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RESUMO

ROCHA, T. J. M.: Avaliagdo da atividade esquistossomicida de novos derivados tioxo-
imidazolidinicos em vermes adultos de Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). 2016. 140f.

Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A esquistossomose mansoni ¢ uma parasitose grave causada pelo trematodeo Schistosoma
mansoni. A justificativa para novas alternativas terapéuticas esta pautada no fato de que no
Brasil, atualmente, praziquantel ¢ o Unico medicamento empregado para tratamento da
esquistossomose, mas seu extensivo uso inevitavelmente culminou em baixas taxas de cura,
aparecimento de isolados de Schistosoma mansoni refratarios, além de terem sido observados
efeitos adversos causados por esse medicamento. Assim, torna-se relevante a busca por novas
moléculas esquistossomicidas e, nesse contexto, pesquisas com compostos sintéticos
consistem numa alternativa viavel. As imidazolidinas sdo representadas por um grupo de
substancias heterociclicas pentagonais possuidoras de diversas atividades bioldgicas, inclusive
atividade esquistossomicida. Neste sentido, esse trabalho teve como objetivo investigar a
atividade esquistossomicida de novos derivados tioxo-imidazolidinicos. As moléculas
sintetizadas foram caracterizadas através de métodos espectroscopicos no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono. Casais de vermes adultos de
Schistosoma mansoni foram obtidos por perfusdo do sistema porta-hepatico e mantidos em
cultura no meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, penicilina
(100U/mL) e estreptomicina (100pg/mL). As culturas foram mantidas a 37°C com atmosfera
de 5% COz, e, apds 2 horas de adaptagdo ao meio de cultura, foram adicionados os derivados
tioxo-imidazolidinicos. Os parasitos foram mantidos durante cinco dias sendo monitorados a
cada 24 horas para avalia¢do da motilidade, oviposi¢do, acasalamento e mortalidade. Por fim,
foi avaliada a agdo de LPSF/PTS23 sobre o tegumento dos vermes recuperados nos testes in
vitro por microscopia eletronica de varredura. Os compostos LPSF/PTSS, LPSF/PTS6,
LPSF/PTS18, LPSF/PTS19 demonstraram citotoxicidade quando avaliadas (até uma
concentracdo de 10uM) sobre Células Mononucleares de Sangue Periférico, j4 os derivados
LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTS10, LPSF/PTS23 e LPSF/PTS24 se apresentaram
atoxicos até 100 pM. Na atividade esquistossomicida os compostos LPSF/PTS2, LPSF/PTS4,
LPSF/PTS10 e LPSF/PTS23 foram os mais ativos, sendo que LPSF/PTS23 demonstrou
atividade em todas as concentra¢des avaliadas e mortalidade em menor tempo. Os outros
compostos, embora ndo tenham causado mortalidade, foram capazes de causar alteracdao de
motilidade, inibicdo de oviposicdo e separacdo de vermes. Com relacdo as alteragdes
tegumentares induzidas apos incubag¢do com LPSF/PTS23, foi possivel observar alteracdes
como destruicdo de tubérculos com perda de espinhos e formagdo de vesiculas nos vermes
machos e erosdo do tegumento nos vermes fémeas. A partir dos resultados obtidos através da
avaliagdo in vitro frente aos vermes adultos do S. mansoni foi possivel concluir que dentre
todos derivados tioxo-imidazolidinicos avaliados, LPSF/PTS23 pode ser apontado como uma
molécula promissora nos estudos de atividade esquistossomicida.

Palavras-chave: Anti-helminticos. Schistosoma mansoni. Esquistossomose.



ABSTRACT

Rocha, T. J. M.: Evaluation of schistosomicidal activity of new tioxo-imidazolidinic
derivatives in adult worms of Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). 2016.140f. Thesis (Phd).

Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Schistosomiasis mansoni is a serious parasitic disease caused by Schistosoma mansoni. The
rationale for new therapeutic alternatives is based on the fact that in Brazil, currently,
praziquantel is the only drug used for treatment of schistosomiasis, but its extensive use
inevitably resulted in low rates of cure, appearance of isolates of Schistosoma mansoni
refractories, besides having been observed adverse effects caused by this drug. So, it becomes
relevant to search for new schistosomicidal molecules and, in this context, research on
synthetic compounds consists of a viable alternative. The imidazolidines are represented by a
group of heterocyclic substances having different pentagonal biological activities, including
schistomicidal activity. In this sense, this work aimed to investigate the schistosomicidal
activity of new tioxo-imidazolidinic derivatives. The synthesized molecules have been proven
through spectroscopic methods in infrared and nuclear magnetic resonance of hydrogen and
carbon. Pairs of adult worms of Schistosoma mansoni were obtained by perfusion of hepatic
system and maintained in RPMI 1640 medium culture supplemented with 10% of fetal bovine
serum, penicillin (100UmL) and streptomycin (100 p gmL). The cultures were maintained at
37° C with 5% CO; atmosphere, and, after 2 hours of adaptation to the culture médium, tioxo-
imidazolidinic derivatives were added. The parasites were held during five days being
monitored every 24 hours to assess the motility, oviposition, mating and mortality. Finally, it
was evaluated the action of LPSF/PTS23 on the integument of the worms recovered in tests in
vitro by scanning electron microscopy. The compounds LPSF/PTS5, LPSF/PTS6,
LPSF/PTS18, LPSF/PTS19 demonstrated cytotoxicity when evaluated (up to a concentration
of 10 uM) on peripheral blood mononuclear cells; LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSI10,
LPSF/PTS23 and LPSF/PTS24 presented low toxicity until the dosis of 100 uM. Considering
the schistosomiasis activity, LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTS10 and LPSF/PTS23
compounds had major activity (LPSF/PTS23 demonstrated activity in all concentrations
evaluated and mortality in less time). Although the other compounds had not caused
mortality, they were able to cause change of motility, inhibition of oviposition and separating
of worms. Regarding the tegumentary induced changes after incubation with LPSF/PTS23, it
was possible to observe changes as destruction of tubers with loss of thorns and formation of
vesicles in male worms and erosion of the integument in female worms. From the results
obtained by evaluating in vitro activitie against adult S. mansoni worms, it was concluded that
of all tioxo-imidazolidinic derivatives evaluated, LPSF/PTS23 can be pointed as a promising
molecule in the studies of schistosomicidal activity.

Keywords: Anthelmintic. Schistosoma mansoni. Schistosomiasis.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni (EM CID 10 B 659), causada pelo trematddeo
Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), originalmente chamada de bilharziose, ocupa o
segundo lugar das doencas de importancia na Satde Publica (WHO, 2013), ficando atrés
apenas da maldaria. Registros recentes da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) demonstram
uma incidéncia de cerca de 243 milhdes de pessoas infectadas pelo S. mansoni (WHO,
2013a). A esquistossomose estd associada a vinte mil mortes anuais causadas pelas
consequéncias graves da infec¢do da doenca, incluindo fibrose hepatica e hipertensdo portal
em todo o mundo (WHO, 2013b).

Os dois principais medicamentos utilizados no tratamento da esquistossomose sao a
Oxaminiquina (OXA) (Mansil® — Pfizer S.A) e o Praziquantel (PZQ) (Farmanguinhos -
Fundagao Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ).

O PZQ ¢ utilizado para tratar a esquistossomose humana, uma vez que pode eliminar
os vermes adultos, durante a fase cronica da infecgdo (WATSON, 2009); OXA ¢ outro
farmaco disponivel, mas a sua utilizacdo ¢ limitada, ndo sendo eficaz contra todas as formas
do parasito (SAYED et al., 2008).

Atualmente, o PZQ tem sido o farmaco de escolha para o tratamento medicamentoso
no Brasil, mas seu uso extensivo inevitavelmente culminou em baixas taxas de cura,
aparecimento de isolados de S. mansoni refratarios, além de terem sido observados efeitos
colaterais causados por esse medicamento (ABDUL-GHANI et al., 2009). Portanto, a busca
de novos farmacos esquistossomicidas mais eficazes se tornou necessaria, nesse contexto,
pesquisas com compostos sintéticos consistem numa alternativa viavel, que poderiam servir
de moldes para o planejamento de novos farmacos.

Politicas de incentivo a pesquisa de novos medicamentos vém sendo estimuladas pelo
Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais (Special Programme
for Research and Training in Tropical Diseases) (TDR) da Organizacdo Mundial da Saude e
o DNDi (Drugs for Neglected Diseases) (RUMINSKI, 2011). O emprego de novos
medicamentos na farmacoterapia ¢ necessario para o tratamento de doencas ja existentes ou
recém-identificadas ou, ainda, para a implementacdo de tratamentos mais seguros e eficazes
(ROBERTSON; RENSLO, 2011).

Compostos derivados da imidazolidina sdo representados por um grupo de substancias
heterociclicas pentagonais possuidoras de diversas atividades biologicas (ROSSI; ZEINIK,

2000). Estudos com derivados imidazolidinicos demonstraram atividade leishmanicida
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(CARVALHO et al., 2010), antifingica, antimicrobiana e tripanocida (CATERINA et al.,
2008).

As imidazolidinas tiveram no passado um representante na clinica médica como um
farmaco de agdo comprovada frente a vermes adultos de S. mansoni, o niridazol (CATTO;
TRACY; WEBSTER, 1984 apud NEVES, 2010). A atividade esquistossomicida in vitro
frente a vermes adultos de S. mansoni de derivados imidazolidinicos vem sendo relatado em
alguns estudos publicados (ALBUQUERQUE et al., 1999; PITTA et al., 2006; SILVA et al.,
2012; SILVA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Tendo em vista a necessidade de buscar novos compostos esquistossomicida para o
tratamento da esquistossomose mansoni e os resultados de atividade in vitro sobre o S.
mansoni, ressalta a contribui¢do quimica do nucleo imidazolidinico, assim, este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade esquistossomicida de novos derivados tioxo-
imidazolidinicos sobre vermes adultos de S. mansoni.

Assim, esta tese estd organizada da seguinte forma: no capitulo 1 ¢ apresentada a
introducdo e no capitulo 2 os objetivos. No capitulo 3 ¢ apresentado o referencial que da o
suporte tedrico a este trabalho. Posteriormente, no capitulo 4, sdo apresentados os
procedimentos metodoldgicos utilizados. No capitulo 5 se segue a andlise e discussdo dos
dados obtidos do artigo 1 a ser submetido ao Journal of the Institute of Tropical Medicine of
Sdo Paulo e os resultados e discussdo dos dados obtidos do artigo 2 a ser submetido a
Brazilian Journal of Biology. O capitulo 6 traz a discussao geral relacionando todas moléculas
avaliadas com respectivas respostas bioldgicas frente aos vermes adultos de S. mansoni. O
capitulo 7 demonstra as conclusdes e por fim o capitulo 8§ com as perspectivas.

Com este trabalho, espera-se contribuir para o processo de conscientizacdo da
comunidade cientifica sobre a importancia da imidazolidina como alternativa para estudos de

seu potencial efeito esquistossomicida em S. mansoni.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade esquistossomicida de novos derivados tioxo-imidazolidinicos
(LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS10, LPSF/PTSI1S,
LPSF/PTS19, LPSF/PTS23 e LPSF/PTS24) sobre vermes adultos de Schistosoma mansoni.

