um préton pelos elétrons n da cadeia lateral
isoprenila do lapachol, formando um intermediario carbocation terciario. A etapa seguinte

consiste na ciclizacdo do anel heterociclico através do ataque nucleofilico do oxigénio da

hidroxila ao carbocétion terciario. Por fim, com a adicdo de 4gua ha a neutralizacdo do meio e
a obten¢do da B-lapachona (Esquema 19). (CUNHA-FILHO et al., 2006; ETTLINGER,
1947).

Intermediario

Lapachol carbocation terciario

B-lapachona
(Cristais Laranja)

Esquema 19 - Mecanismo para obtencio da p-lapachona a partir do Lapachol.
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5.1.3. Sintese das Tiossemicarbazonas derivadas da p-lapachona (3a-3h)
O esquema 20 apresenta a rota sintética utilizada para a obtencdo dos derivados. Para a

sintese dos derivados 3a-3h (Figura 17) foram utilizadas duas rotas distintas. A rota “a”
consistiu na reagao da B-lapachona com as diversas tiossemicarbazidas e a rota “b” na reacao
one-pot de trés componentes da B-lapachona com os diversos isotiocianatos e a hidrazina, que

in situ geraram as tiossemicarbazidas correspondentes (Esquema 20).

s
s s
HaN__ ~R
N NHR

a)

b) NHy-NH2 + S—C—/=N

Esquema 20 — Rota sintética empregada para a sintese dos derivados 3a-3h.

A figura 21 mostra as estruturas moleculares das oito novas tiossemicarbazidas
derivados da B-lapachona (3a-3h).

H
N

SY ~ s\[/ ~~
N/NH _

S

YNHQ

Cl

3e 3f

Figura 17 — Estrutura das novas tiossemicarbazonas derivadas da p-lapachona (3a-3h).
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5.1.3.1.  Mecanismo reacional para obtencdo dos derivados 3a-3h

. As reacOes em que foram utilizadas a hidrazina e a isotiocianato possuem mais uma
etapa que consiste na obtencdo da tiossemicarbazida correspondente ao isotiocianato
utilizado. Esta etapa é semelhante & adicdo de aminas a carbonila. O mecanismo inicia com o
ataque nucleofilico da hidrazina no carbono do isotiocianato, seguida da deslocalizacdo da
dupla ligacdo, C=N, para o nitrogénio do isotiocianato gerando o intermediario dipolar. Este é
neutralizado formando ao final a tiossemicarbazida correspondente (Esquema 21).

S«_NHR S NHR

Esquema 21 — Mecanismo reacional de sintese dos derivados 3a-3h.
R =H (3a); fenil (3b); metil (3c); etil (3d).
R.= p-nitro (3e); p-Cl (3f); p-CH; (39); 2,4-Cl (3h).
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A partir da tiossemicarbazida, o0 mecanismo ocorre da mesma forma para todos 0s
derivados até a obtencdo dos compostos desejados. A reacdo comeca com a protonocao do
oxigénio da carbonila “C-6” da B-lapachona dando origem ao ion oxénio. Segue-se com o
ataque nucleofilico do nitrogénio hidrazinico da tiossemicarbazida ao carbono “C-6”
formando um intermediério hemiaminal N-protonado. Entdo, ha a transferéncia do proton do
nitrogénio protonado para o oxigénio, seguida da perda de &gua (desidratacdo) e, posterior
neutralizacdo e formacdo da funcdo imina (Esquema 21). A velocidade da reacdo €
determinada pelo ataque nucleofilico do nitrogénio da tiossemicarbazida (AMARAL,;
BASTOS, 1971).

O ataque nucleofilico da tiossemicarbazida ocorre na carbonila C-6 porque o carbono
desta é mais eletrofilica do que o da carbonila C-5. A maior eletrofilicidade do carbono C-6
pode ser explicada através da ressondncia apresentada pela B-lapachona (Esquema 22), onde
se uma carga positiva for gerada no carbono C-5 é estabilizada pelo sistema de ressonancia
que envolve o par de elétrons m da dupla ligacdo e o par de elétrons livre do oxigénio do
heterociclo. Esta estabilizacdo ndo ocorre se a carga positiva for gerada no carbono C-6,
porque apesar dele estar proximo ao benzeno, este € muito estavel e, dificilmente, ird destruir
a sua aromaticidade para estabilizar o carbono em questdo. Por isso, o carbono C-6 € mais
eletrofilico que o carbono C-5. Esta observacdo corrobora com estudo de cristalografia de
raio-x da pB-lapachona realizado por Silva e colaboradores (2003), onde através da
comparacdo de parametros geométricos foi demonstrado que a carga atémica do carbono C-6
(+0,484) é superior ao do C-5 (+0,472). Isto indica que C-6 possui uma maior eletrofilicidade
e, por isso & mais reativo frente a nucledfilos que, no presente trabalho, foram as
tiossemicarbazidas. (CHENNA et al., 2008; SILVA et al., 2003).

Esquema 22 — Eletrofilicidade dos carbonos das carbonilas C-5 e C-6 em relagdo a
ressonancia da p-lapachona.
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5.1.3.2. Estudos de sintese do derivado 3a — (Z)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-

benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)hidrazina-carbotioamida

Com o objetivo de sintetizar o derivado 3a, foram realizadas diversas tentativas
utilizando as metodologias convencional e por irradiagédo de micro-ondas que consistiram na

reagdo da B-lapachona com a tiossemicarbazida.

Os paréametros reacionais, como tempo e temperatura, variaram com as rotas, assim
como o catalisador e o solvente. Na primeira rota realizamos um dos procedimentos descrito
na literatura (“Processo para a preparagiao de derivados naftopirano substituidos,” 1985). Para
os procedimentos seguintes foram efetuadas modificacdes nesta primeira metodologia com o

intuito de otimizar o rendimento e o tempo reacional (Esquema 23).

a) AcOONa/ EtOH:H,0O/ rfx 110°C
4h/ rdt = 0%

b) AcOONa/ EtOH:H,0/ rfx 85°C
6h/ rdt = 38,8% -

o ¢) AcOONa/ EtOH:H,0/ MO
s 50 min/ rdt = 34,57 % -

+ HzN\ )k
NH, d) Pirrolidina/ EtOH/ MO .

50 min/ rdt = 7,68 %

Iz

o
) AcOH/ EtOH:H,0/ MO

1h/rdt =74 %

f) APTS/ EtOH:H,O/ MO
30 min/ rdt =90 %

g) APTS/ EtOH/ MO
5 min/ rdt =94 %

Esquema 23 - Estudos de sintese do derivado 3a.

Durante a realizacdo dos procedimentos percebemos que a reacdo se processa de
forma mais efetiva com catélise &cida, para isto basta comparar os rendimentos e tempos
reacionais das rotas A, B, C e D, onde foi utilizada catélise basica, com as rotas E, F e G
(catélise &cida). Na catélise basica percebemos a formacao de muita degradacéo, rendimentos
nulos ou abaixo de 40% e tempos reacionais proximos ou superiores a uma hora. Enquanto
que nas reacdes catalisadas por acido, o produto praticamente puro foi obtido ap6s uma

simples filtracdo e os rendimentos foram acima de 74% com tempo reacional igual ou inferior
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a 1 hora. A rota G foi eleita como procedimento padrdo para a obtencdo de todos os

derivados.

5.1.3.3 Estudos de sintese do derivado 3b - (Z)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-
benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida

Com a intencdo de obter o derivado 3b a partir da B-lapachona, foram realizados
experimentos, partindo das experiéncias e conclusdes obtidas nas tentativas de sintese do 3a.
Foram realizadas reacOes de obtengéo direta, reagindo a 4-fenil-tiossemicarbazida com -
lapachona, e de obtencdo indireta, utilizando a hidrazina e o isotiocianato de fenila para obter

a 4-fenil-tiossemicarbazida in situ, que reagiu com a B-lapachona. (Esquema 24).

a) 4-FTSC/ AcOH/EtOH:H,0/ MO _
60min/ rdt = 74% -

o) b) ITCF/ HDZ/ EtOH/ MO -
50min / rdt =61,81%

o)
c) ITCF/ HDZ/ APTS/ EtOH/ t.a.
5 dias/ rdt = 30,90%

o d) 4-FTSC/ EtOH:H,O/ MO
30 min

e) 4-FTSC/ EtOH/ MO
5 min/ rdt =94 %

Esquema 24- Estudos de sintese do derivado 3b.

Na primeira tentativa utilizamos a metodologia de obtencdo direta reagindo a [-
lapachona com a 4-fenil-tiossemicarbazida em meio etanol:dgua com catélise acida (&cido
acético glacial) no micro-ondas por 1 hora (rota A). Obtivemos o derivado 3b com
rendimento de 74%. Na segunda tentativa, trocamos a 4-fenil-tiossemicarbazida pela
hidrazina e isotiocianato de fenila e apés 50 minutos de irradiacdo, obtivemos o produto
bastante impuro com rendimento de 62% (rota B). Como ndo encontramos uma combinacao
de parametros eficiente para obtencéo do 3b no micro-ondas e, sabendo que os isotiocianatos
sdo bastantes reativos, a rota C foi realizada em temperatura ambiente. A reacdo foi mantida

por 5 dias e obtivemos um rendimento de 31% (rota C).

Com os bons resultados obtidos com as rotas F e G para a obtencdo do derivado 3a.

Repetimos as metodologias empregadas nestas rotas para o derivado 3b. Na rota D, utilizamos
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a 4-feniltiossemicarbazida, a mistura etanol:dgua como solvente, catalise &cida (APTS) e
irradiamos por 30 minutos. Obtivemos o produto bastante impuro. A Gltima tentativa condiz
com a metodologia realizada na rota G para obtencdo do composto 3a, a qual foi designada
como padrdo para a obtengdo dos demais derivados. Nesta reagdo foram utilizados a B-
lapachona, a 4-fenil-tiossemicarbazina, em meio etandlico acido (APTS). A mistura reacional
foi irradiada por 5 minutos a 120° e o derivado 3b foi obtido com rendimento puro de 94%,

igual ao obtido para o 3a (rota E).

Analisando todos 0s experimentos realizados, verificou-se que a 4-fenil-
tiossemicarbazida se mostrou mais efetiva para a obtencdo do 3b por irradiacdo de micro-
ondas quando comparada ao isotiocianato de fenila e hidrazina 80 %. O etanol associado ao
acido p-tolueno-sulfénico perfez 0 meio onde a reacao demonstrou melhor desempenho, tanto

em tempo quanto em rendimento.

5.1.3.3. Derivados 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h

Almejando a sintese dos produtos 3c-3h, e ciente da semelhanca reacionais destes
produtos com os obtidos anteriormente, utilizamos como referéncia para essa metodologia, 0s
experimentos precedentes, empregando as tiossemicarbazidas correspondentes para a sintese

dos derivados 3c e 3d, e para os demais, 3e-3h, os isotiocianatos correlativos.

Para todos os derivados (3c-3h), foram testadas as metodologias por irradiagdo por
micro-ondas e a convencional, assim como realizado anteriormente com 0s compostos 3a e
3b. Os derivados 3c, 3d e 3f obtiveram melhores resultados nas reacdes em micro-ondas,
enquanto os derivados 3e, 3g e 3h apresentaram melhores rendimentos pela metodologia

convencional (Tabela 4).

Analisando 0s tempos reacionais e 0s isotiocianatos utilizados nas reacbes dos
derivados 3e-3h através da metodologia convencional, percebemos que os resultados obtidos
corroboram com o estudo de Amaral e Bastos que determinaram que a velocidade da
formacdo da tiossemicarbazona é definida pelo ataque nucleofilico do Nitrogénio (N-1) da
tiossemicarbazida. O derivado 3e que possui 0 grupo nitro, forte retirador de elétrons, ligado
ao fenil, pode ter diminuido a nucleofilia do nitrogénio (N-1) e, por esse motivo, ter

aumentado o tempo reacional. O contrario pode ter ocorrido com os derivados 3f, 3g, 3h que
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possuem grupos doadores de elétrons. Neste caso ao doar elétrons para o sistema, 0S grupos
acrescem a nucleofilia do nitrogénio da tiossemicarbazona, resultando num aumento da

velocidade reacional e, consequente, reducéo do tempo reacional.

Tabela 4 — Rendimentos e tempos reacionais dos derivados 3a-3h empregando as
metodologias de irradia¢do por micro-ondas e convencional.

Micro-ondas Convencional
Derivado Rendimento Tempo reacional Rendimento Tempo reacional

32 94 % 5 minutos 39 % 6 horas

3b 91 % 5 minutos 31% 5 dias

3c 77 % 95 minutos 51 % 5 horas

3d 96 % 5 minutos 95 % 30 minutos

3e 85 % 10 minutos 94 % 24 horas

3f 98 % 2 minutos 78 % 4 horas

39 10 % 30 minutos 98 % 2 horas

3h 61 % 2 minutos 83% 1 hora

A relacdo observada, na metodologia convencional, entre 0s tempos reacionais e
grupos substituintes ndo foi vista nas reacOes realizadas em reator de micro-ondas, como pode

ser notada na tabela acima.

Em relagdo as reacdes em que foram utilizadas as tiossemicarbazidas (3a-3d), todas
apresentaram tempo reacional de 5 minutos para o micro-ondas, exceto a 3c com tempo

reacional de 95 minutos.

As reacOes as quais foram utilizadas a tiossemicarbazida (3a-3d) foram mais efetivas
pela metodologia por irradia¢cdo de micro-ondas, obtendo rendimentos entre 76,8 — 96 % em

menor espaco de tempo. Enquanto que as reacdes em que foram utilizados os isotiocianatos e
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hidrazina, derivados 3e-3g, apresentaram melhores resultados pela metodologia convencional,

com rendimentos variando entre 78,3 — 98%.

5.1.4. Caracterizacgdo espectrométrica da p-lapachona e seus derivados 3a-3h

Nesta se¢do encontrara-se a discussao da caracterizacao espectrométrica da -

lapachona e dos oito derivados sintetizados.

5.14.1. B-lapachona;

Na analise no Infravermelho, foram observadas bandas de deformacgao axial de “C-H”
aromético e alifatico em 2978,18 cm™ e 2934,7 cm™, respectivamente. Absorcées em 1693,83
cm™ e 1589,05 cm ™ sdo condicentes com deformagio axial “C=0" e estiramento da ligacdo
“C=C” em aromaticos. As bandas encontradas em 1311,48 cm 1oe 111451 cm =
correspondem respectivamente as deformacdes axiais assimétricas e simétricas da ligacdo C-
O-C.

A RMN'H da lapachona condiz com os dados encontrados na literatura (ALVES et
al., 2008) Os Hidrogénios Aromaticos apresentam-se como dois dubletos em 7,84 ppm (1H) e
7,685 ppm (2H) e um triplo dubleto em 7,54 ppm (1H). O hidrogénio do td apresenta
acoplamento J % tanto com o d 7,685 ppm (J= 4,44 Hz), como com o d 7,84 (J= 7,77 Hz). Dois
tripletos em 1,765 ppm (2H) e 2,34 ppm (2H) foram atribuidos aos hidrogénios 6 e 7, que
acoplam entre si com J 3= 6,53 Hz. Os hidrogénios referentes as metilas aparecem como um

anico singleto em 1,38 ppm.

O espectro de RMN*C exibe sinais caracteristicos de carbonilas em 179,034 ppm
177,790 ppm. Estes carbonos se localizam nas frequéncias mais altas porque estdo
diretamente ligados ao O, que por se muito eletronegativo, desloca a densidade eletronica para
si, deixando o C mais desblindado (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Os carbonos
aromaticos apresentam-se em & 134,980 (CH-Ar), 132,065 (C-Ar), 130,805 (CH-Ar), 129,905
(C-Ar), 127,791 (CH-Ar), 123,663 (CH-Ar). As metilas aparecem em um unico sinal em
26,298 ppm, os carbonos quaternarios alifaticos estdo em 112,476 ppm, 79,044 ppm, e dois
carbonos secundarios apresentaram deslocamento de 30,778 ppm, 15,935 ppm.
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5.1.4.2. Derivados 3a-3h

Nesta secdo encontrara-se a discussao da caracterizacao espectrométrica dos oito

derivados sintetizados (3a-3h)

5.14.2.1. Espectros de Infravermelho
Os derivados apresentaram as principais bandas de absorcdo em regides
similares, que confirmam a manutencdo do esqueleto da B-lapachona (Tabela 5) e a
insercdo das tiossemicarbazidas (Tabela 6).

Tabela 5 — Bandas de absor¢io referentes 3 manutenc¢io do esqueleto da B-lapachona.

Bandas de Absorcéo (cm™)
Compostos CH-Ar CH-AIif. C=0 Cc=C C-0-C C-0-C
(Assim.)  (Simétrica)
p-lapachona | 2978,18 2934,07 1693,83 1589,83 111451 1092,20
3a 2974,66 2931,78 - 1593,28 1113,03 1100,22
3b 2983,11 2923,25 - 1593,83 1126,75 1099,48
3c 2985,71 2927,24 1613,62 1594 1112,26 1100,64
3d 2975,88 2926,56 1612,61 1592,85 1310,98 1111,36
3e 2974,31 2943,90 - 1595,49 1146,83 1102,66
3f 2979,22 2922,90 - 1594,36 1112,16 1101,14
39 2980,51 2920,97 - 1594,22 1111,55 1102,14
3h 2978,48 2933,53 - 1596,47 1098,15 1044,70

A manutencdo da estrutura aromatica é confirmada pela presenca da banda na
regido 1590 cm™ referente & ligagdo “C=C” aromatica. A porcdo heterociclica é
observada na presenca de bandas de deformacdo assimétrica e simétrica de “C-O-C”

nas regides de 1300 cm™ e 1100 cm™, respectivamente. As bandas que condizem &
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deformacdo do CH-Aromatico e CH-Alifatico sdo encontradas na regido entre 2990-
3000 cm™,

A andlise do infravermelho confirma a substituicdo da carbonila e consequente
formacdo da imina, pela diminuicéo da intensidade da banda referente a carbonila (Tabela 8) e
o aparecimento das bandas em 1560 cm™, 1400 cm™ e 1044 cm™, que condizem com as
ligagdes “C=N”, “N-C=S” e “C=S”, respectivamente. A presenca em todos os derivados das
bandas correspondentes as ligagdes “C=S” e “N-C=S” ¢ evidéncia de que os compostos
apresentam-se preferencialmente na conformacdo tiona. A banda referente a amina terminal

(NHR) da tiossemicarbazona é evidenciada na regi&o entre 3200-3400 cm™ (Tabela 8).

Tabela 6 — Bandas de absorcéo referentes a inser¢do da porgao tiossemicarbazona.

Bandas de Absorcéo (cm™)
Composto | NH-Ar NH- Hdz C=N N-C=S C=S
3a 3414,38 3232,28 1559,17 1418,68 1033,44
3b 3302,15 3050,16 1560,36 1410,23 1037,98
3c 3329,21 - 1560,52 1441,53 1039,59
3d 3322,32 - 1560,27 1420,23 1040,38
3e 3274,17 - 1560,63 1424,93 1035,40
3f 3299,98 - 1561,04 1414,78 1038,91
39 3300,83 - 1561,12 1417,16 1038,63
3h 3254,68 - 1559,38 - 1044, 70
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514.22. RMN“C
A substituicao & carbonila C-6 é observada pelo desaparecimento de carbono relativo a
carbonilas, em contrapartida com o aparecimento do carbono da tiona, acima de 180 ppm, e

da imina, na regido de 131 ppm (Figura 18).

Os carbonos referentes aos “CH-Ar” sdao encontrados entre 120-130 ppm, 0s carbonos
CH, aparecem como dois sinais, um entre 15-16 ppm (C-12) mais blindado pela proximidade
a duas metilas, e outro entre 30-40 ppm (C-11), mais desblindado por estar proximo a dupla

ligacdo (Figura 19).
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Figura 18 — RMN" demonstrando os carbonos referentes a tiona e & imina.
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Figura 19 — RMN*®C apresentando o deslocamento dos carbonos “CH,”

As metilas aparecem como pico Unico na regido de 26 ppm. Os compostos 3c e 3d

apresentam mais um sinal de metila em 31 ppm e 14 ppm, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20 — RMN*C apresentando os deslocamentos das metilas dos compostos 3c

(esquerda) e 3d (direita).
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51.4.23 RMN'H

Os hidrogénios referentes as duas metilas aparecem como um unico singleto em 1,38-
1,40 ppm, exceto para o composto 3d que apresenta este singleto integrando para 9
hidrogénios devido a presenca do grupo etil na tiossemicarbazona. O composto 3c exibe mais
um o sinal referente ao metil da tiossemicarbazona. Ele se apresenta como um tripleto em

1,83 ppm com os hidrogénios acoplando entre si com J>=6,6 Hz (Figura 21).
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Figura 21 — RMN'H demonstrando os sinais das metilas nos compostos 3c
(esquerda) e 3d (direita).

Os Hidrogénios Aromaticos apresentam-se majoritariamente como multipletos

na regiao de entre 7 — 8 ppm (Figura 22).
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Figura 22 - RMN'H demonstrando os deslocamentos dos hidrogénios aromaticos e das
aminas nos compostos 3f (esquerda) e 3g (direita).

O hidrogénio correspondente ao nitrogénio hidrazinico aparece como singleto entre

14-15 ppm. O Nitrogénio aromatico, mais blindado, exibe descolamento entre 9-10 ppm
(Figura 22).

5.1.4.2.4 Andlise dos produtos dos espectros de massa e perfil de fragmentacdo dos
derivados 3a-3h

Os espectros de massa de alta resolucédo (Tabela 7) demonstraram uma similaridade no
perfil de fragmentagédo dos derivados sintetizados e da B-lapachona.

Os derivados 3a-3h iniciam o processo perdendo a porcdo amina terminal substituida
dando origem a molécula com m/z = 299 (Esquema 25). Em seguida, hd a perda da parte
referente a tiossemicarbazona (NHCS, m/z =58), restando apenas o nitrogénio da funcéo
imina ligado ao carbono C-6 do ndcleo da naftoquinonas.
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Tabela 7 — Relagdo da formula molecular e do pico m/z.

Composto Férmula molecular Pico [m/z]
B-lapachona Ci15H1403 [243,1021]"
3a C16H17N30,S [316,1120]"
3b C2oH21N30,S [392,1427]"
3c C17H15N30,S [328,1153]
3d Ci18H21N30,S [344,1348]"
3e CasH20N404S [437,1278]"
3f C22H20CIN30,S [426,0973]"
39 C23H23N30,S [406,1583]"
3h Ca2H19CIoN30,S [460,0777]"

A etapa seguinte é a perda da funcéo imina, gerando uma molécula com m/z= 226. A
partir desta molécula o processo de fragmentacdo da B-lapachona e dos derivados € igual.
Entdo, a estrutura resultante perde os dois grupos metila (m/z = 25) presentes no anel C
heterociclico, originando uma molécula de m/z = 201. A (ltima etapa observada é a perda

total do anel C dando origem ao naftaleno (m/z = 130).
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Esquema 23 — Rota de fragmentacdo dos derivados 3a-3h

5.1.5 Tentativas de sintese do produto BV-NO,
Com o intuito de nitrar a B-lapachona para obter o produto BV-NO,, foram executados

alguns experimentos.
e Procedimento 1:

Nesta primeira reagdo, foram utilizadas a B-lapachona, &cido nitrico concentrado e
anidrido acético, em banho de gelo e agitacdo. Apos 1h foi observada na CCD, uma mancha
de coloracdo vermelha, tipica de produtos nitrados, logo abaixo da mancha da p-lapachona. A
reacdo foi mantida sob agitacdo por 20 horas, entdo foi vertida em gelo, onde foi notada a
precipitacdo de solido laranja. Apos filtracdo, e CCD, foi concluido que o sélido retido era a

B-lapachona.
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A mesma metodologia foi testada sem a utilizacdo do anidrido acético, apenas com
acido nitrico, assim como, foi testada também uma mistura de acido nitrico concentrado e

acido sulfurico concentrado 1:1. Em nenhuma delas, obteve-se o produto desejado.