2.2 ESPECIFICOS

v Determinar a citotoxicidade in vitro desses novos derivados em células mononucleares
de sangue periférico;

v’ Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro desses novos derivados sobre a
oviposi¢do de vermes adultos de Schistosoma mansoni,

v’ Investigar a atividade esquistossomicida in vitro desses novos derivados sobre o
acasalamento de vermes adultos de Schistosoma mansoni,

v’ Analisar a atividade esquistossomicida in vitro desses novos derivados sobre a
motilidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni;

v Averiguar a atividade esquistossomicida in vitro desses novos derivados sobre a
mortalidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni;

v’ Estudar as alteragdes tegumentares em vermes adultos de Schistosoma mansoni
induzidas por exposicdo in vitro ao derivado de maior atividade esquistossomicida in

vitro.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da esquistossomose

As esquistossomoses sdo causadas por trematddeos digenéticos, pertencentes ao
género Schistosoma. Das espécies de Schistosoma que parasitam o homem, as de maior
relevancia sao: S. mansoni (SAMBON, 1907), Schistosoma haematobium (BILHARZ, 1852)
e Schistosoma japonicum (KATSURADA, 1904), causadores, respectivamente, da
esquistossomose mansoni, hematobica e japonica (WHO, 2013a). A esquistossomose
mansoni ¢ decorrente da infec¢do humana pelo trematddeo parasito S. mansoni (Unica espécie
encontrada no Brasil) (TELES; CARVALHO, 2008).

A esquistossomose mansoni € transmitida por caramujos de dgua doce, hermafroditas
e pertencentes ao género Biomphalaria da familia Planorbidae. Trés espécies de
Biomphalaria sao responsaveis pela transmissdo da esquistossomose no continente
americano: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila ¢ Biomphalaria straminea. A
espécie B. glabrata ¢ o principal hospedeiro intermediario da esquistossomose no Brasil e ¢ a
espécie mais estudada devido a sua ampla distribui¢do geografica (MORGAN et al., 2001;
RAPADO et al., 2011). O controle dos caramujos ¢ realizado principalmente com a adig¢do de
substincias moluciscida, sendo principalmente utilizado a Niclosamida® (TELES;
CARVALHO, 2008).

As estimativas s3o de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas pelo parasito no Brasil. A
regido Nordeste apresenta mais da metade dos casos registrados em 2011 de esquistossomose
mansoni, seguido da regido Sudeste. Os estados endémicos sdo Alagoas, Maranhdo, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais
(BRASIL, 2014).

Os vermes de S. mansoni, sdo parasitos delgados e longos. O macho ¢ esbranquigado,
com aproximadamente 10 mm de comprimento. Possui uma ventosa anterior oral, afunilada,
e, proxima a esta, uma segunda ventosa pedunculada, o acetabulo. O espago entre as duas
ventosas ¢ desprovido de tubérculos, espinhos e papilas sensoriais. A ventosa apresenta uma
musculatura formada por musculos (REY, 2008; WHO, 2013a).

O sistema digestivo dos vermes adultos inicia com a boca encontrada no centro da
ventosa oral, sendo esta, responsavel pela ingestdo de alimentos e excrecdo dos residuos
oriundos do metabolismo. Possui um esdfago curto. Os cecos intestinais percorrem

lateralmente o corpo do verme, e na extremidade média corporal, se unem formando um ceco
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unico em formato terminal de saco. No aparelho digestivo sdo encontradas enzimas do tipo
peptidases responsaveis pela digestdo do sangue ingerido do hospedeiro (CAFREY, 2004).

O verme macho do S. mansoni possui um sistema reprodutor composto por seis a dez
lobulos testiculares. Apresenta o corpo achatado dorsoventralmente e enrolado de modo a
formar uma calha ou tubo longitudinal, que recebe o nome de canal ginecoforo. Esse canal
tem a finalidade de albergar a fémea na hora do acasalamento e apresenta poucos tubérculos,
auséncia de espinhos e tegumento poroso proximo ao poro genital, apesar de nao possuir
receptores sensoriais (REY, 2008).

O verme fémea de S. mansoni tem o corpo cilindrico com um comprimento médio de
14 mm, sendo mais longa e mais fina que o macho. Possui cor acinzentada e escura, devido a
hemozoina presente no tubo digestivo oriundo do processo digestivo do sangue. Também
possuem duas ventosas, muito proximas uma da outra (KNOBLOCH; KUNS;
GREVELDING, 2006).

O tegumento do verme ¢ uma estrutura muito importante para a nutricao por absorcao,
excre¢ao de alguns metabolitos e protecdo dos vermes contra o seu hospedeiro. Os vermes
adultos possuem um revestimento externo que, por microscopia eletronica de varredura,
indica a presenca de tubérculos e espinhos situados na superficie interna das ventosas, de uma
citomembrana formada por sete camadas e um glicocélix, rico em carboidratos na sua
superficie exterior (REY, 2008).

Os parasitos tornam-se adultos na luz dos vasos sanguineos do seu hospedeiro
definitivo, habitando as vénulas do plexo hemorroidario superior e as ramificagdes mais finas
das veias mesentéricas, principalmente a inferior, onde as fémeas iniciam a postura dos ovos
(STANLEY et al., 2009). Cada fémea produz cerca de 100-300 ovos por dia. Uma grande
parte dos ovos migra para o lumen do intestino, enquanto outra parte acaba sendo levada pela
veia porta para o figado (SILVA, CHIEFFI; CARRILHO, 2005).

O ciclo evolutivo do S. mansoni (Figura 1) ¢ do tipo heteroxénico, pois necessita de
dois hospedeiros para finalizar o seu desenvolvimento. O hospedeiro intermediario sao
caramujos do género Biomphalaria (GRYSEELS et al., 2006), e o hospedeiro definitivo
podem ser o homem ou outros vertebrados, tais como hamster, camundongo ou coelho

(CALDEIRA; JANNOTTI-PASSOS; CARVALHO, 2009).
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Figura 1 — Ciclo de vida do Schistosoma mansoni.

5- Cercdrias formadas na
intimidade do molusco sdo
liberadas na dgua, onde
4- Esporocistos @ nadam ativamente
no meolusco

/

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penatracio,
transformandao-se esquistossémulos
6- Penetracdo U
na pele

8- Circulacéo

l

9- Migracéo até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos

3- Miracidios penetram
no molusco

@_ d
2- Miracidios 2
liberados \ _

dos ovos

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as wveias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam os ovos; estes
alcangam a circulagdo hepética até o
intesting, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: Ribeiro (2013)

Os aspectos patologicos da esquistossomose mansoni sdo representados por uma
forma aguda ou formas cronicas (LAMBERTUCCI et al.,, 2000). A forma aguda se
caracteriza por ser na maioria das vezes assintomaticas ou apresentando sinais clinicos bem
diversificados, como por exemplo: dermatite cercariana com erupg¢ao papular, eritema, edema
e plurido (PORDEUS et al., 2008). Outras manifestagdes comuns sdo febre, dor de cabeca,
nauseas, anorexia, vOmitos, diarreias, perda de peso e nivel de eosinofilia elevado
(PORDEUS et al., 2008). Outros sintomas vao surgindo devido a migragdo e posterior
posicionamento dos vermes adultos, tais como dores abdominais, toxemia, esplenomegalia,
hepatoesplenomegalia e exantema generalizado (GRYSEELS et al., 2006).

A fase cronica da esquistossomose ocorre com maior frequéncia em areas endémicas,
onde individuos, normalmente assintomaticos, passam a demonstrar manifestagdes clinicas.
Virios sdo os fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento da patogenia, dentre
eles: a carga parasitaria da infec¢do, (FILHO; SILVEIRA, 2001), o estado nutricional e a

resposta imunologica do individuo infectado (REY, 2008). A forma cronica tem inicio alguns
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meses apos a infeccdo acometendo varios orgdos de forma grave, apresentando formas
intestinais, hepatointestinal, hepatoesplénica e ectdpicas (PORDEUS et al., 2008).

O diagnoéstico da infecgao pelo S. mansoni acontece principalmente quando ha a
presenca de ovos nas fezes do individuo infectado (PORDEUS et al., 2008). A rapida
identificagdo da esquistossomose ¢ importante para a diminuicdo da taxa de transmissdo e

principalmente, para o rastreamento de areas endémicas (BECK et al., 2008).

3.2. TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O PZQ (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-a}isoquinolin-
4-ona) (PZQ) ¢ classificado como uma pirazino-isoquinolina que foi descoberta em 1970
(GREENBERG, 2005). E considerado o farmaco de escolha para o processo terapéutico da
esquistossomose por ser eficaz contra todas as espécies de Schistosoma (TALLIMA; RIDI,
2007; BETHONY et al., 2011).

Contudo, esse medicamento pode provocar efeitos adversos mutagénicos e
teratogé€nicos, bem como o surgimento de isolados de S. mansoni refratarios (MELMAN et
al., 2009). Esses efeitos, juntamente com a alta incidéncia dessa parasitose, demonstram a
necessidade de desenvolver medicamentos eficazes e com menos efeitos adversos (EL-
LAKKANY; EL-DIN, 2013).

Acredita-se que o mecanismo de acio do PZQ seja processo dependente de Ca**
(CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995), uma vez que foi demonstrado, em
experimentos in vitro, realizados em meio de cultura livre de Ca®" o bloqueio dessas
respostas. Sugere-se, ainda, que o PZQ atue inibindo canais de célcio (GREENBERG, 2005),
uma vez que, com a interferéncia na fungdo desses canais do parasito, foi possivel obter um
nivel significante de inibi¢do da atividade esquistossomicida do PZQ (PICA-MATTOCCIA;
CIOLI, 2004; PICA-MATTOCCIA et al., 2008).

O tratamento do paciente infectado com S. mansoni vem sendo realizado através da
quimioterapia, desde 1918, quando Christopherson sugeriu a utilizagdo dos compostos
antimoniais (CIOLI, PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995). No quadro 1 encontra-se um
resumo das moléculas estudadas para compor o arsenal esquistossomicida. Nessa tabela ¢
possivel verificar que a grande maioria dos compostos entrou em desuso ou apenas foram
avaliados os efeitos in vitro e in vivo, contudo os estudos clinicos para avaliar a sua

efetividade em humanos nao prosseguiram (FREITAS, 2015).
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Quadro 1 — Farmacos que apresentam atividade esquistossomicida empregados no tratamento

da esquistossomose experimental e/ou clinica descritos na literatura.

ANO! NOME ESTRUTURA OBSERVACOES
LN 0
Sy Inicio do uso de
o ~ . . . ;-
1918 Tértaro emético” AVA quimioterapicos
T (toxico).
i o
1920
) Moderamente
B
Emetina efetivo (toxico)
1960
Metrifonato® HD_E\I/CQCI Ainda usado contra
/Cl) o © S. haematobium
P_
1962 Nitrofuranos® R O~ N Moder'flmente
U "0 efetivos
-
J/"‘~-._/
1962 Lucantona® i Substituido pela
O s O hicantona
¢ ? Mod
+ oderamente
. =N
1964 Niridazol" o~ s >\\ NH efetivo por via oral
| )N
N
-
i
1965 Hicantona® o HN Uso interrompido
O O devido a
s mutagenicidade
OH
1969 “°m -
Oxaminiquina® oL . NH]/ Ainda em uso em

S. mansoni
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NH;
N| TN Atividade in vitro e
o . .
1971 Tubercidina® N H in vivo em
HO— o camundongos
HO  OH
s NH s Amplamente
1976 Amoscanato o +©/ @\ fc/ﬁ testado na China
‘E_ N (toxico)
Farmaco de
°3 referéncia no
1977 Praziquantel® Nl tratamento de todas
N0 as espécies de S.
mansoni
H o
N
Meclonazepan ) O \g...... Efeito profilatico e
1978 (Ro 113128)B< ON —N terapéutico em S.
4 mansoni € S.
O cl haematobium
s—S : :
— Uso interrompido
1978 Oltipraz® S S devido a problemas
| causado nas unhas.
~
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1981

Ciclosporina A

Atividade
profilatica
avaliada em
animais.