5.1.6 Tentativas para a obtencéo do ciclo 4-tiazolidinona

Com a intencdo de obter o ciclo da 4-tiazolidinona, a partir da ciclizacdo da porcao
tiossemicarbazona do derivado 3b, dando origem ao produto 4b, foram realizados inumeros
experimentos com diferentes catalisadores e reagentes, partindo das metodologias relatadas na
literatura (GOES; TENORIO, 2005a, 2005b).

e Procedimento 1:

Utilizando como base a reacéo descrita por Gées e Colaboradores ( GOES; TENORIO
et al., 2005a, 2005b), neste experimento, reagimos a 3b com 4,5 equivalentes de Anidrido
maléico, em meio utilizando a solucdo etanol/agua 2:1 como solvente. A reacdo foi
processada em micro-ondas por 60 minutos (100 W, 100°C). Ao final deste tempo, a CCD
demonstrou que reagente de partida ndo tinha sido consumido. Entdo, foram adicionados 0,5
equivalentes de acido p-tolueno-sulfonico, e a reacdo foi irradiada por mais 60 minutos. A 3b

nédo foi consumida, tampouco houve a formacéo do produto desejado.

Essa mesma metodologia também foi testada no aparelho de ultrassom, mas ndo houve

a formacéo do produto e nem de subprodutos reacionais.
e Procedimento 2:

Nesta tentativa, mantivemos os reagentes de partida e substituimos apenas o solvente
por DMF. A reacdo foi irradiada por 10 minutos e o 3b (reagente de partida) foi totalmente
consumido e foi observado o aparecimento de uma nova mancha na CCD que poderia 0
provavel produto. Porém, apos a realizacdo de extragdo e coluna cromatografica, ndo houve

isolamento do produto.

A mesma metodologia foi realizada utilizando o xileno como solvente. A reagéo foi

irradiada por 15 minutos para que houvesse o consumo completa da 3b. A reacédo foi
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purificada e enviada para espectrometria de massa, na qual se observou que néo era o produto

desejado.
e Procedimento 3:

Como ultima alternativa de solvente, foi testado o tetracloreto de carbono. Utilizamos
a 3b e o anidrido maléico, porém a reacéo foi irradiada por 6 horas e ndo houve a formacéo de
nada. Entdo, foi adicionado o &cido p-tolueno-sulfénico e a reacdo foi irradiada por mais 35
minutos. Neste tempo, toda a 3b foi consumida e houve o aparecimento de novas manchas

laranja.

A mesma metodologia anterior foi testada numa reagao convencional, onde reagimos a
3b com o anidrido maléico em tetracloreto de carbono, sob refluxo 85 % por 7 h. Ndo houve
formacdo de produto. Entdo, foi adicionado o acido p-tolueno-sulfénico e apos 5 dias, toda a
3b foi consumida. Foi realizada, novamente, uma placa preparativa e a substancia indicada
como provavel produto foi isolada e mandada para massa de alta resolucdo. Porém, o
resultado ndo foi compativel com o da molécula esperada.

e Procedimento 4:

Como néo obtivemos sucesso nas reagdes anteriores, onde utilizamos a B-lapachona ja
substituida com a tiossemicarbazona (3b). Neste experimento, reagimos a p-lapachona com
2,5 equivalentes de isotiocianato de fenila, 2,5 eq. de hidrazina 80%, 2 eq. de anidrido
maléico e 0,5 eq. de APTS, em meio etanodlico, tentando uma reacdo one-pot. A mistura
reacional foi irradiada por 45 minutos, onde foi observada a formacdo do 3b. A reacao foi
irradiada no micro-ondas por mais 80 minutos, neste tempo, todo o 3b foi consumido, porém

ainda havia muita -lapachona e varios subprodutos reacionais.

Houve outras tentativas com a mesma metodologia, variando apenas 0s equivalentes

dos reagentes, e 0s parametros do micro-ondas. Porém, em nenhuma dela, houve sucesso.

5.2 Avaliacdo Biologica
Nesta secdo encontram-se os resultados obtidos nas avaliagGes esquistossomicida e

antimicrobiana in vitro, assim como, a discussao das mesmas.
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5.2.1 Avaliagdo esquistossomicida

A B-lapachona, uma orto-naftoquinona derivada do lapachol, possui atividade
antiparasitaria reconhecida que estd relacionada ao seu potencial de produzir estresse
oxidativo através da geracdo de espécies reativas de oxigénio (BOURGUIGNON et al., 2011;
SILVA et al., 2005). A similaridade estrutural existente entre o esqueleto do Praziquantel e a
B-lapachona conduziu-nos a investigar a atividade esquistossomicida dessa naftoquinona a
qual demonstrou reducdo, in vivo, da carga de vermes em camundongos infectados com S.
mansoni e morte de 100% dos vermes incubados com concentragdo de 100 uM, in vitro,
durante 24 horas de exposicao (AIRES et al., 2014a, 2014b).

Analisando o ambito de descobertas de novas drogas com atividade terapéutica,
evidenciamos que a modificacdo estrutural de substancias biologicamente ativas ja existentes
é uma estratégia interessante economicamente que visa a obtencdo de novos farmacos a partir

de analogos estruturais possuindo propriedades farmacoldgicas aprimoradas.

Neste contexto e com base nos promissores resultados obtidos por nosso grupo ao
testar a atividade esquistossomicida da B-lapachona (1,2-naftoquinona) e considerando a
atividade antiparasitéria das tiossemicarbazonas, foram sintetizadas novas tiossemicarbazonas

derivadas de 1,2-naftoquinona.

A B-lapachona e seus derivados tiossemicarbazonas (3a-3h) foram avaliados quanto a
sua atividade esquistossomicida, utilizando o praziquantel (10 pM) como controle positivo e
meio RPMI como controle negativo. Foram avaliados in vitro os efeitos sobre a motilidade,
desacasalamento e mortalidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos a

concentragdes crescentes da -lapachona e seus derivados.

Os vermes do controle negativo apresentaram durante todo o tempo de observacao,
ondas caracteristicas e movimentos peristalticos ao longo do corpo, com ocasional aderéncia
da ventosa ventral a placa de cultura. Os vermes do controle positivo apresentaram imediata
paralisia espastica mostrando o corpo encurtado e assumindo majoritariamente a forma de

meia-lua. Em 24 horas, todos vermes do controle positivo encontravam-se mortos (Tabela 8).

O efeito esquistossomicida foi apresentado pela B-lapachona e o derivado 3a. Em 24
horas, 58% dos vermes estavam mortos (score = 0) quando incubados com a beta-lapachona

na concentragdo de 50 uM. Essa atividade se mostrou dose-dependente, alcangando o efeito
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méaximo na concentracdo de 100 uM ainda nas primeiras 24 horas corroborando com efeito
obtido em trabalho anterior do grupo (AIRES et al., 2014b). O composto 3a apresentou o
efeito esquistossomicida a partir de 72 horas na concentragdo de 50 uM. Na concentracdo de

100 pM, 83% dos vermes estavam mortos em 120 horas.

O comportamento da -lapachona e seus derivados em separar machos e fémeas de S.
mansoni variaram de acordo com a concentracdo e o tempo de incubagdo. A B-lapachona e o
3f foram efetivos em separar os vermes de S. masoni e manté-los desacasalados em 24 horas

de incubacdo nas concentracGes de 50 uM e 25 UM, respectivamente.

Ambos, B-lapachona e 3f, neste mesmo intervalo, alcancaram efeito maximo na
concentracdo de 100 pM. Nessa mesma concentra¢do 3a alcangou efeito maximo no periodo

de 120 horas e 3e em 72 horas na concentragéo de 200 uM.

Durante as 120 horas de observacgédo todos os vermes de S. mansoni do grupo controle
negativo apresentaram movimentos tipicos caracterizados por ondas peristélticas ao longo do
corpo e contragdes das ventosas oral e ventral, com ou sem aderéncia a placa de cultura (score
=3).

Ap0s 24 horas de incubagdo com os derivados 3g e 3h, em todas as concentragdes, 100
% dos vermes apresentaram redugdo da motilidade com diminuicdo da frequéncia das ondas e
movimentos peristalticos, além da incapacidade de adesdo a superficie da placa através das
ventosas (score = 2). Esse comportamento também foi observado com os derivados 3a na
concentra¢do 25 UM e com os derivados 3b, 3c, 3e, 3f, na concentracdo de 100 uM apéds 24

horas.
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uistossomicida in vitro da B-lapachona e dos derivados 3a-3h

24 Horas 72 horas 120 horas
(%) | Percentual (%) de vermesno | (%) | Percentual (%) de vermesno | (%) | Percentual (%) de vermes no
Grupos Doses score de motilidade score de motilidade score de motilidade
DV 0 1 2 3 DV 0 1 2 3 DV 0 1 2 3
Controle PZQ
Positivo 10puM 0 100 - - - 0 100 - - - 0 100 - - -
Controle RPMI 0 - - - 100 0 - - - 100 0 - - - 100
Negativo
12,5 uM 0 - - - 100 0 - - - 100 0 - - - 100
25 uM 0 - - - 100 0 - - - 100 0 - - - 100
B-lapachona | 50 uM 17 58 42 - - 83 100 - - - 100 100 - - -
100 uM | 100 | 100 - - - 100 | 100 - - - 100 100 - - -
200 uM | 100 | 100 - - - 100 | 100 - - - 100 100 - - -
12,5 uM 0 - - - 100 0 - - 8 92 0 17 8 75 -
25 uM 0 - - 100 - 0 0 58 42 - 33 17 58 25 -
3a 50 uM 0 - - 100 - 0 8 50 42 - 50 42 58 - -
100 uM 0 - - 100 - 0 33 50 17 - 100 50 25 25 -
200 uM 0 - - 100 - 0 42 33 25 - 100 83 17 - -
12,5 uM 0 - - - 100 0 - - 100 0 - - - 100
25 uM 0 - - - 100 0 - - - 100 0 - - - 100
3b 50 uM 0 - - - 100 0 - 8 17 75 0 - 8 17 75
100 uM 0 - - 100 - 0 - - 100 - 0 - - 100 -
200 uM 0 - - 100 - 0 - 8 92 - 0 - 33 67 -

DV: desacasalamento dos vermes. Score de motilidade: 0 (morto); 1 (poucos movimentos ou sem movimento, porém vivo); 2 (diminui¢cdo dos movimentos
normais); 3 (movimentos normais).



Continuacdo Tabela 8 — Avaliacdo Esquistossomicida in vitro da B-lapachona e dos derivados 3a-3h

108

24 Horas 72 horas 120 horas
(%) | Percentual (%) de vermesno | (%) | Percentual (%) de vermes no (%) | Percentual (%) de vermes no
Grupos Doses score de motilidade score de motilidade score de motilidade
DV | O 1 2 3 DV 0 1 2 3 DV 0 1 2 3
12,5 uM 0 - - - 100 25 - - 75 25 25 - 8 92 -
25 uM 0 - - 50 50 25 - - 67 33 25 - 67 33 -
3c 50 uM 0 - - 75 25 50 - - 75 25 50 - 17 83 -
100 uM 0 - - 100 - 50 - - 100 - 50 - 75 25 -
200 uM 0 - - 100 - 67 - - 100 - 83 - 67 34 -
12,5 uM - - - - - - - - - - - - - - -
25 uM - - - - - - - - - - - - - - -
3d 50 uM - - - - - - - - - - - - - - -
100 uM - - - - - - - - - - - - - -
200 uM 0 - - - 100 0 - - 42 58 0 - 50 50 -
12,5 uM 0 - - - 100 0 - - - 100 0 - - 100
25 uM 0 - - - 100 0 - - - 100 0 - 50 - 50
3e 50 uM 0 - - - 100 0 - 33 8 58 0 - 100 - -
100 uM 0 - 50 50 - 50 - 50 50 - 50 - 100 - -
200 uM 0 - 42 58 - 100 - 100 - - 100 - 100 - -

DV: desacasalamento dos vermes. Score de motilidade: 0 (morto); 1 (poucos movimentos ou sem movimento, porém vivo); 2 (diminui¢cdo dos movimentos
normais); 3 (movimentos normais).
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24 Horas 72 horas 120 horas
(%) | Percentual (%) de vermesno | (%) | Percentual (%) de vermesno | (%) | Percentual (%) de vermes no
score de motilidade score de motilidade score de motilidade
Grupos Doses

DV | O 1 2 3 DV 0 1 2 3 DV 0 1 2 3

12,5 uM 0 - - 100 17 - - - 100 17 - - 42 67

25 uM 17 - - 100 33 - - - 100 50 - - 100 -

3f 50 uM 66 - - 100 84 - - 50 50 84 - - 100 -
100 uM | 100 - - 100 100 - - 100 100 - - 100 -

200 uM | 100 - - 100 100 - - 100 100 - - 100 -

12,5 uM 0 - - 100 - 0 - - 100 - 0 - - 100 -

25 uM 0 - - 100 - 0 - - 100 - 0 - - 100 -

39 50 uM 0 - - 100 - 34 - - 100 - 83 - - 100 -
100 uM 16 - - 100 - 34 - - 100 - 100 - - 100 -

200 uM 0 - - 100 - 50 - - 100 - 83 - - 100 -

12,5 uM 0 - - 100 - 17 - - 100 - 50 - - 100 -

25 uM 0 - - 100 - 34 - - 100 - 50 - - 100 -

3h 50 uM 0 - - 100 - 50 - - 100 - 67 - - 100 -
100 uM 0 - - 100 - 75 - - 100 - 83 - - 100 -

200 uM 0 - - 100 - 83 - - 100 - 83 - - 100 -

DV: desacasalamento dos vermes. Score de motilidade: 0 (morto); 1 (poucos movimentos ou sem movimento, porém vivo); 2 (diminui¢cdo dos movimentos

normais); 3 (movimentos normais).
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A B-lapachona e seus derivados, 3a e 3e, causaram diminui¢do significativa na
motilidade dos vermes, apresentando apenas movimentos nas extremidades (score = 1). Apés
24 horas, a PB-lapachona e o derivado 3e mostraram esse efeito em 42% dos vermes na
concentracdo de 50 UM e 200 uM, respectivamente. O composto 3e, na mesma concentracao
e apos 72 horas, apresentou 100% dos vermes no score 1. Vermes incubados com 3a também
apresentaram diminuicdo significativa na motilidade exibindo apenas movimentos nas

extremidades a partir da concentracdo de 25 puM, apos 72 horas.

O tegumento do S. mansoni esta envolvido no processo de protecdo contra o sistema
imune do hospedeiro, aléem ser essencial na nutricdo, excrecdo, osmoregulacdo e transducédo
de sinais o que o torna alvo para acdo de drogas (MANNECK; HAGGENMULLER;
KEISER, 2010). A B-lapachona e o derivado 3a causaram nos vermes alteragdes tegumentares
perceptiveis em microscopia Optica. Ambos ocasionaram a formacgdo de bolhas ao logo do
tegumento do verme, mas apenas aqueles incubados com a [-lapachona apresentaram
descamacédo do tegumento. Aires e colaboradores (2014) j& haviam analisado as alteracGes
tegumentares, através de microscopia eletronica, causadas pela exposi¢do a [-lapachona
durante intervalo de 24 horas. Descamagdo, erosédo do tegumento e outras alteragdes foram
observadas tal como foi observado pela acdo da miltefosina e mefloquina (BERTAO et al.,
2012; HOLTFRETER et al., 2011). Como sugerido por todos os autores, nos também
consideramos que a beta exibe sua propriedade esquistossomicida interferindo na estabilidade

da membrana e integridade estrutural do tegumento.

5.2.2 AVALIACAO MICROBIOLOGICA
Dos nove compostos testados, a B-lapachona apresentou o melhor resultado com

CIM igual a 64 pg/mL para todos os micro-organismos avaliados (Figura 23), enquanto
que os derivados apresentaram CIM > 128 pg/mL. Macedo e colaboradores (2013), em
trabalho recente com 0s mesmo micro-organismos, encontraram que eles séo resistentes a
diversos antibidticos como ampicilina, cefoxitina, ciprofloxacino, gentamicina, amicacina
entre outros. Quanto aos resultados, estes foram comparados aos obtidos por Macedo e

colaboradores (2013), e verificamos que os valores da CIM dos derivados obtidos neste
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trabalho foram inferiores ou iguais aos encontrados para a ampicilina e cefoxitina frente as

mesmas cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MACEDO et al., 2013).

Figura 23 — Placa de cultura da B-lapachona na concentracéo de 64 pug/mL.

A diminuicdo da atividade dos derivados em relagdo a B-lapachona demonstrou
que a inser¢do da por¢do da tiossemicarbazona na B-lapachona ndo aumenta a atividade,
apesar destas moléculas possuirem atividade antimicrobiana reconhecida quando
utilizadas separadamente. A diminuicdo da atividade anti-SARM pode ser explicada pela
alteragdo do nucleo quinondico da [-lapachona através da insercdo da porgdo
tiossemicarbazida na carbonila do C-6 (Figura 26). O sistema quinondidico, préprio das
naftoquinonas, confere uma caracteristica marcante dessa classe que é o potencial redutor
e, consequente, capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio em sistemas bioldgicos
(HILLARD et al., 2008).

Abreu e colaboradores (2005), em estudo eletroquimico da B-lapachona e de seus
diazoderivados, demonstraram que a substituicdo da carbonila C-6 pela porcao
diazoquinona, diminuiu o carater oxidativo do derivado em relagdo ao seu precursor (-
lapachona) reduzindo assim a atividade antimicrobiana (DE ABREU et al., 2005). Dessa

forma, mesmo a tiossemicarbazona possuindo a atividade antibacteriana, parece que sua
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acdo ndo sobrepds a perda da atividade oxidante obtida com a alteragdo do nucleo

quinonaico.

(6] NHR

NH

\

Figura 24 — Modifica¢do do nucleo quinonoico da p-lapachona.

Os resultados encontrados no presente trabalho para a B-lapachona corroboram aos
encontrados por Macedo e colaboradores 2013, embora para algumas cepas a diferenca

seja de quatro diluigdes.

Apesar dos derivados sintetizados ndo terem demonstrado atividade
antimicrobiana, a obtencéo destas moléculas foi salutar uma vez que o desenvolvimento
da resisténcia destas cepas aos antimicrobianos € alta e a terapia limitada a utilizacdo de
apenas trés agentes antimicrobianos (teicoplamina, vancomicina, e a linezolida). Isto é
mais preocupante porque deste pequeno arsenal terapéutico disponivel, foram,
recentemente, relatados na literatura casos de cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a vancomicina (RICHTER et al., 2011; VIDAILLAC et al., 2013).
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6.CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
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Neste trabalho foram sintetizados 8 novas tiossemicarbazonas derivadas da -
lapachona (3a-3h) através de metodologias sintéticas faceis, utilizando tanto o aquecimento
convencional como o por irradiagdo de micro-ondas, e metodo de purificagdo simples.
Entretanto, os derivados 4-tiazolidinonas ndo foram obtidos apesar das diversas tentativas

realizadas.

Todos os derivados apresentaram rendimentos superiores a 75% quando utilizado o
método por irradiacdo de micro-ondas, exceto 0s compostos 3g e 3h que exibiram
rendimentos de 10% e 61,3%, respectivamente. A maioria dos derivados apresentou tempo
reacional entre 2-5 minutos. Isto demonstra que a metodologia por irradiacdo por micro-ondas

é eficaz, versatil e rapida para a obtencdo, com bom rendimento, da maioria dos derivados.

Na metodologia convencional, a maioria dos compostos foram obtidos com
rendimentos acima dos 76%, exceto o 3a, 3b e 3c que exibiram rendimentos entre 30 e 51%.
Os tempos reacionais variaram entre 1 hora para o composto 3h e 5 dias para o derivado 3b. A
metodologia convencional apesar dos tempos reacionais mais longos apresenta-se como um

modo eficaz para a obtengdo da maioria dos compostos com rendimentos satisfatorios.

Apbs serem caracterizados pelos métodos espectroscépicos de RMN*H, RMN*C, 1V
e massa de alta resolugdo e suas propriedades fisico-quimicas serem determinadas todos 0s
derivados e a [-lapachona passaram por avaliagdo do potencial antimicrobiano e

esquistossomicida.

Os derivados foram avaliados frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (SARM) e apresentaram concentragdo inibitéria minima (CIM >128 ug/mL) acima
da obtida com a B-lapachona (CIM > 64 ug/mL). No entanto, o valor da CIM apresentada
pelos derivados ¢ inferior aquela apresentada pela ampicilina (CIM > 512 ug/mL),
medicamento comercial utilizado na clinica. Vale salientar que houve dificuldade na

solubilizagio dos compostos 3a-3h o que pode ter interferido no resultado final do teste.

Na avaliacdo in vitro frente a vermes do Schistosoma mansoni, dentre os derivados, 3a
apresentou atividade esquistossomicida. Os derivados 3a, 3¢ e 3f, assim com a [-lapachona,
alcancaram efeito maximo no desacasalamento dos vermes durante o periodo de exposicao.

Os compostos 3a, 3c, 3e, 3g e 3h mostraram efeito sobre a motilidade dos vermes, porém o0s
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derivados 3a e 3e exibiram efeito mais significativo levando os vermes a diminui¢do severa

da motilidade.

Como perspectiva temos o planejamento de novas reagdes para a sintese dos derivados
com o ciclo 4-tiazolidinona. Obter complexos de inclusdo dos compostos sintetizados com a
metil-B-ciclodextrina, com a finalidade de melhorar a solubilidade dos derivados para a
realizacdo das atividades biologicas.

Em relagdo a atividade esquistossomicida, o passo seguinte serd a realizacdo de ensaio
de citotoxicidade baseado no brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio
(MTT) para avaliar a viabilidade do Schistosoma mansoni ap0s o tratamento com o derivado
3a, unico a apresentar atividade esquistossomicida. E, em seguida, realizar uma analise ultra-
estrutural dos vermes de S. mansoni através de microscopia eletronica de varredura, para
analisar as lesdes tegumentares provenientes da exposi¢do aos derivados, principalmente ao

composto 3a.
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(2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-

derivado 3a:

Espectros

Anexo 2

carbotioamida

benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)hidrazina

Infravermelho
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(2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-

Espectros derivado 3b:

benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida
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(2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-

derivado 3c:

Espectros

Anexo 4

benzo[h]chromen-6(5H)-ilideno)-N-metil-hidrazina-carbotioamida

Infravermelho
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(2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-

Anexo 5 — Espectros do derivado 3d:

benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)-N-etil-hidrazina-carbotioamida
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Massa de alta resolucéo
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RMNH
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(2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-

Anexo 6 - Espectros do derivado 3e:

benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)-N-(4-nitrofenil)hidrazina-carbotioamida
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Massa de alta resolucéo

Generic Display Beport
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RMNH
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> (2)-N-(4-clorofenil)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-

Anexo 7 — Espectros do derivado 3f

diidro-2H-benzo[h]chromen-6(5H)-ilideno)hidrazina-carbotioamida
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Massa de alta resolucéo
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Generic Display Report
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(2)-2-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-

Anexo 8 - Espectros do derivado 3g

benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)-N-(p-toluil)hidrazina-carbotioamida
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Anexo 9 — Espectros do derivado 3h: (2)-N-(2,4-diclorofenil)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-

diidro-2H-benzo[h]cromen-6(5H)-ilideno)hidrazina-carbotioamida
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Anexo 10 - Protocolo da Comisséo de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Cigncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
wwWw.ccb.ufpe.br

n

Recife, 31 de outubro de 2012.
Oficio n° 503/12

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Alexandre José da Silva

Departamento de Antibioticos

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.038385/2012-41

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Obtencdo por irradiagdo por micro-ondas, caracterizagdo da
atividade esquistossomicida de derivados 4-tiazolidinénicos de naftoquinonas”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem

realizados.

Origem dos animais: Biotério do LIKA - UFPE; Animais:

Camundongos; Linhagem: Swiss Webster, Sexo: fémeas: (/ .