1984

Hidrazona 9

acridina®

Ativo em
camundongos
infectados com

S. mansoni.

1985

Artemisinina®

Potente
atividade
esquistossomic
ida in vitro € in

VIivo

1989

Artemeter™t

Ativo contra
todas as
espécies de

Schistosoma

1994

Acidos
aminoalcano-
tiosulfurico®

Ativo in vitro e
in vivo em S.
mansoni
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Myrrh Latex Resina oleosa do caule de Resultados
2001 (Mirazid®)“-P-F Commiphora molmol Engier contraditérios
NH,
N/%M\> Atividade
| ) .
Anélogos I\N/ N o ‘esqglsto‘ssoml.c
2003 nucleotideo K_/ovf'_o” 1da in vitro ¢ in
1 F HO vivo
aciclico vo”
Atividade
0-0 esquistossomic
2006 Trioxolanas o ida in vitro e in
(0Z78)“DF ° vivo em S.
HO )
mansoni e S.
Jjaponicum
Reduziu a
2007 Vinilsulfona | N o /@ carga
(K11777)¢P N NH\:_)J\NH =8¢ parasitaria e a
°o = o © patologia em
\© animais com S.
Mansoni.
Potente
atividade
esquistossomic
2007 CurcuminaPH ida in vitro & in
vivo em S.
mansoni
Tiosulfatos ~R Ativo sobre
2007 lami NH )
alquilamino 0 fémeas de S.
alcanos™¢ Vg5 mansoni

-
\Y
HO Ny
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Tiosulfatos NH™ R Ativo sobre
2007 alquilamino 0 fémeas de S.
alcanos™¢ :“515 mansoni
\
HO ™Yy
o
. o )J\O ° ;S Ativo em todas
2007 Auranofina o=/\ o S a4 ,.Pi\ as fases do S.
): [o] < mansoni
/go.
R4 .
Oxadiazol! R, Ativo em todas
2008 + - as fases do S.
I ’N -0 mansoni e S.
N (o) japonicum
Ativo in vitro e
2009 Mefloquina® in vivo sobre S.
mansoni
Acido Ativo em S.
2010 . mansoni e S.
araquidonico® Ho haematobium

'Ano da descoberta ou da publicagio; * (CIOLI, PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995); B
(CIOLI, 1998); © (ANGELUCCI et al., 2011); ® (ABDUL-GHANI et al., 2009); £ (CAFREY,
2007); ¥ (EL RIDI; TALIMA, 2013); ¢ (DE OLIVEIRA PENIDO et al., 2008); "
(MAGALHAES et al., 2009); ' (SAYED et al., 2008).
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No momento ndo existe vacina disponivel para esquistossomose, contudo, varias
proteinas de S. mansoni vem sendo testadas como possivel candidatos a vacina. Dentre as
proteinas que estdo em fase de testes clinicos encontram-se a Sm14 e Sm28/Sh28 GST. A
Sm14 ¢ uma proteina de 14 kDa pertencente a familia de proteinas ligadoras de 4cido graxos
que foi identificada em uma biblioteca de cDNA de verme adulto do S. mansoni por soro de
camundongos vacinados com extrato salino de vermes adultos (MOSER et al., 1991). Esta
proteina estd presente em todos os estagios do parasito no hospedeiro vertebrado. A forma
recombinante desta proteina foi utilizada com sucesso em protocolos de imunizagdo no
modelo murino, sendo capaz de induzir uma reducdo parcial no nimero de vermes adultos
variando de acordo com o adjuvante utilizado, porém, sem nenhum efeito sobre a area do

granuloma hepatico (RIBEIRO et al., 2002; FONSECA et al., 2004).

3.3. OCORRENCIA DE BAIXAS TAXAS DE CURA E APARECIMENTO DE
ISOLADOS DE Schistosoma mansoni REFRATARIOS

O uso prolongado e unico do PZQ para o tratamento da esquistossomose mansoni tem
acarretado o surgimento de cepas do S. mansoni refratarias. Isso pode ser observado em
estudos com vilarejos do Egito, onde alguns pacientes infectados nao demonstraram
resultados significantes apos o tratamento com o PZQ (ISMAIL et al., 1996). Relatos
semelhantes ocorreram no Vietnad (RONKETTI et al., 2007).

No Senegal a taxa de cura dos pacientes tratados com uma dose de 40mg/kg foi de
apenas 36-39%, todavia, esses individuos apresentaram reducdo da quantidade de ovos em
cerca de 85%. Na tentativa de se obter uma melhor eficidcia no tratamento, passou-se a
administrar uma maior dose do PZQ (60mg/kg). Porém, ndo houve aumento de cura
significativo, implicando entdo no levantamento de hipoteses, dentre elas o surgimento da
isolados de S. mansoni refratarios ao PZQ, que foi posteriormente comprovado através de
varias pesquisas e repeti¢des dos experimentos nos senegalenses infectados (STELMA,
SALL; DAFF, 1997).

No Egito, o PZQ ¢ utilizado desde 1980 (FALLON, 1998). Todavia, nos ultimos anos,
houve uma baixa taxa de cura em pacientes tratados com esse medicamento. Isso pdde ser
verificado em mais de mil pessoas infectadas residentes nas regides do Delta no Nilo, onde
apos tratamentos sucessivos, com doses de 40mg/kg e posteriormente, com doses de 60mg/kg

foi possivel encontrar ovos vidveis nas fezes desses individuos. Esses estudos contribuem
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para a constatacdo de uma possivel existéncia de isolados do S. mansoni refratarios ao PZQ
(ISMAIL et al., 1996; 1999).

Isolados de S. mansoni refratarios também podem ser visto em trabalhos experimentais
in vivo, como foi o caso de camundongos infectados tratados que apresentaram refratariedade
ao PZQ no Senegal e no Egito (STELMA, SALL; DAFF, 1997) e in vitro, na qual os vermes
adultos do S. mansoni tratados com o PZQ, demonstraram um decréscimo significante das
respostas do medicamento frente ao parasito, incluindo diminui¢do da contragdo muscular,
destruicao tegumentar e influxo de célcio (ISMAIL et al, 1996). Assim, a descoberta de novos
farmacos esquistossomicidas para o tratamento da esquistossomose mansoni ¢ de grande

relevancia (SILVA et al., 2012).

3.4. FERRAMENTAS NA AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

A descoberta de novas moléculas esquistossomicidas ¢ um processo complexo que
requer tempo e altos custos, possuindo suas raizes altamente ligadas as inovagdes cientificas e
tecnologicas. Os avangos significativos das ciéncias que levaram a uma melhor compreensao
das vias bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos de doencas, tornaram possivel a
descoberta de inovagdes terapéuticas conhecidas, realizando melhorias na qualidade de vida
das pessoas (GUIDO; OLIVA, 2009).

Testes in vitro sao realizados para avaliar os candidatos a fArmacos para se obter a sua
relacdo do seu potencial agonista ou antagonista. Partindo dessa sele¢do inicial, outros testes
sdo realizados como o in vivo, para se verificar seu efeito farmacoldgico. No entanto, muito
desses candidatos a farmacos que se mostraram com boa atividade nos testes in vitro (PITTA
et al., 2006), nem sempre tem uma mesma resposta no teste in vivo (SILVA et al., 2012).
Muitas das vezes, essa falha se corresponde a problemas farmacocinéticos desses compostos
como sua baixa biodisponibilidade, baixa ou alta duracdo de acdo e até a presenca de
metabolitos (PEREIRA, 2007).

Assim, a quimica medicinal vem se destacando no seu papel na producdo e
desenvolvimento de fdrmacos onde existem vdrias estratégias que se empregam para o
desenho molecular podendo ser levado a sintese de um novo farmaco possivel candidato a
agente terapéutico. Essas estratégias sdo essenciais porque aperfeicoam essas modificagdes
moleculares, consequentemente diminuindo efeitos colaterais e aumentando seu potencial.

Dentre elas, destaca-se para este trabalho o bioisosterismo (GUIDO; OLIVA, 2009).
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Bioisosterismo ¢ uma estratégia da quimica medicinal para o desenho racional de
novos farmacos, aplicados a um composto farmacoférico como um processo especial de
modificagdo molecular que relacionados apresentam propriedade bioldgica agonista ou
antagonista. E a substitui¢do ou modificagdo de um grupo funcional por outro grupo
possuindo semelhantes propriedades fisico-quimicas (MANNHOLD, KUBINYT; FOLKERS,
2012; SETHY et al., 2013).

O avanco da biologia nas ultimas décadas, em especial na area molecular, associado a
avangos tecnoldgicos, com o desenvolvimento de computadores velozes e com grande
capacidade para armazenamento de informagdes, proporcionou o surgimento de uma das mais
promissoras areas de estudo, a bioinformatica. Esta nova ciéncia surge da necessidade de se
analisar o crescente volume de dados gerados a partir dos investimentos em novas tecnologias
moleculares. Assim, a bioinformatica pode ser definida como a unido de areas ja conhecidas e
indispensdveis a biologia moderna, como matematica, estatistica e ferramentas
computacionais, com a biologia molecular para as mais diversas aplicagdes (GOLDING,
2003; XIONG, 20006).

A farmacocinética tedrica in silico ¢ uma abordagem atualmente muito utilizada no
estudo inicial das propriedades ADMET (Absor¢do, Distribuicdo, Metabolizacdo, Excrecdo e
Toxicicidade — também chamada de ADME/Tox) que tem como objetivo diminuir o gasto
desnecessario em ensaios biologicos de compostos com alta probabilidade de problemas
farmacocinéticos e toxicos futuros, economizando tempo e investimento (KADAN, 2007).

O aprimoramento destas propriedades através das modificagdes moleculares desses
compostos € essencial na sele¢do de candidatos a farmacos com maiores probabilidades de
ndo serem abandonados na fase clinica. A frustracao na fase clinica significa grandes perdas

de tempo e dinheiro (PEREIRA, 2007).

3.5. DERIVADOS DE IMIDAZOLIDINA

As imidazolidina-2,4-dionas ou hidantoinas (Figura 2) sdo compostos heterociclicos
pentagonais isosteros das tiazolidinas, que possuem dois 4tomos de nitrogénio e duas
carbonilas no anel (FINKBEINER, 1965). Ela foi descoberta por Bayer em 1861, através da
reacdo da bromo-acetiluréia com amdnia em meio alcoolico, sob aquecimento (WARE, 1950

apud SILVA, 2014).
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Figura 2 - Imidazolidina-2,4-diona
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Sua primeira formula estrutural foi sugerida por Kolbe, em 1870, modificada por
Strecker no mesmo ano, propondo uma nova formula e desde entdo tem sido intensamente
estudada (WARE, 1950 apud SILVA, 2014). O interesse por esse anel tem sido amplamente
centrado na obten¢do natural da imidazolidina e pela sintese de uma variedade de compostos
para uso farmacéutico (FINKBEINER, 1965 apud SILVA, 2014).

Esforcos para o desenvolvimento de novas técnicas de sintese dos derivados
imidazolidinicos tem sido feita, ao exemplo do uso do multi-passo convencional, one-pot, em
fase solida e a assistida por micro-ondas j& estdo sendo publicadas, com objetivo de serem
mais eficientes € com menores custos (KURZ; WIDYAN, 2004).

A substituicdo dos atomos de oxigénio carbonilicos da imidazolidina por atomos de
enxofre origina tioxo-derivados-imidazolidinicos. Klason, em 1890, sintetizou os primeiros
derivados, a 2-tioxo-imidazolidin-4-ona, a 4-tioxo-imidazolidin-2-ona e a imidazolidina-2,4-
ditiona (Figura 3) (OLIVEIRA et al., 2008). De acordo com Ware 1950, os compostos
tiocarbonilados sdo preparados e isolados mais facilmente do que os compostos carbonilados,
além de serem mais reativos. Edward, em 1966, destaca o aumento da polarizagdo do grupo

tiocarbonila evidenciado pela substitui¢do do oxigénio pelo enxofte.