Idade: 28 dias; Peso: 25+2g; Nimero de animais previsto O//L/\/U“J 77
I

no protocolo: 75 Prof esaJansem
7&){ idente do CEEA

CCB: Integrar para desenvolver
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The present study provides, for the first time, conclusions on the in vitro schistosomicidal propertes of
f-lap. Adult male Schistosoma mansoni worms of the BH strain were used for the study. Motility, mortal-
ity, cell viability and alterations in the tegument were employed as schistosomicidal parameters. Alter-
ations in motility were observed 6 h after incubation in concentrations of 50 and 100 pM. p-lap
decreased significanty the worm viability, reducing the formation of formazan in 17.7% 274% and
54.8% at concentrations of 25, 50 and 100 pM, respectively. Mortality in concentrations of 50 and
100 M wias of 67% and 1004, respectively, after 24 h. The death of the parasite was preceded by progres-
sive surface membrane damage, characterized by tegument peeling, spine reduction and erosion, blister
formation and rupture, and the emergence of holes In addition to this, in the anteror portion, intense
general edema, areas of cracking with a wrinkled surface, furrows and a fibrous appearance were also
observed. The results of the present study thus provide a sound basis for further in-depth studies of
the schistosomicidal properties of f-lap, both in the laboratory and in the field.
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1. Introduction

Human schistosomiasis, a chronic disease caused by trematode
blood-dwelling worms of the genus Schistosoma, is considered one
of the most prevalent and debilitating neglected diseases in
tropical and subtropical areas. It is estimated to be endemic in
78 countries and territories, where 779 million people are at
constant risk of contracting the disease, and approximately 239
million are actually infected. From these numbers, 120 million
are symptomatic and 20 million have serious consequences;
280,000 people die every year due to this disease (Utzinger et al.,
2009; WHO, 2012). Typically, disease pathology results from the
inflammatory granulomatous reaction triggered in response to
parasite egg deposition in the hepato-splenic system and gastroin-
testinal tract { Gryseels et al., 2008).

Despite all the research conducted so far, there are no effective
vaccines against parasitic diseases, including schistosomiasis. So
treatment with drugs is still the only effective way to control the
infection (Bethony et al, 2011; McWilliam et al., 2012). Currently,
praziquantel {PZ(}) is the only drug recommended for the treat-
ment and control of schistosomiasis. PZQ is highly effective against
all schistosome species that are known to infect humans and is
well-tolerated, making it suitable for mass treatment campaigns.
Although it is safe and effective, it is unsettling to have only one
drug available to treat a disease in expansion and which affects
millions of people, especially since strains of Schistosoma are devel-
oping low sensitivity andfor resistance to PZ0) (Abdul-Chani et al,
2009). Indeed, Schistosoma mansoni isolates with reduced suscepti-
bility to PZQ have already been identified (Melman et al., 2009),
Therefore, the widespread use of FZ() in endemic zones with the
emergence of drug-resistant Schistosoma, in addition to the lack
of another effective antischistosomal drug raises urgency in the
development of new compounds with a schistosomicidal potential

Efforts have been undertaken in an attempt to find natural bio-
active compounds that can be used in the treatment of parasitic
diseases. Among these compounds, the naphthoquinones have
emerged as promising subjects of the medicinal chemistry research
due to their structural, pharmacological and biological properties.
Reactive oxygen species (ROS) generated by these compounds lead
to oxidative stress and subsequently to parasite death (Finto and
Castro, 2009). p-Lapachone (f-lap, Fig. 1) (3.4-dihydro-2,
2-dimethyl-2H-naphthol [1.2-b] pyran-56-dione) is a lipophilic
naphthoguinone, a semi-synthetic analogue to the lapachol com-
pound obtained from the bark of trees of the families Bigonioceae
and Verbenaceoe, which are commonly found in many areas of
Brazil (Pinto and Castro, 2009),

B-lap is raising huge interest for its powerful therapeutic prop-
erties against various diseases, including cancer, diabetes, obesity,

o]

Fig. 1. Chemical structures of f-apachone

and cardiovascular disease { Dong et al., 2009; Hwang et al., 2009;
Kim et al., 2009). There is no doubt that its antineoplasic properties
have generated the greatest expectations for their molecule, which
is currently under active clinical investigation. In vitro and in vivo
studies have shown that p-lap inhibits conventional therapy-
resistant tumors, particulary the proliferation of slow-cell-cycle
neoplasms, causing selective apoptosis in cancer cells related to
the cellular activity of NAD{ P)H:quinone oxidoreductase (NQO1).
Phase Il human clinical trials for head and neck cancer and
leiomyosarcoma treatment have already been successfully com-
pleted (Kawecki et al., 2007; Hartner et al., 2007; Siegel et al,
2012). p-lap has been reported to have anti-Trypanosoma cruzi
{Menna-Bamreto et al., 2007; Salas et al, 2008; Ferreira et al,
2011), anti-Plasmodium (Andrade-Meto et al, 2004; Pérez-5acau
et al., 2005), anti-inflammatory (Sitonio et al., 2012}, antibacterial
(Silva et al, 2009; Lourengo et al., 2011), antifungal (Medeiros
et al, 2010) and antiviral properties (Schuerch and Wehri, 1978;
Li et al., 1993),

Regarding the anti-5 mansoni properties of the naphthogui-
nones, Pinto et al. (1997) assessed the topical action of some of
their derivatives, including p-lap, on blocking the penetration of
cercariae in mice. Naphthoguinone derivatives inhibit aerobic
glycolysis in adult S. mansoni worms (Edingl et al., 1947), showed
in vitro schistosomicidal activity against adult worms
{Lorsuwannarat et al,, 2013; Zhang and Coultas, 2013), mollusd-
cidal activity against the adult snail and snail egg masses of Biom-
phalaria glabrata (the intermediate hosts of 5. mansoni) and activity
against cercariae (S. mansoni) (Lima et al., 2002; Camara et al,
2008; Ribeiro et al, 2009; Zhang and Coultas, 2013). The present
study investigated the antischistosomal properties of p-lap,
providing the first in vitro study that demonstrates and describes,
using scanning electron microscopy, its ability to cause severe
membrane damage in adult 5. mansoni worms. Furthermore, we
demonstrate that the p-lap-induced membrane damage effectively
killed adult worms.

2. Materials and methods
2.1. Compounds

p-lap was synthesized in the Department of Antibiotics of the
Universidade Federal de Permambuco - UFPE from lapachol
extracted from the sawdust Tobebuio avellanedoe, according to
the methodology described by Lima et al (1962). Praziquantel
and all other analytical grade or cell culture reagents were pur-
chased from Sigma Chemical Co. (5t. Louis, MO, USA).

2.2 Ethical considerations, animals and infection

After approval by the Animal Experiments Ethics Committee of
UFPE (23076,020127/2010-47), ten 30-day old male Swiss mice,
weighing 28 +2g, were percutaneously infected (Olivier and
Stirewalt, 1952) with about 120 cercariae of 5. mansoni (BH strain),
maintained at the Schistosomiasis Experimental Laboratory of the
Keizo Asami Immunopathology Laboratory - LIKAJUFPE and UFPE's
Department of Tropical Medicine. Mice were obtained and kept in
the LIKA pound, in a controlled environment (20 +2°C 12 h day-
light cycle) with free access to food (Labina®[Purina, 530 Paulo-
SP) and water ad libitum.

2.3, In vitro studies with 5. mansoni

Sixty days after infection the mice were euthanized by cervical
sprain and the worms were aseptically recovered by perfusion of
the portal system and mesenteric veins with sterile saline (0.9%

184
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MNaCl wjv) (Smithers and Terry, 1965), Only intact male worms
were immediately transferred to an RPMI 1640 medium supple-
mented with 20mM HEPES, 100 pgimL penicillin, 100 pgimL
streptomycin and 10% fetal bovine serum, being rinsed twice with
this medium. Then, the worms were distributed in 24-well culture
plates with 2 mL of this medium (two male worms per well) and
incubated at 37°C in a humid atmosphere containing 5% CO,.
Two hours after incubation, to enable the adaptation of the worms,
p-lap was added to a final concentration of 12,5, 25, 50 or 100 pM
(from a stock solution of 1 mM in RPMI 1640/1.5% dimethyl sulfox-
ide { DMS0)). The control worms were assayed in RPMI 1640 med-
ium with 1.5% DMSO as a negative control group and in 10 pM PZ0)
as a positive control group. All expenments were performed six
times (n=12 worms by study group) and repeated at least two
times.

2.4 Antischistosomal evaluation criteria

2.4.1. Motility and survival

An inverted microscope and a stereomicroscope were used to
evaluate the motility and survival of worms monitored at 3, 6, 18
and 24 h of incubation Motility and survival of worms were
assessed according to the criteria scored in a viability scale of
0-3 proposed by Horuchi et al. (2005). The scoring system was
as follows: 3, complete body movement; 1.5, partial body move-
ment or immaobile but alive; and 0, dead. Treatment was consid-
ered lethal whenever no worm movement was observed for
more than 2 min.

2.4.2 Viability assay

The viability of 5. mansoni after treatment was determined by
cytotoxicity assay based on the 344,5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), according to conditions pre-
viously reported by Bertdo et al. (2012). Briefly, two male worms
were placed in individual wells on 96-wells plates containing
100 pL of MTT (5 mg/mL in phosphate-buffered saline, PBS) and
incubated at 37 °C for 30 min. Thereafter, the MTT solution was
replaced by 200 pL DMSO, with the purpose of dissolving the pur-
ple crystals of formazan, and the optical density measured at
550 nm, in a microplate reader (MG80, Bio-Rad Laboratories,
Inc.). Again, as control groups, pairs of 5. mansoni were incubated
in the presence of 1.5% DMSO in RPMI 1640 (negative control), or
exposed to 10 pM PZQ (positive control) for the same time inter-
vals and experimental conditions, All expeniments were carned
out in quadruplicate and repeated at least two times. The signifi-
cant differences were taken as p < 0.05. ICsop was calculated from
a dose-response inhibition curve fitted using the level of formazan
formation at each drug concentration. ICsy value was calculated
using Prism (Graphpad) computer software.

Table 1

24 3. Scanning electron microscopy

For ultrastructural analysis of p-lap activity against adult S
mansoni worms, scanning electron microscopy (SEM) was used.
Worms incubated in 50 or 100 pM B-lap for 3, 6, or 18 h were
sampled and fixed with 2.5% glutaraldehyde and 4% paraformalde-
hyde in a 0.1 M sodiumcacodylate buffer (pH 7.2) for 12 h at room
temperature (RT). Thereafter, samples were washed in the same
buffer and post-fixed with 1% (wjv) 0504 ina 0.1 M sodium caco-
dylate buffer (pH 7.2) for 1 h at RT. Specimens were then dehy-
drated with increasing concentrations of ethanol and then dried
with liguid CO; in a cotical point dryer machine (Hitachi HCP-2,
Hitachi, Japan). Treated specimens were mounted on aluminum
microscopy stubs and coated with gold particles using a FINE-
COAT 1100 ion-sputtering apparatus (JEOL, Tokyo, Japan). Speci-
mens were then observed and photographed using an electron
microscope (JEQL-25511, Tokyo, Japan).

244, Statistical analysis

Numeric data were analyzed with Graphpad Prism 5 software
(GraphPad Software, Inc, La Jolla - CA, USA), and they are
expressed as mean standard deviation (SD). Statistical differences
were determined by using one-way analysis of variance (ANOVA)
in conjunction with Turkey's test for single-step multiple compar-
isons. The significant differences were taken as p < 0.05.

3. Results
3.1. p-lap alters motility and viability of adult worms of 5. mansoni

Table 1 shows the motility score of S. manseni. During all obser-
vation intervals (3, 6, 18 and 24 h) the drug-free adult 5. mansoni
worms (negative control group) displayed peristaltic movements
and characteristic waves throughout the whole body, suckers in
constant movement and occasionally adhering to the bottom of
the culture plate (score = 3). PZQ (positive control group) caused
immediate loss of motility in worms leaving them clearly short-
ened. This effect persisted and became stronger with the passing
of time, making the worm have a half-moon shape. After 24 h of
exposure to PZQ), 83% of the worms has lost movement completely,
being then considered dead (score =0) and 17% showed slight
movements of the oral sucker and of the posteror extremity
(score = 1.5). p-lap, in the concentrations of 12.5 and 25 pM, did
not alter the motility of & mansoni in observation intervals. On
the other hand, after 18 h, 83% of worms exposed to 50 pM dis-
played a reduction in motility with impairment of peristaltic
movement and of the adhesion capacity of their suckers to the
bottom of the culture plates (score =1.5), and after 24 h, 67% of
the worms were dead (score =0). When exposed to 100 pM the
motility of worms was altered after 6 h of incubation. At this same

Motility scores for control, and worms treated with praziquante] (PEQ) and f-lapachone (f-lap) at different hours post-incubation.

Groups Mumber of worms Percent of worms (%) in motility scores after incubation
3h 6h 1&h 24h
3 15 o 3 15 o 3 1.5 L] 3 15 [i]
Control 12 100 100 100 100
FZQ
10pM 12 100 100 25 75 17 8
p-ap
125 pM 12 100 100 100 100
25uM 12 100 100 100 100
50 p 12 100 75 5 i7 83 33 67
100 uhM 12 100 42 58 75 25 100

3, movemnent of whole body; 1.5 movement of only one part of body or immobile but not dead; 0, dead.
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concentration, mortality was observed after 18 h and all the worms
were observed to have been killed after 24 h

p-lap, in concentrations of 25, 50 and 100 pM, reduces the
formazan formation meaningfully, in 17.7% 274% and 54.8%
respectively, when compared to the negative control group. The
concentration of f-lap can reduce 50% formazan formation (1C50)
was 61.33 pM (IC of 51.91 to 72.47). p-lap, 100 pM, was more
effective in causing inviability of worms that the concentration of
PZ0) used (Fig. 2).

32 Ultrastructural analysis of p-lap-induced surface damage in 5
mansomni

For the ultrastructural analysis we used worms incubated in
p-lap concentrations of 50 and 100 pM for 3, 6 and 18 h, once
throughout this interval these concentrations resulted in altera-
tions in motility and caused death. However, 24-h incubated
worms were not analyzed, because most of them were dead,
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Fig. Z. In vimra effects of f-lapachone ( f-lap) on the viability of the & mansoni adul
wormes. Pairs of adult warms were treated with samples in different concentrations
for 24 h, and the viability was measured by using the MTT aszay and the readout of
reduced formazan dye recorded at 550 nm. Worms controls were incubated in RPMI
1640 medium added 1.5% DMSOL Praziguante]l (POE, 10 pM) was used as positive
control groups. The viability was expressed as mean + 50 of the absorbance values
from four experiments. “p < L05, *“p <(L001 compared to coniral.

Worms incubated for 18 h in a supplemented RPMI 1640 med-
ium and 1.5% DMSO showed intact surface structure and topogra-
phy (Fiz. 3a-c). The surface of male schistosomes displayed the
gynecophoral canal (Fig. 3a) a longitudinal fold in the middle
and posterior body that houses the female for the purpose of mat-
ing and reproduction. The anteror portion is characterized by an
oral and a ventral sucker, smooth and cylindncal tegument with
numerous ciliated papillae (Fig. 3b). At a higher magnification of
the mid-dorsal region of the worms a large number of tubercles
with typical spines were observed; moreover, ciliated papillae,
dome-shaped papillae and tegumental parallel-aranged folds
were also observed (Fig. 3c).

The ultrastructural changes in adult schistosomes caused by
p-lap at concentrations of 50 and 100 pM at 3, 6and 18 h are given
in Figs. 4a-1i and 5a-i, respectively. f-lap had a clear effect on the
musculature of the worms, with dorsoventral curving at a concen-
tration of 50 pM (Fig. 4a, d, and g). This effect was more accentu-
ated at a concentration of 100 puM, at which the worms were
observed to shrnk, in time-dependent fashion, taking the form of
a corkscrew at 18 h(Fig. 5a, d and g).

After 3h of incubation with 50 pM of f-lap bubbles were
observed and a focal lesion in the tegument in the anterior region
of the worms (Fig. 4b) and small bubbles appeared in the surface
tegument of the worm forming focal lesions as a mass (Fg. 4c)
By € h after incubation focal lesions in various parts of the body
became more evident. Lesions were observed around the oral
sucker (Fig. 4e) and the lateral dorsal portion of the tegument with
reduced and eroded tubercle spines (Fig. 4f). By 18 h after incuba-
tion there was generalized swelling on the anterior portion and
extensive areas of cracking and bubbles (Fig. 4h). Severe alterations
in the tegument characterized by swelling, dislocation and erosion
of tubercles, the loss of spicules and widening of the parallel-
arranged folds were also observed (Fig. 4i).

The most significant tegument changes in the antenor portion
of the worms, when incubated with 100 pM of p-lap, were inten-
sive evolution of edema and curvature which created a wrinkled
surface with obvious furrows developing a fibrous appearance over
time (Fig. 5h, e and h). By 1 h after incubation, the tegument had
broken tubercles and loss of spicules ( Fig. 5c). After 6 h, there were
various blisters, some burst and an eroded section of the tegument
with exposure of subtegumental tissue (Fig. 5e and f). At 18 h, blis-
tering was observed along with obvious protuberance of the ante-
ror dorsal tegument with the emergence of coalesced folds (Fig. Sh
and i).

After 3 h of incubation with 10 pM PZ0), an obvious contraction
of longitudinal muscles occurred; the worms were curved and
shortened in appearance (Fig. Ga). The effect of PZ() after 6 h of

Fig. 3. (a—) Scanning electron microscopy (SEM) of the tegument of the adult male & masoni worms from the negative control group. Parasites incubated in maintenance
medium for 18 h; (a 140 =) showing gynecophoml channel (GC); (b, 500:) antefor portions showing oral sucker or acetabulum (05) and ventral sucker (VS); (c. 2000 )
dor=al region where tubercles (T), ciliated papillae (CP), dome-shaped papillae (DP) and tegumental parallel-arranged folds (TF) are visible.
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Fig. 4. (a-i) SEM images of adult male & mansoni worms exposed to 50 uM of fi-lap. At 3h (a 130x) showing dorsoventral curvature; (b, 500 x ) enlarged view of a showing

the anterior region with blobs and focal lesion on the tegument; (c, 2000 x

) dorsal surface showing a few small blobs asa mass (B); at 6 h(d, 133x) worms dorsoventrally

curved as in a; (e, 800x) enlarged view of anterior portion of d showing erosion of tegument (TE) around the oral sucker; (f, 2000x) lesions of the dorsal lateral tegument
showing erosion of tubercles; at 18 h (g, 130x) showing worm with more dorsoventral curvature than in a and d; (h, 1000x) the anterior part of the tegument swollen, deep
coalesced folds (PC) and areas of cracking (C) and blistering (B); (i 2000x) tegument tubercles eroded and loss of spicules.

incubation was marked by the presence of tubercles alongside loss
of spicules, blistering over the surface of the tegument and the
beginning of the appearance of holes on the tegument (Fig. 6b
and c).

4. Discussion

The tegument of the S mansoni is an important target for the
action of drugs, since it makes direct contact with the compounds.
The tegument is a barnier that isolates it from the external environ-
ment and ensures maintenance of vital functions. It is responsible
for absorbing nutrients, metabolizing lipids and cholesterol, tissue
proliferation and repair and the selective absorption of drugs
(Krautz_Peterson et al, 2007; Faghiri and Skelly, 2009; Pereira
etal, 2011). We hypothesized that p-lap may exhibit schistosomi-
cidal properties by interfering in the tegument structural integrity.
To test this hypothesis, we first established the concentration of
p-lap that is capable of altering the motility, causing death and
derail cells in the period of a 24 h exposure in vitro. Based on these
critenia, the concentrations of 50 and 100 uM were used to study,
through SEM, alterations in the surface of the integument of adult
male worms. So, we contribute with the first study that report the
anthelmintic effect of p-lap on S. mansoni adult worms.

Surface membrane damage and the number of dead parasites
were concentration- and time-dependent. Alterations in motility
began after 6h of incubation and total mortality of worms

occurred 24 h after treatment at a dose of 100 pM. During this
same time interval, 67% of the worms died ata 50 pM concentra-
tion. The cytotoxic activity of B-lap stands out over a wide range of
human tumor cells (Li et al., 2000; Kawecki et al., 2007; Hartner
et al, 2007; Dong et al,, 2009; Siegel et al, 2012) and also on
T. cruzi (Menna-Barreto et al., 2007; Salas et al,, 2008; Pinto and
Castro, 2009; Ferreira et al,, 2011). However, no cytotoxic effects
were observed on human peripheral blood mononuclear cells
(L et al, 2000). According to Miao et al. (2008), p-lap rapidly
disappeared from the whole blood within 30 min, however was
shown to be stable in plasma for 2 h. Other species, including
mouse, rat, dog, and monkey showed similar results. The rapid
disappearance of p-lap in whole blood could include sequestration
of p-lap in red blood cells, covalent binding of B-lap (and/or its
metabolites) to blood components, metabolism by enzymes in
blood, or a combination of the above processes.

p-lap caused paralysis and strong dorsoventral curvature in
addition to progressive surface membrane damage, characterized
by peeling, spine reduction and erosion, blister formation and rup-
ture, the emergence of holes and lesions of a fibrous appearance,
but the worms were not shortened like those exposed to PZQ
(Figs. 4g x 5g x 6a). The tegument changes induced by p-lap are
similar to those demonstrated in adult Schistosoma mekongi treated
with artesunate (Jiraungkoorskul et al., 2005), in Schistosoma hae-
matobium treated with combined atorvastatin and medroxypro-
gesterone acetate (Soliman and Ibrahim, 2005), and in S. mansoni

187



188

88 AdL Aires et dl./ Expenimental Parasitology 142 (2014) 83-90

Fig. 5. (a-i) SEM images of adult male S mansoni worms exposed to 100 uM of f-lap. (a, 187x) (d, 170x) (g 190x) the worms roll up to form, in g, a corkscrew shape. At3 h
(a 187 x) the womm rolled up dorsoventrally; (b, 500x) enlarged view of anterior portion of a showing swollen tegument and focal lesion (FL); (c, 2000« ) damaged tubercles
with loss of spicules and exposure of subtegumental tissue; at 6h (d, 170x) worm showing more intensive contraction than in a 600 x) enlarged view of d showing
contracted anterior portion (+), swollen tegument, presence of furrows (S) and damage to the lateral dorsal part of the tegument; (f, 2000 x) enlarged view of e showing
subtegumental layer and presence of blistering; at 18 h (g, 190x) worm severely curved domsoventrally; (h, 500x) enlarged view of anterior portion of g severely contracted
with swollen tegument showing deep furrows; (i, 2000x) enlarged view of h showing lateral dorsal tegument with presence of various blisters (B) and area with clear
protuberance (P)

Fig. 6. (a—) SEM imagps of adult male S. mansoni worms exposad to 10 uM of PZQ. At 3 h (a, 190x) showing worm severely contracted and shortened; at 6 h (b, 2000x)
tubercles with loss of spicules and emergence of holes in tegument; (c, 2000 ) blisters over surface of tegument juxtaposed with tubercles.

treated with artemether (Xiao et al, 1995) and PZQ (Xiao et al, that of females (Lorsuwannarat et al., 2013; Zhang and Coultas,
1995, 2000; Lorsuwannarat et al., 2013). 2013). Through SEM, Lorsuwannarat et al. (2013) describe that

Recently, 5-hydroxy-2-methyl-14-naphthoquinone, known as the alterations in the tegument brought about by PB include
plumbagin (PB) has proved to be active against adult S. mansoni edema, cracking and a wrinkled surface with furrows that become
worms, altering motility, mortality and the tegument. The effects apparently fibrous over time. In addition, Zhang and Coultas (2013)
of PB were dose- and time-dependent and the surface of the male describe adult male worms contracted and curved dorsoventrally,
parasites appeared to be more greatly damaged by the drugs than with disintegration of tubercles, decrease in the number of spines
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and emergence of holes on the surface when incubated in the pres-
ence of PB. These alterations are similar to those observed in our
study using p-lap (Figs. 4h and 5e and h). Moreover, PB caused
paralysis and muscle contractions, which led to the splitting of
the head from the tail of the 5. mansoni cercariae.