Figura 3 - Derivados tioxo-imidazolidinicos. A) 2-tioxo-imidazolidin-4-ona. B) 4-tioxo-

imidazolidin-2-ona. C) imidazolidina-2,4-ditiona (OLIVEIRA et al., 2008).
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A imidazolidina ¢ um farmacé6foro importante, que esta presente em varios compostos
biologicamente ativos. Nas ultimas décadas, a industria farmacéutica vem se dedicando nas
pesquisas na modificacdo estrutural das imidazolidinas e de seus derivados (KURZ;

WIDYAN, 2004).
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Os derivados imidazolidinicos ja sdo conhecidos na literatura pelo seu amplo espectro
de atividades bioldgicas, como por exemplo, atividade analgésica (JI et al., 2006),
anticonvulsivante (CORTES et al., 1985), antifungica (SAHA et al., 2000), antioxidante
inibidor do 6xido nitrico (SORRENTI et al., 2006), antiarritmica (PEKALA et al., 2005),
antimicrobiana (CATERINA et al.,, 2008; ALBUQUERQUE et al., 1999), anticancer
(KAMINSKYY, ZIMENKOVSKY; LESYK, 2009), Anti-HIV (COMBER et al., 1992;
FLOSI et al., 2006), anti-inflamatoria (GUERRA et al., 2011), antinociceptiva (GUERRA et
al., 2011), anti-Ttrypanosoma cruzi (GOMES et al., 2012), esquistossomicida (SILVA et al.,
2012; NEVES et al., 2011, 2010; PITTA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2004;
ALBUQUERQUE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2015).

3.5.1. Derivados imidazolidinicos compostos com atividade esquistossomicida

O Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos - LPSF pertencente ao Nucleo
de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica — NUPIT/UFPE apresenta alguns trabalhos na literatura
com derivados imidazolidinicos e suas atividade esquistossomicida, e patentes vém sendo
geradas (WO 2012/119212 A1) confirmando assim, a importancia das imidazolidinas como
um composto bioativos (PITTA et al., 2005).

No estudo in vitro com vermes adultos de S. mansoni, o composto (Z)-3-(4-cloro-
benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona  (LPSF/FZ-4) (Figura 4) na
concentragdo de 120 pg/mL apresentou uma mortalidade de 100% no 12° dia de observacao

(OLIVEIRA et al., 2004).

Figura 4 - Derivado imidazolidinico LPSF/FZ-4 (OLIVEIRA et al., 2004).
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Sete novos derivados imidazolidinicos foram testados in vitro, todos os compostos se

Cl

mostraram ativos, porém destacou-se o derivado LPSF/PT-5 (1-benzil-4-[(4-cloro-fenil)-
hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona) (Figura 5). O LPSF/PT-5 se mostrou o mais ativo

frente aos vermes de S. mansoni na concentracdo de 58 uM, que foi possivel atingir a taxa de
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mortalidade de 100% apods 24h de contato com o verme. Foi possivel observar que todos os
compostos testados provocaram alteragdes da superficie do parasito como a formacdo de

bolhas e descamagado (PITTA et al., 2006).

Figura 5 - Derivado imidazolidinico LPSF/PT-5 (PITTA et al., 2006).

Dois compostos imidazolidinicos foram testados por Neves et al. (2010), o 5-(4-cloro-
benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/RZS-2) e o 5-(4-fluoreto-
benzilideno-3-(4-nitrobenzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/RZS-5) ambos apresentaram
atividade em vermes adultos de S. mansoni. Porém, o destaque fica com o composto
LPSF/RZS-5 (Figura 6). O composto LPSF/RZS-5 obteve 100% de mortalidade dos vermes
adultos de S. mansoni ap6s 24h de observacdo na concentracdo de 640 uM, além de ter sido
observada alteracdes tegumentares com o aparecimento de bolhas, falta de aderéncia a placa e

auséncia de ovos.

Figura 6 - Derivado imidazolidinico LPSF/RZS-5 (NEVES et al., 2010)
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Neves et al. (2011) avaliaram dois compostos imidazolidinicos in vitro, dentre eles o
LPSF/PT-11 (1-(4-cloro-benzil)-4-[(4-fluoro-fenil)-hidrazono]-5- tioxo-imidazolidin-2-ona)
(Figura 7). Nas concentragdes de 320, 200 e 100 uM em 24h de observagdo, o composto
provocou mortalidade total dos parasitos. O LPSF/PT-11 se mostrou com baixa citotoxicidade
e os testes de ultraestrutura, os parasitos tratados com o composto imidazolidinico

apresentaram comportamento corporal similar aos parasitos tratados o PZQ (formagao de
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bolhas, descamacdo do tegumento, perda dos espinhos do tubérculo, inchaco e alongamento

corporal).

Figura 7 - Derivado imidazolidinico LPSF/PT-11 (NEVES et al., 2011).
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Estes resultados promissores fazem com o que o LPSF/NUPIT/UFPE continue a
planejar e sintetizar novos derivados imidazolidinicos como candidatos a farmacos

esquistossomicida.

3.6. ALVOS BIOLOGICOS DE COMPOSTOS ESQUISTOSSOMICIDA

Diferentes alvos biologicos tem sido avaliados como possiveis formas de mecanismo
de acdo de moléculas esquistossomicida, o quadro 2, demonstra resumidamente as vias de

interesse de estudo.
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Quadro 2 — Alvos biologicos de compostos esquistossomicida descritos na literatura.

Vias de Sinteses de Purinas

As vias de sintese de purinas sdo de grande importancia para a sobrevivéncia de
S. mansoni, pois elas estdo relacionadas com as sinteses de acidos nucléicos,
proteinas e outros metabolitos envolvidos nas reacdes energéticas (KOUNI,
2003; CASTILHO, 2010).

Tiorredoxina Glutationa
Redutase

Os vermes adultos de S. mansoni encontram-se em um ambiente aerdbico nos
seus hospedeiros e estdo constantemente expostos a espécies reativas de
oxigénio através da respiragdo e como resultado da resposta imune do seu
hospedeiro (ALGER et al., 2002). Devido a isso, os vermes adultos precisam de
um sistema adequado a fim de controlar esse estresse oxidativo desenvolvido
pelo seu hospedeiro (SAYED et al., 2008).

Proteases Cisteinas

As proteases cisteinas sdo fundamentais para o metabolismo de muitos parasitos
(SAJID; McKERROW, 2002). Os vermes de S. mansoni se caracterizam por
expressar numerosas proteases cisteinas as quais estdo relacionadas com sua
digestdo, reproducdo e na sintese de proteinas (CAFREY et al., 2004). Estudos
com os inibidores fluorometil cetona diminuiram a carga parasitaria e dos ovos
em camundongos infectados com S. mansoni (WASILEWSKI et al., 1996).

Proteina Tirosina Quinase

Os vermes de S. mansoni apresentam dois tipos de PTKSs, a tirosina quinase 3
(TK3) e a tirosina quinase 5 (TKS), ambas exibindo atividades no aparelho
reprodutor das fémeas de S. mansoni, mas especificamente nas células
vitelinicas e no ovario, sugerindo desse modo, que as TKs estejam relacionadas
no desenvolvimento do aparelhor reprodutor feminino desses parasitos (KAPP
et al., 2004; KNOBLOCH et al., 2002).

DNA Topoisomerases

Caracteristicas bioquimicas dos vermes de S. mansoni tem sido amplamente
estudadas e caracterizadas destacando as DNA topoisomerases como possiveis
alvos na descoberta de novos agentes esquistossomicidas (ABDUL-GHANI,
LOUTFY; HASSAN, 2009). Relacionados a isso, surgem os compostos
acridinicos, firmacos que possuem como mecanismo de agdo ja comumente
elucidado a capacidade de se intercalar a moléculas de DNA e inibir as enzimas
topoisomerases I e II responsaveis pelo processo de replicagdo celular (YANG
et al., 2006).

PPARy

A fibrose hepatica é um processo patologico cronico encontrado na
esquistossomose mansoni sendo um problema clinicamente sério ¢ fundamental
diante dos diversos tipos de doengas existentes no figado, mesmo se
apresentando como um processo progressivo, a fibrose hepatica pode se tornar
até em uma fase avancada, um processo reversivel (VENNERVALD et al.,
2005). Baseado nisso e em outras questdes relevantes, aumenta-se o otimismo
em relacdo a uma possivel regressao total da fibrose hepatica através de terapias
que travem o processo de fibrinogénese e ao mesmo tempo, incentivem as
propriedades naturais de regeneracgdo do figado (MUDDU et al., 2007).

Canais de Calcio

Os canais de calcio encontrados nos parasitos de S. mansoni estdo relacionados
com o mecanismo de acdo do agente esquistossomicida PZQ. No entanto, esta
via de mecanismo ainda continua desconhecida (DOENHOFF, CIOLI;
UTZINGER, 2008). Os canais de calcio sdo complexos protéicos formados por
subunidades  moduladoras  denominadas  B-subunidades (JEZIORSKI;
GREENBERG, 2006), responsaveis pela regulacio do fluxo de Ca®>" e que
podem estar envolvidas nesse mecanismo de agdo (TALLIMA; RIDI, 2007).

Sistema Neuromuscular

O sistema neuromuscular dos vermes adultos de S. mansoni é considerado alvo
para a descoberta de novos farmacos esquistossomicida. Apesar de o parasito
possuir um sistema de neurotransmissdo ¢ controle da atividade motora
qualitativamente semelhante ao dos mamiferos, pesquisas detalhadas baseadas
na modulacdo farmacologica dos receptores envolvidos e nas proteinas
relacionadas no controle homeostatico do calcio demonstrou apresentar
diferencas entre o parasito e o hospedeiro, sugerindo a possibilidade de se haver
a sintese de moléculas relativamente especificas (NOEL, 2008).
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Alguns estudos publicados que visam determinar o possivel alvo bioldgico de
moléculas esquistossomicida tem avaliado principalmente os danos tegumentares em vermes

adultos de S. mansoni através de microscopia eletronica de varredura.

3.6.1. Tegumento do verme adulto de Schistosoma mansoni

A integridade do tegumento e a funcdo da membrana superficial sdo de grande
importancia para a sobrevivéncia ao parasito quando em contato com o ambiente do
hospedeiro infectado. Isso se deve ao fato dessas estruturas possuirem um papel vital na
evasdo a resposta imune, absor¢do de nutrientes, assimilacao seletiva das drogas, metabolismo
do colesterol e lipidios e de varios outros processos fisioldégicos (FAGHIRI; SKELLY, 2009;
PEREIRA et al., 2011).

O tegumento ¢ um complexo sincicial que forma uma interface importante entre o
parasito e o hospedeiro e pode apresentar-se como principal rota para absor¢ao da glicose,
aminoacidos e outros nutrientes de forma similar, e também a excrecdo de produtos
metabolicos de como 4cido latico. A interagdo entre moléculas do hospedeiro e S. mansoni
pode ser considerada a caracteristica chave para a sobrevivéncia (CAMACHO; AGNEW,
1995 apud OLIVEIRA et al., 2008).

Embora o verme adulto possua a funcao intestinal na qual estd envolvido, ingestao e
digestdo de células e macromoléculas, existe um grande trafego de moléculas pequenas
através do seu tegumento. A superficie da membrana do tegumento também liga uma grande
variedade de moléculas do hospedeiro, tais como: imunoglobulina e lipoproteinas
sobrevivéncia (RAMALHO-PINTO et al., 1978 apud OLIVEIRA et al., 2008). A figura 8
apresenta as principais caracteristicas ultraestruturais em vermes adultos de S. mansoni.

Uma ferramenta sensivel para a identifica¢do de lesdes tegumentares em S. mansoni €
a utilizagdo da microscopia eletronica de varredura (MEV), que pode ser usada como
parametro para avaliar compostos quanto a provaveis atividades esquistossomicida.

Sabendo-se que a superficie tegumentar se encontra entre o ambiente do parasito € o
hospedeiro, e que ¢ responsavel por apresentar proteinas envolvidas na resposta imune € no
reparo de qualquer dano causado pelo hospedeiro definitivo, a estrutura tegumentar torna-se
um potencial alvo bioldgico para a atuacdo de um candidato a farmaco esquistossomicida

(XIAO et al., 2002).
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Existem diversas alteracdes tegumentares em vermes adultos de S. mansoni que sdo
descritas na literatura tais como inchago, fusdo de cristas tegumentares, vacuolizacao,
descamacao, erosao e colapso do tegumento (XIAO et al., 2001). Estudos indicam que essas
alteragdes tegumentares podem levar ao desaparecimento da resposta imunoldgica ao parasito,
acarretando uma vulnerabilidade maior diante do hospedeiro (XIAO et al., 2001). Em adi¢ao
a isso, a destrui¢dao de tegumento compromete a absor¢ao de nutrientes, o que pode ocasionar

diminui¢do do metabolismo no parasito e até a sua morte (NAHED et al., 2009).
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Figura 8 — Ultraestrutura de vermes adultos de Schistosoma mansoni, macho e fémea
processados por Microscopia Eletronica de Varredura: A) Verme macho com presenca de
ventosa oral (0s), ventosa ventral (vs) e canal ginecdforo (gc). B) Distribuicao de tubérculos
(tu) ao longo do corpo papilas sensoriais (seta). C) Por¢ao caudal do verme macho. D)
Detalhe de espinhos e tubérculos (sp). E) Verme fémea com presenca de ventosa oral (0s) e
ventosa ventral (vs). F) Tegumento do verme fémea com tubérculos. G) Por¢ao caudal do
verme fémea.
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4. METODOLOGIA

4.1. DELINEAMENTO DA PESQUISA E LOCAL
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Foi realizada uma pesquisa experimental através de ensaios in vitro. O estudo foi

realizado em colaboragdo com os seguintes laboratorios: Laboratério de Planejamento e

Sintese de Farmacos (LPSF/UFPE), Laboratério de Imunomodulagdo e Novas Abordagens
Terapéuticas (LINAT/UFPE), Laboratério de Biologia Celular e Molecular (LBCM/CPgAM)
e no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE).

4.2. SINTESE DOS NOVOS DERIVADOS TIOXO-IMIDAZOLIDINICOS

As sinteses, dados fisico-quimicos, caracterizagdo estrutural por meio do RMN'H, 13C,

IV e espectrometria de Massas dos novos derivados imidazolidinicos LPSF/PTS2,

LPSF/PTS4,

PLPSF/TSS,

LPSF/PTS6, LPSF/PTS10, LPSF/PTSIS,

LPSF/PTS19,

LPSF/PTS23 e LPSF/PTS24 (Anexo 1) foram realizados no LPSF/UFPE pela Profa. Dra.
Maria do Carmo Alves de Lima, Profa. Dra. Marina Galdino da Rocha Pitta e Prof. Dr. Ivan

da Rocha Pitta. O quadro 3 descreve resumidamente, codigo, estrutura, nome e peso

molecular dos nove derivados tioxo-imidazolidinicos utilizados nesse estudo.

Quadro 3 — Informagdes quimicas dos novos derivados tioxo-imidazolidinicos.

Codigo Ligantes/Radicais Nome Peso Molecular
5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-3-(2-cloro-6-
LPSF/PTS2 <:>N— fltior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona 429,1
o 5-(4-benziloxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6
LPSF/PTS4 Q—/ fluor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona 4520
. s 5-(3,4-dibenziloxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-
LPSF/PTSS 3,4-dibenziloxi flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona 3581
N
S5-(piridin-3-il-(benzilideno)-3-(2-cloro-6-
LPSF/PTS6 e | fltor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona 423.8
5-(4-dimetilamina-benzilideno)-3-(2-cloro-6-
LPSF/PTSI10 4-N(CHy), flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona 389,0
LPSF/PTS18 4-NO> 5-(4-nitro-benzilideno)-3-(2-cloro-6-fluor- 3918
benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona ’
LPSF/PTS19 3-NO» 5-(3-nitro-benzilideno)-3-(2-cloro-6-fluor- 391.8
benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona ’
5-(2, 4, 6 trimetoxi-benzilideno)-3-(2-cloro-6-
LPSF/PTS23 2,4,6-0CH; flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona 436,07
LPSF/PTS24 2-CL5-NO» 5-(2-cloro-5-nitro-benzilideno)-3-(2-cloro-6- 4249

flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona
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4.3. CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS TIOXO-IMIDAZOLIDINICOS

4.3.1. Teste em Células Mononucleares do Sangue Periférico

Voluntarios saudéaveis: amostras de sangue periférico foram obtidas a partir de
voluntarios saudéveis, sem ingerir alcool e ter tomado qualquer tipo de medicagdo (n = 10),
de ambos os géneros, com idade variando entre 18 e 25 anos, ap6s autorizacdo do Comité de
Etica do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE, protocolo de aprovagdo: 483/10 e 57/10
(Anexo 2). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por todos os
doadores que participaram da pesquisa (Anexo 3). As Células Mononucleares do Sangue
Periférico (CMSP) foram isoladas por centrifugacdo em Ficoll PaqueTM Plus (densidade
1,077 g/mL -ge Healthcare Bio-Sciences). Em seguida, as CMSP foram ressuspendidas em
meio Roswell Memorial Park Institute (RPMI) 1640 (Gibco) suplementado com L-glutamina,
10% de soro fetal de bolvino (Gibco), HEPES 10 mM (4 (2-hidroxietil) -1-
piperazinoetanossulfonico) (Gibco) e 200 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco). A
viabilidade celular foi determinada por exclusdo do azul de trypan 0,4% (Sigma-Aldrich,
EUA) 1: 4 (1 parte de células: 4 partes do corante). As amostras foram utilizadas apenas
quando a viabilidade foi superior a 98% (PEREIRA et al., 2014).

Na avaliacao da citotoxicidade das substancias tioxo-imidazolidinicas, utilizou-se o
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), um composto
hidrossoluvel, que em solugdo apresenta coloragdo amarelo-palido e ¢ facilmente incorporado
por células viaveis, que reduzem este composto em suas mitocondrias pelas desidrogenases.
Ao ser reduzido, o MTT ¢ convertido em formazana, um composto de coloragao azul-escuro,
ndo soluvel em agua e fica precipitado no citoplasma celular. O ensaio colorimétrico com
MTT mede a quantidade de formazana formado através de espectrofotometria e ¢ sensivel e
quantitativo, ja que o valor da absorbancia ¢ proporcional ao numero de células vidveis.

Para o procedimento deste ensaio, CMSP foram mantidas em placas de 96 pogos em
uma densidade de 1 x 10° células/poco. Em alguns pocos, as células foram mantidas em
contato com as substancias testadas (LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSS5, LPSF/PTS6,
LPSF/PTS10, LPSF/PTS18, LPSF/PTS19, LPSF/PTS23 e LPSF/PTS24) em diferentes
concentragdes (1, 10 e 100 uM) e em outros, nenhuma substincia foi adicionada (grupo
controle), permanecendo por 48h a 37°C em atmosfera com 5% de CO», e no final da
incubacgdo as células foram centrifugadas, e o meio foi substituido por meio sem o composto

(150 puL) contendo MTT (0,5 mg/mL). Trés horas mais tarde, o formazan MTT foi diluido
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com 100 pL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) a 20%, e a sua absorbancia foi medida (570
nm), em aparelho (Biotek EL808). A atividade citotoxica foi quantificada como a
percentagem de controle de absorbancia (SILVA et al., 2014). Os resultados foram analisados
comparando a absorbancia dos pogos tratados com os controles celulares. Os valores obtidos

foram representativos de uma média de trés experimentos realizados.

4.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

4.4.1. Parasitos

A cepa LE (Luiz Evangelista) de S. mansoni € rotineiramente mantida por passagens
em série em caramujos B. glabrata ¢ camundongos Swiss webster no Centro de Pesquisas

Aggeu Magalhaes/Fundagao Oswaldo Cruz.

4.4.2. Animais

Foram wusados na parte experimental camundongos S. webster, fémeas, com
aproximadamente um més de idade pesando em média 30g, nascidos e criados no biotério do
CPgqAM — FIOCRUZ/PE. Os animais foram mantidos em gaiolas devidamente identificadas e
alimentados com racao comercial e dgua potavel. As cercarias de S. mansoni, cepa LE, usadas
para infec¢do, foram fornecidas pelo Moluscéario do CPqAM — FIOCRUZ/PE, onde o ciclo ¢
mantido utilizando-se o modelo B. glabrata — camundongo — B. glabrata. A utilizagao desses
animais no presente trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) do CPqAM/FIOCRUZ/PE, sob licenga n° 06/2010 (Anexo 4).

4.4.3. Caramujos

Os caramujos foram mantidos em laboratério dentro de um aquério com agua
corrente, boa oxigenacdo, apresentando pH entre 7,2 a 7,8 e isenta de cloro, cobre ou zinco,
que dificultam a sobrevivéncia dos mesmos. A espécie B. glabrata foi a utilizada para

infeccdo por S. mansoni em laboratorio.
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4.4.4. Infeccao e exame dos caramujos

A infec¢ao desses moluscos, como rotina, foi feita com 10 miracidios de S. mansoni
por caramujo, deixando-os juntos por algumas horas. Os caramujos foram transferidos para
uma estufa ou sala e mantidos a 28°C. Apo6s 30 dias, examinaram-se os caramujos, colocando-
os individualmente em pequenos vidros com 4gua e expostos a luz, quando 60 a 80% dos
caramujos estavam eliminando cercarias e os ndo infectados foram eliminados. Os caramujos

infectados viveram em torno de 40 dias.

4.4.5. Infeccao dos camundongos

Os caramujos foram expostos a luz por duas horas e o liquido contendo as cercarias foi
transferido para um tUnico béquer, originando um pool de cercarias provenientes de
caramujos. De cada béquer, foi retirada uma aliquota de, aproximadamente, 0,3mL que foram
contadas com auxilio de uma lupa. As aliquotas eram ajustadas, a fim de se obter uma
concentracdo equivalente a mais ou menos 20 £ 5 cercarias, para cada volume de 0,1mL. Os
camundongos foram infectados por via percutanea, utilizando cerca de 120 cercarias para os
experimentos in vitro. Praticamente todos os animais infectaram-se, e a taxa de recuperagao
girou em torno de 15-20 vermes adultos, 56 dias apos a infec¢do. Para que nao houvesse
despropor¢do entre os vermes machos e fémeas recuperados, foram utilizadas cercarias

provenientes de 30 ou mais caramujos infectados (MATOS-ROCHA et al., 2013).

4.4.6. Obtengao de vermes adultos de Schistosoma mansoni

Os vermes adultos do parasito foram obtidos por perfusdo murina manual do sistema
porta-hepatico de camundongos albino S. webster, os quais eram infectados e permaneciam
por oito semanas. A técnica de perfusdo murina manual descrita ¢ utilizada principalmente
para recuperacao de vermes para cultivo ou para quando ¢ necessario obter vermes com
menos lesdes, uma vez que essa técnica injeta menor pressao no interior do organismo.