Other naphthoquinones, including f-lap, have been shown to be
active against other phases in the development of 5 mansoni. Pinto
et al. (1997) evaluated 23 naphthoquinone derivatives that topi-
cally inhibit the penetration of the 5. mansoni cercariae. From the
derivatives studied, 15 blocked the permeation and the group of
animals exposed to p-lap resulted in 100% blockage, meaning that
no single worm was recovered. Various studies have pointed out
the importance of topical formulations that are able to block the
penetration of cercariae, since 5. mansoni infection depends on
penetration and adequate adaptation within the first 4-5 days in
strata of the definitive host's skin (Pinto et al., 1997; Kasny et al.,
2007; Haas et al., 2008). Naphthoguinone derivatives inhibit of aer-
obic glycolysis in adult 5 mansoni worms (Edingl et al, 1947) and
are also active against 5. mansoni's intermediate host These com-
pounds kill adult snails and the spawn of B. glabrata (Lima et al.,
2002; Camara et al, 2008; Ribeiro et al, 2009; Zhang and
Coultas, 2013).

Despite extensive studies, the exact action mechanism of PZ0) is
still mot fully understood. However, it is known that PZ0) first
causes rapid inflow of calcium, which induces spasmodic contrac-
tion of worm musculature. Then the tegument undergoes major
destruction resulting in the death of the parasites Doenhoff et al,
2008, 2009, In the case of p-lap exposure, the progressive surface
membrane damage does not appear to be directly related to the
inflow of calcium, since g-lap inhibits the inflow of Ca** and causes
efflux of these ions. It is known that the futile cycling of p-lap cat-
alyzed by NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1) using NADH
or NADFH as an electron source leads to progressive NMADH or
MADPH depletion, which in tum induces massive Ca** release from
the endoplasmic reticulum to the cytosol, causing apoptosis
(Tagliarino et al., 2001; Bentle et al., 2006).

f-lap, like other naphthoguinones, affects the mitochondrial
functioning by redox cycling-mediated oxidation (Witte et al,
2004), inducing internucleosomal fragmentation of DNA, release
of cytochrome ¢ and activation of caspase-3 (Li et al, 1999;
Menna-Bamreto et al, 2007; Salas et al, 2008). The enzymatic
reduction in situ {redox cycle) leads to massive reactive oxygen
species (ROS) production, inducing cytotoxicity and tissue injuries
(Park et al, 2011). The increase in ROS and H,0. alters the
antioxidant defenses of 5§ mansoni, by causing depletion of the
glutathione reserve by oxidizing reduced glutathione (GSH) to
oxidized glutathione (GSSG), resulting in the proteic disorganiza-
tion and lipid peroxidation, which would cause the death of the
worm (Azza et al, 2005; Kuntz et al, 2007; Seif el-Din et al,
2011}, Despite several studies on f-lap's action mechanism in
different experimental models, information about their schistoso-
micidal activity is still not understood. However, as numerous
mitochondna are distributed throughout the tegument of 5. man-
soni and they are the main target of the damages caused by ROS
(Mei et al, 1996), we suggest that this is a possible route of
action f-lap on the tegument of 5 mansoni in the same way as
suggested by Lorsuwannarat et al. (2013) to study the naphtho-
quinone PB.

New drugs with potential anti-5 mansoni properties are being
identified every day and often serve as models for possible
molecular alterations that result in more effective and less toxic
compounds. The present study is the first to present S mansoni
as a new target for p-lap. We have demonstrated the susceptibility
of adult male worms of the BH strain. Studies on adult females
worms should be performed, as well as detailed investigation will
be required to understand the molecular mechanisms underying

the antischistosomal activity of p-lap and to establish this drug
as part of the available arsenal of schistosomicidal compounds.
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The activity of B-lapachone (3,4-dihydro-2.2-dimethyl-2H-naphthol]1,2-b]pyran-5.6-dione, B-lap)
against different stages of Schistosoma mansoni was investigated in mice. Mice infected with 50 cer-
cariae (BH strain) were intraperitoneally treated at a dose of 50 mg/kg for 5 consecutive days, starting on
the 1st, 14th, 28th and 45th days after infection, to evaluate the effect of B-lap on skin schistosomula,
lung schistosomula, young worms (before oviposition) and adult worms [after oviposition), respectively.
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All animals were euthanized 60 days after infection. B-Lap significantly reduced (p< 0.001) the number
of worms in 29.78%, 37.2%, 24.2% and 40.22% when administered during the phases of skin schistoso-
mula, lung schistosomula, young worms and adult worms, respectively. Significant reduction was also
achieved in terms of female burden. In all groups, there was significant reduction in the number of eggs
and granulomas in the hepatic tissue. When the intervention was performed during the phase of adult
worms, B-lap reduced the size of hepatic granulomas and changed the oogram pattern, lowering the
percentage of immature eggs and increasing the percentage of mature and dead eggs. Our data indicate
that B-lap has moderate antischistosomal properties. Its molecule may also be used as a prototype for
synthesis of new naphthoguinone derivatives with potential schistosomicidal properties. Further studies
with different formulations containing B-lap are needed to clearly establish the best dose and route of

administration and its mechanism of action against schistosomes.

@ 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Schistosomiasis is a chronic and debilitating disease caused
by worms of the genus Schistosoma. The infection is potentially
life-threatening with severe pathological manifestations in the
hepato-splenic system and gastrointestinal tract (Neghina et al,,
2009). It is included on the World Health Organization (WHO)'s
list of neglected diseases and has a significant economic and social
impact. It is estimated that 779 million people are at constant risk
of infection and 207 million are infected, of whom 120 million are
symptomatic, 20 million develop the chronic form and more than
500,000 die each year (5teinmann et al., 2006).
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Chemotherapy is the only immediate measure for reducing
the incidence and prevalence of schistosomiasis in endemic areas,
since, to date, there is no satisfactory vaccine against the parasite. At
present, praziquantel (PZQ) is the only drug recommended for the
treatment and control of schistosomiasis, although it is not active
against schistosomula and young worms and does not prevent
reinfection (Sabah et al., 1986; Doenhoff et al.. 2000). More than
100 million people are currently being treated with PZ0. The huge
demand for its use is confirmed not only by the high prevalence
of schistosomiasis, but by countless cases of reinfection which are
portrayed in an annual or semiannual basis. This leads to the devel-
opment of resistant parasites and consequently to a collapse in the
treatment of the disease. This has encouraged us to contribute with
new studies to preserve PZQ in the treatment of schistosomiasis.

B-Lapachone (3.4-dihydro-2 2-dimethyl-2H-naphthol[1,2-
b]pyran-5,6-dione, B-lap, Fig. 1) is a bicactive quinone, originally
isolated from the heartwood of trees of the Bignoniaceae family
(Tabebuia sp.). It can also be found in other families such as Ver-
benaceae, Proteaceae, Leguminosae, Sapotaceae, Scrophulariaceae
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Fig. 1. Chemical structure of B-lapachone.

and Malvaceae. The great interest in its study, including the
elucidation of mechanisms of action of compounds with quinoidal
structure is due to their multiple biological targets and their
widespread presence in nature {Hussain et al., 2007).

B-Lap is active against bacteria (Lourenco et al,, 2011; Kenneth
etal., 2012; Silva et al,, 2009), viruses (Schuerch and Wehrli, 1978;
Li et al,, 1993), fungus (Medeiros et al., 2010) and the protozoa
Plasmodium {Andrade-Neto et al., 2004; Pérez-5acau et al., 2005)
and Trypanosoma (Menna-Barreto et al., 2007; 5alas et al., 2008;
Ferreira et al,, 2011). In addition to these effects, other bioactivities
of B-lap have been reported, such as the anti-inflammatory activity
(Sitbnio et al., 2012) and especially the powerful anticancer activ-
ity, displaying selective activity against various human cancers{Bey
et al., 2007 ; Moon et al., 2010).

The aim of this study was to describe the effect of B-lap in the
dewvelopmental stages of Schistosoma mansoni, based on parasito-
logical and histopathological criteria in a model using mice. In a
bibliographical survey, we found no studies on in vivo antischisto-
somal activities of B-lap, these activities being described here for
the first time.

Materials and methods
Animals

Female 5wiss albino mice, 30-day old, weight ~30g, were
obtained and kept in the Laboratory of Immunopathology
Keizo Asami pound, in a controlled environment (temperature
between 20+ 2=C, 12h daylight cycle), having free access to food
(Labina®{Purina, 530 Paulo, SP) and water ad libitum. All animal
experiments were conducted after the approval from the Ani-
mal Experiments Ethics Committee of the UFPE Protocol number
23076.020127j2010-47.

Infection of mice

The mice were infected with the BH strain of 5. mansoni main-
tained at the Laboratory of Immunopathology Keizo Asami of
the Federal University of Pernambuco (UFPE - Recife, PE, Brazil),
through successive passages in Biomphalaria glabrata and Swiss
mice. Cercariae from at least 80 shedding B. glabrata snails were
used to infect the mice. Each mouse was percutaneously infected
with 50 cercariae (Olivier and Stirewalt 1952).

Drugs

B-Lap was synthesized in the Department of Antibiotics of the
UFPE from lapachol extracted from the sawdust Tabebuia avel-
lanedae, according to the methodology described by Lima et al.

(1962). B-Lap was solubilized in 10% dimethyl sulfoxide (DMS0),
1% Tween 80 in saline solution. Praziquantel (PZ(Q) (Sigma Chemi-
cal, 5t. Louis, MO, USA) was suspended in 2% Cremophor EL in saline
solution.

Treatment protocol

‘While planning the experimental design two criteria were taken
into account: (1) the onset of B-lap administration and (2) the
dose. The time of administration was used to take into account
the schistosome life cycle stages, because the time of exposure of
schistosomes to a drug may often be of greater importance than
the dose applied (Gonnert and Andrews, 1977). The mice were
randomly allocated into four experiment groups (ten mice each)
according to initiation of treatment. Treatment was started on the
1st, 14th, 28th and 45th day after infection to evaluate the follow-
ing stages of development: skinschistosomula, lung schistosomula,
young worms (stages before oviposition) and adult worms (stage
after oviposition) (Fig. 2).

B-Lap was injected intraperitoneally at a dose of 50 mg/kg of
bodyweight/day. The injections were administered during five con-
secutive days and freshly prepared before administration. The dose
used was based on experiments that describe the activities of B-lap
against other parasites (Andrade-Meto et al,, 2004).

Each experimental group treated with the B-lap was accompa-
nied by an untreated infected control group (ten mice each) that
received the drug vehicle only. A positive control group was estab-
lished to receive the reference drug PZ(), administered in the dose of
50 mgfkg/day, orally through gavage, from the 45th until the 49th
day after infection. This guideline ensures high parasitological cure
rate within the period in which the infection presents adult worms,
but there is no indication in periods in which the infection presents
immature worms. For these stages, there is no drug available to
treat schistosomiasis (Sabah et al., 1986; Doenhoff et al., 2000).

All animals were euthanized by cervical dislocation 60 days after
infection.

Parasitological parameters

Recovery of worms

The worms were recovered from the hepatic portal sys-
tem and mesenteric vessels through the technique described
by Smithers and Terry (1965). The percentage reduction in the
number of worms after treatment was calculated as follows: &
reduction=C— V/C = 100, where C=the mean number of parasites
recovered from infected untreated animals and V=the mean num-
ber of parasites recovered from treated animals.

Oogram pattern

Fragments from different sites in the small intestine were
removed and used to evaluate the development and maturation
of the 5. mansoni eggs, as described by Pellegrino et al. (1962).

(Owva count in hepatic tissue

To estimate the number of eggs per gram of hepatic tissue, a
sample of the liver with about 0.3 g was removed from the central
remaining part of the right lobe of each animal and processed sep-
arately using the potassium hydroxide (KOH) digestion technique
(Cheewver, 1968).

Hepatic histopathology and granuloma measurement

For each perfused mouse, a sample of the liver was removed
from the central part of the left lateral lobe and fixed in 10% buffered
formaldehyde and embedded in paraffin blocks to obtain thin his-
tological sections (5 pm) that were stained with hematoxylin and
eosin. Ten random fields per histological sample were used to count
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Schistosome stages in mice and freatment intervals corresponding
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Fig. 2. Design of the experiment. The mice were infected with 5. mansoni { 50 cercarize per mouse) on day 0 (} ). The B-lapachone treatment in the dose of 50 mg/kg/day was
started on the 1st, 14th, 28th and 45th days after infection. The administration was done intraperitoneally for five consecutive days. All animals were euthanized 60 days

after infection {11

the average number of granulomas which were evaluated histolog-
ically using light microscopy. Twenty granulomas of each animal
containing a single central egg were randomly selected and used
to determine the average diameter of granulomas by measuring
two perpendicular diameters transmiracidial at the average level
of the egg (Phillips et al., 1977). Images were obtained by using an
optical microscope connected to a digital camera and a computer
system (Motic Images Plus 2.0 ML™ ). All analyses were performed
by double-blind observers.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 3.02.
Data were expressed as the mean+35D. All variables were com-
pared using Student’s t-test. In all cases, results were considered
significant at p<0.05.