Camundongos com oito semanas de infec¢do foram sacrificados por “overdose” de
pentobarbital sodico 3,0 % (Hypnol - Fontoveter), administrado por via intraperitoneal (+ 0,2
mL). Os vermes adultos de S. mansoni foram obtidos através da perfusdo retrograda do
figado, onde se fez a exposicdo das visceras abdominais e do coragdo, a veia porta foi

seccionada, na altura dos rins, com o auxilio de uma agulha conectada a uma seringa.
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Imediatamente, na parte inferior dos ventriculos do cora¢dao foi injetado meio de cultura
RPMI - 1640, pH 7,4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) heparinizado (0,016 % =
0,83 UIl/mL), obtendo-se assim, os parasitos. Estes foram lavados com meio de cultura RPMI

— 1640, contendo 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Gibco Limited, Paisley, Scotland).

4.4.7. Avaliacdo da mortalidade in vitro

Na realizagdo do experimento, apds os vermes serem transferidos para as placas de
cultura, foi acrescido RPMI com HEPES 20 mM em pH = 7,5 e suplementado com penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e soro fetal bovino a 10%. Em seguida, seis vermes
(machos e fémeas) foram transferidos para cada poco das placas de cultura de 12 pogos de 35
mm de didmetro contendo 2 mL de meio. Em seguida foram incubados a 37 °C, em atmosfera
umida contendo 5% de gas carbdnico (COy).

Para os testes in vitro com vermes adultos de S. mansoni, os compostos (LPSF/PTS2,
LPSF/PTS4, LPSF/PTSS, LPSF/PTS6, LPSF/PTS10, LPSF/PTS18, LPSF/PTS19,
LPSF/PTS23 e LPSF/PTS24) foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados
aos pocos da placa de cultura, em concentra¢des que variavam entre 5 a 100 uM. Os vermes
foram mantidos durante cinco dias sendo monitorados a cada 24 h para avaliagdo de
mudangas na atividade motora, oviposicdo, acasalamento e mortalidade (KNOBLOCH;
KUNZ; GREVELDING, 2006).

Como controle negativo, vermes adultos foram incubados em meio RPMI 1640 e
RPMI 1640 + 1,6% de DMSO. Como controle positivo, vermes foram incubados em 10 pM
de PZQ. Todos os experimentos foram realizados em triplicata para cada concentragdo
analisada (XIAO et al., 2001;2002; MAGALHAES et al., 2009).

A avaliacdo da viabilidade dos vermes adultos foi baseada em procedimentos padrdo
para triagem de compostos esquistossomicida, proposto por Horiuchi et al. (2005), onde: (3,0)
vermes com atividade normal; (1,5) vermes com menor perda dos movimentos, mas, com
atividade da cauda; ventosas e membrana do canal ginecoforo e (0) vermes sem movimentos.
A figura 9, apresenta o esquema experimental de avaliacdo de atividade esquistossomicida in

vitro.
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Figura 9 - Esquema experimental de avaliagao de atividade esquistossomicida in vitro.

Camundongos Swiss webster infectados pela imersdo caudal em suspensdo cercariana com
120 cercarias de S. mansoni — linhagem LE.

Vermes adultos com 56 dias.

Vermes adultos obtidos pela perfusao do sistema porta-hepatico dos camundongos

Placa de cultura com 24 pocos
Meio RPMI
Penicilina/estreptomicina

Controle negativo (sem adigao de
amostras/farmacos) |:> 6 pares de vermes por <:| Derivados tioxo-imidazolidinicos
Controle positivo (PZQ) poco

(37°C, CO2 5%)
Observagdes durante 120 horas

Microscopia optica
Observagdes sobre a viabilidade dos vermes:
Mortalidade
Atividade Motora
Acasalamento
Oviposi¢ao

Fonte: Adaptado de MORAES, 2011.
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Durante as leituras, cada poco foi observado, onde se verificou a viabilidade dos
vermes, o grau de mobilidade, acasalamento dos vermes, morfologia, desprendimento de
tegumento e presenca de ovos nas placas (Figura 10). Ao término do periodo de observagao,
os vermes foram considerados mortos quando nao foi observado nenhum movimento apés 3

minutos de observagado através de microscopio invertido (MATOS-ROCHA et al., 2013).

Figura 10 — Analise da avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro. (SILVA, 2004)

Tratamento in vitro
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4.4.8. Avaliacdo das alteragdes tegumentares

Para avaliagdo das alteracdes tegumentares, foi utilizada a técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Assim, vermes adultos de S. mansoni sem tratamento ¢
incubados com melhor derivado tioxo-imidazolidinico avaliado in vitro foram fixados
(glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4% em tampao cacodilato de s6dio a 0,1M, pH 7.,4)
por 12 horas em temperatura ambiente, lavadas 3 vezes a cada 10 minutos no mesmo tampao
e pos-fixadas em tetroxido de dsmio (OsO4) a 1% em tampao cacodilato de sédio a 0,1M, pH
7,2 por 1 hora. Apoés esta etapa, o material foi lavado trés vezes a cada 10 minutos no mesmo
tampao, desidratado em séries crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e
posteriormente as amostras foram para o ponto critico. Apds a montagem e metalizacao, o

material foi observado no MEV JEOL-JSM 5600LV (SANTIAGO et al., 2014).



CAPITULO 5




ARTIGO 1

SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EVALUATION OF NOVEL IMIDAZOLIDINE
DERIVATIVES AS CANDIDATE SCHISTOSOMICIDAL AGENTS

Thiago Jos¢ MATOS-ROCHA, Maria do Carmo Alves de LIMA, Anekécia Lauro da SILVA, Allana Lemos
Andrade GOUVEIA, Vinicius Barros Ribeiro da SILVA, Antonio Sérgio Alves de ALMEIDA JUNIOR, Fabio
André BRAYNER, Pablo Ramon Gualberto CARDOSO, Marina da Rocha PITTA-GALDINO, Ivan da Rocha

PITTA, Moacyr Jesus Barreto de Melo REGO, Luiz Carlos ALVES and Maira Galdino da Rocha PITTA

JOURNAL OF THE SAO PAULO INSTITUTE OF TROPICAL MEDICINE

REVISTA

0.0

INSTITUTO

DE

MEDICINA
TROPICAL

DE

SAO PAULO

A
JOURNAL OF THE SAQ PAULO
INSTITUTE OF TROPICAL MEDICINE




55

SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EVALUATION OF NOVEL IMIDAZOLIDINE
DERIVATIVES AS CANDIDATE SCHISTOSOMICIDAL AGENTS

Thiago Jos¢ MATOS-ROCHA (1,3,4), Maria do Carmo Alves de LIMA (2), Anekécia Lauro da SILVA (2),
Jamerson Ferreira de OLIVEIRA (2), Allana Lemos Andrade GOUVEIA (2), Vinicius Barros Ribeiro da SILVA
(2), Antonio Sérgio Alves de ALMEIDA JUNIOR (2), Fabio André BRAYNER (1,3), Pablo Ramon Gualberto
CARDOSO (4), Marina da Rocha PITTA-GALDINO (2), Ivan da Rocha PITTA (2), Moacyr Jesus Barreto de
Melo REGO (4), Luiz Carlos ALVES (1,3) and Maira Galdino da Rocha PITTA (4)
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Oswaldo Cruz (FIOCRUZ/PE), Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade Universitaria, 50670-420 Recife, PE, Brasil.
(2) Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF), Nucleo de pesquisas em inovagdo terapéutica
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SUMMARY

Introduction: Schistosomiasis is an infectious parasitic disecase caused by trematode Schistosoma mansoni,
which threatens approximately 207 million people worldwide and its control is dependent on a single drug,
praziquantel. The aim of this study was to evaluate the anti-Schistosoma mansoni activity in vitro of novel
imidazolidines derivatives. Material and methods: We synthesis three novel imidazolidines derivatives:
(LPSF/PTS24) (Z)-4-(2-chloro-5-nitro-benzylidene)-1-(2-chloro-6-fluoro-benzyl)-5-thioxo-imidazolidin-2-one;
(LPSF/PTS10) (Z)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-dimethylaminobenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one
and (LPSF/PTS23) (Z)-1-(2-chloro-6-fluoro-benzyl)-5-thioxo-4-(2,4,6-trimethoxy-benzylidene)-imidazolidin-2-
one. The structures of these compounds were determined by spectroscopic methods. During the biological assays
parameters such as motility, oviposition, mortality and analysis of Scanning Electron Microscopy were
evaluated. Results: LPSF/PTS10 and LPSF/PTS23 were considered to be active in the separation of coupled
pairs, mortality, decrease in the motor activity, while LPSF/PTS24 only caused mortality of worms with 120 h of
incubation. Beside that results revealed that LPSF/PTS23 induced ultrastructural alterations in worms, after 24 h
of contact, causing extensive erosion over the entire body of the worms. Conclusion: In conclusion, the
imidazolidinic derivatives which presents the trimetoxy and benzylidene halogens showed a promising in vitro
schistosomicidal activity.

KEYWORDS: Schistosoma mansoni; Imidazolidines; Ultraestructure.

INTRODUCTION

Parasitic diseases remain obstacles to socioeconomic development in poor countries.
Schistosomiasis (an infection caused by trematode worms of the genus Schistosoma) is the
second most significant parasitic disease in the world after malaria. It is a chronic and
debilitating disease that continues to threaten millions of people, particularly the rural poor in
the developing world'.

The major etiological agent of human schistosomiasis is Schistosoma mansoni, and it

is estimated that more than 200 million people are infected’. Approximately 779 million
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people are at risk for schistosomiasis, with 207 million infected in 76 countries and
territories>.

The reference drug for treatment of schistosomiasis is praziquantel (PZQ) (2-
cyclohexylcarbonyl-1,2,3,6,7,11b-hexa-hydro-4H-pyrazino{2,1-a}isoquinoline-4-one)*.
Recent reports of resistance in some strains have worried the world’s public health
organizations®. In this context, the identification of new and effective schistosomicidal
compounds is essential®.

At present, various research groups are dedicating themselves to identifying new
schistosomacide agents obtained from natural’® and synthetic sources’. The importance of
heterocyclic compounds as potential agents against several parasitic diseases, caused by
protozoa and helminths, is well known. The five rings have great relevance due to a variety of
drug derivatives containing this nucleus, like metronidazole and benzonidazole'°.

The imidazolidines are a broad class of bioactive compounds that also have
schistosomacide properties. Niridazole, 1-(5-nitrothiazol-2yl)imidazolidin-2-one, the drug
used in the last century, has been widely used for clinical purposes''. This drug received
considerable attention, probably because it was one of the early treatment options to be
administered orally'?.

Imidazolidines have antifungal, antimicrobial and leishmanicidal '°, anti-Trypanosoma

4

cruz'* and schistosomicidal properties!>. The schistosomicidal activity of imidazolidine

derivatives have been demonstrated by in vitro studies with adult S. mansoni worms'®!’.
However, as for PZQ, the mechanism of action of the imidazolidines has not been fully
elucidated yet!'®!7.

The molecular modification of imidazolidines by bioisosteric replacement produces a

biological response. This study evaluated the biological activity of imidazolidine derivatives
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with different substituent groups by determining their in vitro viability against adult worms of
S. mansoni®>".

Given the results of the imidazolidine derivatives observed so far and due to the great
need for a more effective drug, this study aimed to check the antischistosomal potential of the
three novel imidazolidinic compounds (LPSF/PTS24) (Z)-4-(2-chloro-5-nitrobenzylidene)-1-
(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxoimidazolidin-2-one;  (LPSF/PTS10)  (Z)-1-(2-chloro-6-
fluorobenzyl)-4-(4-dimethyl aminobenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one and
(LPSF/PTS23) (£)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxo-4-(2,4,6-
trimethoxybenzylidene)imidazolidin-2-one, through an in vitro activity evaluation and an

ultrastructural investigation of the parasite, and to analyze the cytotoxicity of the tested

compound in a PBMCs.

MATERIALS AND METHODS
Compound: The compounds (LPSF/PTS24)-(Z)-4-(2-chloro-5-nitrobenzylidene)-1-(2-
chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxoimidazolidin-2-one; LPSF/PTS10)-(Z)-1-(2-chloro-6-
fluorobenzyl)-4-(4-dimethyl aminobenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one and
(LPSF/PTS23)-(Z£)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxo-4-(2,4,6-
trimethoxybenzylidene)imidazolidin-2-one were obtained from Laboratorio de Planejamento
e Sintese de Farmacos at Universidade Federal de Pernambuco (Brazil) and was duly
identified by nuclear magnetic resonance of hydrogen, infrared (IR) and mass spectroscopy
(MS).

The scheme 1 displays the synthetic route of the three derivatives. The starting reagent
was imidazolidine-2,4-dione (1) which was reacted with 2-chloro-6-fluorobenzyl chloride
under basic conditions to obtain the intermediate 3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)imidazolidine-

2,4-dione as previously described (2)!8. After that, the reaction of 3-(2-chloro-6-
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fluorobenzyl)imidazolidine-2,4-dione (2) with Lawesson’s reagent in anhydrous dioxane gave
the novel compound 1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxoimidazolidin-2-one (3) according to
the protocol used by Gouveia et al'®. The reaction mixture was heated under reflux for 24
hours. Confirming the reaction occurred through the mass spectrometer where it was shown
that the compound 2 m/z (M + H)" = 243.035 became the compound 3 m/z (M + H)"= 259.013
by changing the oxygen atom in the sulfur in the structure. Then 2-cyano-3-phenyl-acrylic
acid ethyl esters derivatives were synthesised through Knoevenagel condensation between 2-
chloro-5-nitrobenzaldehyde or 4-dimethylaminobenzaldehyde or 2,4,6-
trimethoxybenzaldehyde and ethyl cyanoacetate?®. A Michael-type addition was then
performed by reacting the ester derivatives with the intermediate 1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-
5-thioxoimidazolidin-2-one (3) to form the final compounds (LPSF/PTS24; LPSF/PTS10;
LPSF/PTS23).

Reactions were monitored with analytical thin-layer chromatography in silica gel 60
F254 plates and visualized under UV light (254nm). Melting points were determined on a
Quimis 340 capillary melting point apparatus and were not corrected. Infrared spectra were
recorded as KBr discs using a BRUKER (IFS66) infrared spectrophotometer. Nuclear
magnetic resonance 'H NMR spectra were recorded in a VMMRS 300 MHz and 400 MHz
VARIAN spectrometer using tetramethylsilane (TMS) as the internal standard and DMSO-ds
as the solvent.

Chemical shifts (8, ppm) were assigned according to the internal standard signal of
TMS in DMSO- ds (8, ppm). Coupling constants (J) are reported in Hz. '"H NMR spectra are
reported in the following order: chemical shift, multiplicity, number and type of proton and
coupling constant(s). Mass spectra with MALDI-TOF Autoflex III (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA). Laser Nd: YAG, 355 nm. Freq. laser: 100 Hz. The derivatives

(LPSF/PTS24; LPSF/PTS10; LPSF/PTS23) were isolated as a single isomer. X-ray
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crystallographic studies and '*C NMR have demonstrated a preferred Z configuration for 5-
benzylidene-thiazolidinones®! >

The presence of the arylidene proton peak in 'H NMR for the synthesized derivatives
(LPSF/PTS24; LPSF/PTS10; LPSF/PTS23) confirmed the completion of the nucleophilic
addition reaction. The compounds were also confirmed by MS data in negative mode.

The IR spectrum of the compound showed characteristic peaks of the thiocarbonyl
group and arylidene, confirming the formation of derivatives 5-thioxoimidazolidin-2-one. For
the preparation of compounds, equimolar amounts of 1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-
thioxoimidazolidin-2-one (3) (200mg) and 2-cyano-3-phenylacrylic acid ethyl ester (165 mg)
were reacted using absolute ethanol (8 mL) as the solvent and morpholine (1 mL) as the
catalyst.

The reaction mixture was heated to 50 °C for 8 hours and then cooled to room

temperature. The solid that precipitated out was filtered under vacuum and washed with water

and absolute ethanol.
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Scheme 1 - Reagents and conditions: (i) 2-chloro-6-fluorobenzyl chloride; CH3;OH, NaOH, 60° C (ii)
Lawesson’s reagent, 90 °C (iii) 2-cyano-3-(2-chloro-5-nitrophenyl)acrylic acid ethyl ester, CH;CH,OH, 50° C;
(iv) 2-cyano-3-(4-dimethylaminephenyl)acrylic acid ethyl ester, CH3;CH,OH, 50 °C; (v) 2-cyano-3-(2,4,6-
trimethoxy-phenyl)acrylic acid ethyl ester, CH;CH>OH, 50 °C.

Ethical approval: Ethics approval was obtained from ethical committee from Health Science
Center of Federal University of Pernambuco and Hematology and Hemotherapy Foundation
of Pernambuco (protocols 483/10 and 57/10 respectively). All experiments were authorized
by the Committee for Ethics in Animal Care of Foundation Oswaldo Cruz, in accordance with
nationally and internationally accepted principles for laboratory animal use and care

(CEUA/FIOCRUZ), approval number: 06/2010.

Determination of cytotoxicity: Peripheral blood mononuclear cells were obtained from

heparinized blood from healthy, nonsmoking donors who had not taken any drugs for at least
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15 days prior to sample collection (10 volunteers), and the cells were isolated via a standard
method of density-gradient centrifugation over Ficoll Hypaque solution (GE Healthcare).
Cells were counted in a Neubauer chamber, and viability was determined by the trypan blue
exclusion method. Cells were used only when the viability was 98 %. All donors gave
informed consent, and the study was approved by the Human Research Ethics Committee of
UFPE in the Health Sciences Center (CEP/CCS/UFPE NO 483/10 and 57/10). Cells were
plated in 96-well plates (10° cells/well). After 24 h, the test compound was added (1, 10 and
100 uM), and the cells were incubated for 48 h and then subjected to the MTT assay as
described.

Then cytotoxicity was quantified by the ability of living cells to reduce MTT to a purple
compound. The compounds were tested in three independent assays, and at the end of
incubation wells were centrifuged, and the medium was replaced by medium without
compound (150 pL) containing MTT (0.5 mg/mL). Three hours later the MTT formazan was
diluted with 100 pL of 20% SDS, and its absorbance was measured (570 nm) by the apparatus
(BioTek EL808). The cytotoxic activity was quantitated in relation to percentage of vehicle
treated control absorbance. In this sense, the absorbance of the LPSF/PTS10, LPSF/PTS23
and LPSF/PTS24 treated group was obtained in relation to vehicle treated control group. In all
analyzed experiments, the vehicle (DMSO 0.1%) treated group presented viability >98%

compared to cells control without vehicle in three independent assays 6.

Antischistosomal evaluation criteria

Parasites: S. mansoni (LE strain) worms have been maintained in Biomphalaria
glabrata snails and Swiss webster mice hosts at the Schistosomiasis Laboratory of the
Department of Parasitology, Oswaldo Cruz Institute, (Pernambuco, Brazil). Female S.
webster, weighting 28-30g. Each mouse was exposed to around 120 cercariae. After 8 weeks,

adults S. mansoni specimens were recovered from the mice by perfusion with RPMI 1640
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medium supplemented with heparin. The worms were washed in RPMI 1640 medium (Gibco)
supplemented with 100 pg.mL! of streptomycin, 100 ULmL™ of penicillin (Invitrogen), and
25 mM of Hepes. Pairs of adult worms (male and female) were incubated in a 24-well culture
plate (Techno Plastic Products, TPP) containing 2 mL of the same medium supplemented
with 10% heat-inactivated calf serum at 37 °C in a 5% CO- atmosphere, in three independent
assays 2’

Motility and survival: An inverted microscope and a stereomicroscope were used to
evaluate the motility and survival of worms monitored at 24, 48, 72, 96 and 120 h of
incubation. Motility and survival of worms were assessed according to the criteria scored in a
viability scale of 0-3. The scoring system was as follows: 3, complete body movement; 1.5,
partial body movement or immobile but alive; and 0, dead, at least three independent assays®.

In Vitro Studies with S. mansoni. For the in vitro test with S. mansoni, LPSF/PTS10,
LPSF/PTS23 and LPSF/PTS24 imidazolidines derivatives were dissolved in 1.6% dimethyl
sulphoxide (DMSO) and used in concentrations varying from 5 to 100 uM, which were added
to the medium containing the worms after a period of 2 h of adaptation to the culture medium.
In the positive control group the adult worms of S. mansoni were incubated in the presence of
PZQ, triplicates were carried out for each concentration used.

The parasites were kept for 5 days and monitored every 24 h to evaluate their general
condition: motor activity, alterations in the tegument, and mortality rate. The control worms
were treated with 1.6% DMSO in an RPMI 1640 medium. The worms were considered dead
when there was no motion detected after 3 minutes of observation?’.

RESULTS

Compound: (£)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-(dimethylaminobenzylidene)-5-

thioxo imidazolidin-2-one (LPSF/PTS10): The product was an orange solid. Formula:

CioH17CIFN;OS; M.W.: 389.8742 g/moles; Yield: 45%; Melting point: 269 — 270° C; Ry 0.55
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(n-hexane/AcOEt 6:4); "H NMR (300MHz, DMSO- dé): & 3.00 (s, 6H, HsC-N); 5.15 (s, 2H,
CHa); 6.72 (d, 2H, H-Ar, J= 9.2 Hz); 7.57 (d, 2H, H-Ar, J= 8.8 Hz); 6.95 (s, 1H, HC=); 7.33
(m, 2H, CH-Ar, benzyl); 7.17 (t, 1H, CH-Ar, benzyl, J= 8.8 Hz); 11.00 (s, 1H, NH). IR (KBr,

cm™): 3226.68; 1725.22; 1588.95; 1531.52. MS [M+H]": calculated= 390.07; found= 390.00.

(£)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxo-4-(2,4,6-
trimethoxybenzylidene)imidazolidin-2-one (LPSF/PTS23): The product was an orange solid.
Formula: CooHisCIFN204S; M.W.: 436.8843 g/moles; Yield: 55%; Melting point: 152-153°
C; Ry 0.40 (n-hexane/AcOEt 6:4); 'TH NMR (300MHz, DMSO- d): & 3.80 9 (s, 6H, OCH3);
3.83 (s, 3H, OCH3); 5.13 (s, 2H, CH»); 6.26 (s, 2H, CH-Ar); 6.99 (s, 1H, CH=); 7.18 (t,
1H,CH-benzyl, J= 8.1 Hz); 7.34 (m, 2H, CH- benzyl); 10.08 (s, 1H, NH). IR (KBr, cm™):

3413.59; 1747.92; 1598.88; 1510.63. MS [M+H]": calculated= 437.06; found= 437.00.