Results
Effect of f-lap on different development stages of 5. mansoni

Among the control groups used in the study, there were no sig-
nificant differences in the total number of worms (overall average,
2279+293; p=0.64) and female worms (overall average, 10.09;
p=10.91), showing uniformity on the infection.

The administration of B-lap in mice harboring different devel-
opment stages of 5. mansoni - skin schistosomule (1 day after
infection), lung schistosomula (14 days after infection), young
worms (28 days after infection) and adult worms (45 days
after infection), significantly reduced (p < 0.001) the overall worm
burden by 29.78%,37.2%, 24.2% and 40.22% respectively, when com-
pared to the control group. A similar percentage reduction was also
achieved in the recovery of female worms for the same schemes
of therapeutic intervention. When analyzing the number of eggs
per gram of hepatic tissue, B-lap induced significant reductions
(p=0.001) of 32.71%, 42.07%, 34.64% and 48.01% were achieved
when the drug was administered on the 1st, 14th, 28th and 45th
day after infection, respectively. The PZQ) dose used, in 45-day-
infected mice, showed high percentage in reducing the overall rate
of worm burden (94.66%) and worm burden females (93.66%) and
a reduction of 65.78% in the hepatic tissue egg load (Table 1).

In all groups treated with B-lap, intestinal tissue samples exhib-
ited 5 mansoni eggs at all development stages as was seen in the
control groups (data not shown ). However, during the adult worms
stage, compared to control, B-lap and PZQ) significantly reduced
the percentage of immature eggs in 20% and reaching zero per-
cent, respectively. Even at this stage, both B-lap as PZQ significantly

increased the percentage of dead eggs, however this effect was
more evident with PZQ. Regarding mature eggs p-lap increased in
13.2% while PZQ reduced in 25.18% (Fig. 3}

Effect of B-lap on hepatic schistosomotic granuloma

The hepatic lobular architecture was found to be preserved
in both control and treated mice. Histopathological examination
of the hepatic tissue sections in control groups exhibited typical
inflammatory granulomatous reaction in the hepatic parenchyma
and portal tract with an infiltration of eosinophils, polymor-
phonuclear neutrophils, in addition to a few macrophages and
lymphocytes surrounding the egg (Fig. 4A and D). This profile of
inflammatory reaction was also seen in the groups treated with
B-lap during immature stages of the worm. When animals were
treated with PZQ or B-lap, 45 days after infection, the exudative
granulomatous reaction showed less eosinophilic infiltration, gran-
uloma circumscription and eggs degeneration more evidently than
in untreated infected controls (Fig. 4C and E).

There was significant reduction (p < 0.0001) in the average num-
ber of hepatic granulomas in all the groups treated with B-lap or
PZ(Q) (Table 1). Fig. 4A and B shows the difference in the numerical
density of periovular granuloma distributed in the hepatic tissue of
untreated-infected mice and mice treated with B-lap 45 days after
infection, respectively.

Only the group treated with the B-lap 45 days after infection
showed significant reduction of 25.8% in the average diameter of
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Fig. 3. Effects of P-lapachone (B-lap) and praziquantel (FZ0Q), administered from
the 45th until the 49th day after infection, on percentage of eggs developmental
stages (oogram patterns) in mice infected with 5. mansoni.

Control
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Fig. 4. Histological sections of hepatic tissue of mice infected with S. mansoni showing periovular hepatic g

Average diameter ofthe T
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Control p-lap

1 and mean di of gr (graphic) per

treatment. (A) 40x and (D) 100x, control group; (B) 40x and (E) 100x, B-lap, 45 days after infection; (C) 100x, PZQ. (Arrows) inflammatory infiltrate around eggs and
(arrows head) granuloma coalescence. In (F) B-lap, 45 days after infection, showed statistical differences in diameter of granuloma in comparison to the control group,

*p<0.001.

the granuloma when compared to the untreated-infected control
groups, which was an average of 580.8 + 64.57 um (Fig. 4D-F). The
group treated with PZQ presented a slight reduction in the granu-
loma diameter, but not a significant one (Fig. 4C and F).

Discussion

We have found that B-lap interferes in the life cycles of the
S. mansoni acting against: skin schistosomula, lung schistoso-
mula, young worms and adult worms. In the therapeutic regimen
adopted, B-lap caused significant reductions in loads of worms and
hepatic tissue eggs, number and size of granulomas and changed
the pattern of oogram. For this evaluation we used the BH strain,
which is native from Minas Gerais and predominates in endemic

regions in Brazil (Zuim et al,, 2012), a country with about six mil-
lion people infected and another 25 million at permanent risk of
contracting schistosomiasis (Lambertucci, 2010).

When a drug is used to suppress egg-laying, the oogram should
demonstrate a higher percentage of mature eggs, as a result of pre-
vious ovipositions (Pellegrino et al., 1962). This occurred in our
study when mice harboring adult worms were treated with B-lap.
In this group there was an exchange of percentages between imma-
ture and mature eggs, and a significant increase in dead eggs. In
the other experimental groups, B-lap did not changed the oogram,
since the intervention period occurred during the stages of schis-
tosomula and immature females. In addition, the ovicidal action of
PZQ caused inviability of eggs by retraction of miracidia, mostly of
mature eggs. The oogram exhibited a greater burden of dead eggs
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and a lower burden of mature eggs, corroborating with the results
of Mantawy et al. (2011).

The B-lap-induced reduction in the burden of eggs and granu-
lomas in hepatic tissue could be attributed to its schistosomicidal
activity on female worms at different stages (Table 1). This effect
results in a smaller number of granulomatous reactions and liver
fibrosis in the course of infection.

Our results indicate that B-lap offers protection against liver
injury induced by eggs. The histopathological examination revealed
less inflammation of parenchyma and reduction in the size of gran-
ulomas when the intervention occurred concomitantly with full
maturation of females, when oviposition had already started and
eggs had begun to accumulate in liver tissue. At this stage of infec-
tion, the granuloma is a delayed hypersensitivity reaction mediated
by TCD4" cells (Pearce and Macdonald, 2002). These cells trigger the
Th1 response, with macrophage activation and subsequent synthe-
sis of IL-2, IL-6, TNF-a and [FN-+y, nitric oxide (NO) and citrulline,
determining the extent of inflammation (Modolell et al.,, 1995;
Wynn and Cheever, 1995). In the present study, the reduction in the
size of the granuloma can be attributed to the anti-inflammatory
activity of B-lap, which inhibits the migration of neutrophils and
reduces the synthesis of TNF-cr, IL-6, NO and NO-sintetase (Liuet al.,
1999; Tzeng et al., 2003; SitGnio et al., 2012). This suggests that B-
lap favorably modulate the granulomatous immune response and
that therapeutic intervention for a longer period could result in an
early resolution of the granuloma. In contrast to PZQ) that although
decreasing the number of eggs and granulomas in the liver tissue,
during the acute phase of infection, did not decrease the size of
granulomas, these findings corroborating with the results of Aires
etal. (2012).

B-Lap is triggering huge interest for its powerful therapeutic
properties against various diseases, including cancer, diabetes, obe-
sity, and cardiovascular disease (Dong et al., 2009; Hwang et al.,
2009; Kim et al., 2009). Moreover, B-lap has shown, both in vitro
and in vive, to have antimalarial properties against strains that are
both sensitive and resistant to chloroguine (Andrade-Meto et al.,
2004; Pérez-Sacau et al., 2005), and also to be active against Try-
panosoma cuzi (Menna-Barreto et al., 2007; Salas et al, 2008;
Ferreira et al., 2011), fungi (Medeiros et al., 2010), both gram pos-
itive and gram negative bacteria (Lourengo et al., 2011; Kenneth
et al, 2012; Silva et al,, 2009) and to inhibit the replication of the
HIWV-1 virus (Li et al, 1993). It is suggested that these biological
activities of B-lap derive from the inhibition of DNA topoisomerase
activity or the impairment of DNA repair through reactive oxy-
gen species (ROS) generation via NAD(P)H:quinine oxidoreductase
1 (Krishnan and Bastow, 2000; Reinicke et al, 2005; Bey et al.,
2007 Siew et al., 2012). Howewer, information on the schistosomi-
cidal activity mechanism is still not understood. Remarkably, it is
well known that ROS generation can induce cytotoxicity and tis-
sue injuries. The increase in ROS and Hz0; subsequently depletes
the glutathione reserve by oxidizing reduced glutathione {G5H) to
oxidized glutathione (GS5G), which could alter the activity of vital
enzymes or proteins in 5. mansoni, resulting in lipid peroxidation
and protein disorganization, thereby affecting the parasites” ability
to protect themselves from free radicals, resulting in their death
(Azza et al., 2005; Kuntz et al., 2007; Seif el-Din et al., 2011). There-
fore, the worms’ antioxidant defense mechanisms may constitute
a good target for chemotherapy (Azza et al.. 2005). The most obvi-
ous effect of host ROS on the schistosome is on the parasite surface
(Mei et al., 1996). The schistosome tegument contains numerous
mitochondria, which could be the main target of B-lap. B-Lap
affects the mitochondrial functioning by redox cycling-mediated
oxidation (Witte et al., 2004), inducing internucleosomal fragmen-
tation of DNA, release of cytochrome ¢, and activation of caspase-3
(Li et al., 1999a, 1999b; Menna-Barreto et al., 2007; 5alas et al.,
2008). Recently, Lorsuwannarat et al. (2013) have suggested these
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mechanisms work as an action route of 5-hydroxy-2-methyl-1.4-
naphthoquinone, known as plumbagin, against 5. mansoni adult
worms. According to Zhai et al. (2002], mature adult worms have a
higher anti-oxygen free-radical effect and other biochemical kinds
of toxicity than the juvenile worms, leading to a higher mortality
rate in juvenile worms than in the mature adult worms of 5. man-
soni. However, B-lap acted similarly in all the development stages
evaluated here.

In contrast to PZ(), which causes an increase in the per-
meability of the membranes of schistosome cells leading to
calcium-producing sustained muscular contraction, spastic paral-
ysis and tegument damage (Doenhoff et al, 2008, 2009), B-lap,
in tumor cells and in the ileum, promotes the efflux of this ion,
suggesting that the increase in plasma Ca?* is responsible for its
apoptotic effect (Tagliarino et al,, 2001; Bentle et al., 2006). This
antagonistic effect is, therefore, an important target for future B-lap
research regarding the calcium channels of 5. mansoni.

Naphthoquinones, which include B-lap, have been shown to be
active against other phases in the development of 5. mansoni. Pinto
etal. (1997 ) evaluated naphthoquinone derivatives that might top-
ically inhibit the penetration of 5 mansoni cercariae. From the
derivatives studied, 15 naphthoquinones blocked penetration by
cercariae when applied to the tails of mice 24 h prior to infection
through the tail. In the group exposed to B-lap, blocking was 100%.
In the present study administration of B-lap 24 h after exposure to
cercariae reduced the worm burden. Studies conclude that topical
formulations that block cercarial penetration may be used as pro-
phylactic drugs in endemic regions (Pinto et al,, 1997; Kasny et al.,
2007; Haas et al., 2008 ). Furthermore, naphthoguinones derivatives
are also active against the intermediate host of 5. mansoni. These
compounds kill adult snails and the spawn of B. glabrata (Lima et al.,
2002a,b; Ribeiro et al., 2009).

In view of the limited agueous solubility of B-lap (Lindenberg
et al.. 2004), formulations have been developed to ensure greater
bicavailability and biological activity, the use of lower doses and a
convenient administration route, as well as to control minor side
effects (Li et al, 2006; Khong et al, 2007; Yang et al., 2008). In
view of the moderate activity of B-lap against 5. mansoni, the use
of new formulations provides the prospect of studies aiming to
increase activity and shed light on the action mechanism, and to use
this drug as a prototype for the synthesis of new naphthoguinones
derivatives with potential schistosomicidal properties.
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