(£)-4-(2-chloro-5-nitrobenzylidene)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-
thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/PTS24): The product was an orange solid. Formula:
C17H10CIFN303S; M.W.: 424.2490 g/moles; Yield: 66%; Melting point: 244 — 246° C; Ry
0.75 (n-hexane/AcOEt 6:4); 'TH NMR (300MHz, DMSO-dc): § 5.17 (s, 2H, CHz); 6.95(s, 1H,
CH=); 7.20(t, 1H, CH-Ar, benzyl, J= 8.8 Hz); 7.37 (m, 2H, CH-Ar, benzyl); 7.83 (d, 1H, CH-
Ar, J= 8.7 Hz); 8.19 (d, 1H, CH-Ar, J= 8.7 Hz); 8.39 (s, IH, CH-Ar); 11.69 (s, 1H, NH). IR
(KBr, cm™): 3416.55; 1745.92; 1588.88; 1512.56. MS [M+H]": calculated= 425.98; found=

426.00.

Schistosomicidal activity: Currently, the imidazolidines are being investigated for

their schistosomicidal activity. In schistosomiasis, imidazolidines composites have shown

action against adult worms S. mansoni 332,
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Initially, we performed cell viability tests with the newly synthesized compounds.
Many techniques are utilized to elucidate cytotoxic mechanisms induced by drugs in different
cells. The present study used evaluate in vitro on peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). Our results show that compounds LPSF/PTS10, LPSF/PTS23 and LPSF/PTS24,
present no toxic effects at different concentrations ranging from 5-100 uM (Table 1).

Compounds were evaluated at a concentration of 5 to 100 uM every 24 h for a period
of 120 h, and mortality, motility, and alterations in the tegument of the worms were observed.
Three derivates containing the pharmacophoric group imidazolidine ring were tested for
schistosomicidal activity. In vitro adult worm mortality was observed at different
imidazolidine derivative concentrations (Table 1). PZQ was used as the reference
schistosomicidal drug.

In the present study, the imidazolidine derivatives LPSF/PTS10, LPSF/PTS23 and
LPSF/PTS24 demonstrated activity against adult worms of S. mansoni. The evaluation of the
in vitro susceptibility of S. mansoni to the imidazolidine derivative LPSF/PTS23 revealed that
the worms were sensitive during the first 24 h, the highest mortality rate occurring after
contact at a concentration of 100 puM. LPSF/PTS10 only caused 100% of death of the
parasites at all concentrations after 48h. After 96 h, LPSF/PTS23 showed similar behavior to
PZQ and induced 100% mortality at all concentrations.

Adult male and female worms, when treated with LPSF/PTS10 and LPSF/PTS23 were
shown to be sensitive the concentrations used with 100% mortality after 72 h and 24 h of
contact, respectively. The maximum effect achieved by LPSF/PTS10 at 40 uM and 20 uM was
after 48 and 72 h, respectively. LPSF/PTS24 took the longest time to cause the death of the
worms with a 50% mortality of the worms at 100 pM and only 25% at a concentration at 20

puM at the end of 120 hours of incubation.
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The compounds LPSF/PTS10, LPSF/PTS23 and LPSF/PTS24 at a concentration of
5uM had no effect on parasite mortality, PZQ induced 100% mortality of adult worms.

In all the experiments, the control group remained viable throughout the observation
period and was submitted only to the vehicle used to dissolve the different compounds.
LPSF/PTS23 exhibited the best schistosomicidal properties in relation to other compounds,
with 100% mortality within 24 h the concentrations.

The table 2 shows the motility score of S. mansoni. During all observation period (24,
48, 72, 96 and 120 h) the 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). The PZQ caused loss of
motility in worms leaving them shortened, this effect persisted and became stronger with the
passing of time (score=0).

After 24 h of exposure to LPSF/PTS23 and 48 h to LPSF/PTS10 at concentration of
100 uM, 100% of the worms has lost movement completely, being then considered dead
(score = 0). After 24 h of exposure to LPSF/PTS24 with 100 uM, 50% of the worms has lost
partial body movement (score 1.5).

LPSF/PTS24, in the concentrations of 5 uM, did not alter the motility of S. mansoni in
observation intervals 96 h (score=3). On the other hand, after 120 h, 25% of worms displayed
a reduction in motility. In the concentrations of 20 and 40 uM, alter the motility of S. mansoni
in observation intervals 96 h (score=1.5) and 50% of worms exposed to LPSF/PTS24, in the
concentration of 40 puM, displayed an alteration in motility of S. mansoni (score 1.5) in
observation intervals 120 h. On the other hand, after 96 h, 75% of worms exposed to 100 uM
displayed 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 120 h, 50%

of the worms were dead (score = 0).
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LPSF/PTS10 and LPSF/PTS24, at the concentration of SuM, did not alter the motility
of S. mansoni in observation intervals. On the other hand, after 96 h, 25% of worms exposed
to 5 uM of LPSF/PTS23 displayed 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).

In the control, the parasite tegument was observed with oral and ventral suckers, and
tubercles and spines in normal state at 120 h of incubation, respectively (Fig. 1A-B). Severe
damage of the tegument was observed in worms incubation with PZQ, a contraction and
rupture of blisters. The emergence of several holes in the place where the blisters had been
located, and loss of spines was observed (Fig. 1C).

The ultrastructural changes in adult schistosomes caused by LPSFPTS23 were
characterized by extensive erosion over the entire body of the worms (Fig. 1D); After 48 h,
multiple bubbles and projections (solid arrows) emerging from the interior of damaged
tubercles (Fig. 1E); After 72 h, tegument erosion can be visualized at higher magnification
(Fig. 1F); After 96 h, some tubercles lack their spines (dashed arrow) (Fig. 1G). Damaged
tubercles and bubbles present inside the lesion, as observed after 120 h of drug exposition

(Fig. 1H).

DISCUSSION
Schistosomiasis is a neglected disease that has one drug of choice, PZQ*. Because of
this, the Special Program for Research and Training in Tropical Diseases promoted by WHO
provides opportunities for studies in the development of new anti-Schistosoma drugs** and
encourages worldwide synthesis of new compounds for these neglected diseases'®.

Imidazolidines derivatives are being investigated for their anti-parasitic activity’%32.

The main activities assigned to imidazolidines are antibacterial and anti-L. amazonensis'?,
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12 and anti-S. mansoni®®>%32. Among the various schistosomicidal compounds

anti-7. cruzi
already tested, the imidazolidine derivatives are well known for their activity in several works
that are studying their in vitro and in vivo efficacy, showing promising results when compared
to PZQ, a control drug available in the market for the treatment of schistosomiasis*>-.

Many drugs have been compared with PZQ and their cytotoxicity and ability to kill
adult worms of S. mansoni has been shown as similar to PZQ3°3237. LPSF/PTSIO0,
LPSF/PTS23 and LPSF/PTS24 were less cytotoxic. LPSF/PTS23 exhibited the best
schistosomicidal properties in relation to other compounds, with 100% mortality within 120 h
at concentrations of 5-100 uM. These results suggest that the efficacy varies according to the
substituent in the 4-position of the imidazolidine group. The compound LPSF/PTS23 has a
methoxyl group attached in the 2,4,6-position of the imidazoline ring. The literature findings,
it was also showed that heterocyclic compounds containing a methoxyl group exhibited
higher schistosomicidal activity than compounds without this group™®.

Oviposition by adult worms was also not observed at any concentration of these
imidazolidines while in the control group (untreated worms) oviposition was observed and the
worms remained viable during the entire observation period. These same physiological
alterations seen here were observed in adult worms treated with imidazolidine derivatives in
other studies realized by our group (Silva et al.!'3?). For example, similar results were

30 and Neves et al. 3! using 1-(4-chlorobenzyl)-4-[(4-

achieved by Neves et al
fluorophenyl)hydrazono]-5-thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/PTI11) and 5-(4-
fluorobenzylidene-3-(4-nitrobenzyl)-4-thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/RSZ05).

The tegument of S. mansoni is an important structure involved in the absorption of

nutrients, in secretion of some products, variety of movements, including rapid shortening and

extension of the body, typical wavy and peristaltic movement along the body anterior and
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posterior axis*®. Therefore, the worm’s tegument is the critical target for imidazolidine
derivates, as it has been other schistosomicidal activity drugs studied®!'!30-3237,

To test this hypothesis, we first established the concentration of LPSF/PTS23 that is
capable of altering the motility, causing death of worms in the period of a 120 h exposure in
vitro. Based on these criteria, through SEM, changes in the surface of the tegument of S.
mansoni adult worms*’. Thus, we contribute with other studies that show ultrastructural
analysis of imidazolidine derivatives induced surface membrane damage in adult worms of S.
mansoni®1:30-323741

However, despite its effect on motor activity, the exact mechanisms by which
LPSF/PTS10 and LPSF/PTS23 causes mortality in adult worms remain unclear. On the other
hand, some imidazolidine derivatives show toxicity to cells®!!*9323741 There is evidence that
these compounds act at the levels of the cholinergic receptors**+.

Silva et al.*? evaluated the potential of the schistosomicidal the imidazolidinic
derivative 3 (5Z2)-3-(4- bromobenzyl)-5-(4-chlorobenzylidene)-4-thioxoimidazolidin-2-one,
after 24 hours of incubation at a dose of 100ug.mL!, adult S. mansoni worms had a
significant opening of the gynecophoral canal, contraction of the head and suckers, collapse of
the tubercle with erosion of the tegument and a severe lesion revealing the layer of
subtegument tissue. In this case, there was an enormous destruction of the subtegument
surface.

Acetylcholinesterase is also found on the tegumental surface of the worm and has the
function of obtaining glucose?, but there is already evidence showing that this contraction is
due to calcium influx which also causes contraction of the muscle fibers. Since this enzyme is
inhibited, the absorption of nutrients for the survival of the parasite may be compromised**.

Imidazolidinic compounds such as (£)-3-(4-chlorobenzyl)-5-(4-

nitrobenzylidene)imidazolidine-2,4-dione, (Z)-3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-fluorobenzylidene)-1-
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methyl-2-thioxoimidazolidin-4-one and (£)-5-(4-fluorobenzilidene)-1-methyl-3-(4-
phenylbenzyl)-2-thioxoimidazolidin-4-one induced significant changes in the tegumental
surface of the body of adult S. mansoni worms, causing damage in the tegument with
contraction of the body and of oral and ventral suckers, disorganization and total collapse of
the tubercles with loss of spines. Thus, the nitro, fluorine and phenyl radicals can justify the
good activity of the imidazolidine derivatives mentioned above °.

Promising results with other imidazolidine derivatives presenting chlorine and fluorine
radicals in their structure were also able to cause ultrastructural changes in the tegument of
adult worms of S. mansoni, such as the derivatives 1-benzyl-4-[(4-chlorophenyl)-hydrazono]-
5-thioxoimidazolidin-2-one and 1-(4-chlorobenzyl)-4-[ (4-fluorophenyl)-hydrazono]-5-
thioxoimidazolidin-2-one'.

Neves et al.>°

showed increasing number of the tegument, disruption of the blisters,
spine loss and tissue wrinkling after contact with LPSF/PT5 and blisters and swelling of the
tegument and loss of a few spines in the tubercules after incubation with LPSF/PT11. In
addition, effects of imidazolidine (Z)-5-(4-fluoro-benzylidene)-1-methyl-3-(4-phenyl-benzyl)-
2-thioxo-imidazo-lidin-4-one, resulted in severe tegumental damage in male worms S.
mansoni, including erosion with exposure of internal strutuctures*!. The halogens have the
ability to enhance the absorption of the derivatives by the cell membranes*®. Thus, this may
have happened in the tegumental surface of the parasite treated with the above compounds as
well as with the LPSF/PTS23 which presents the halogens trimetoxy and benzylidene in its
chemical structure.

Regarding changes in the pairing, all pairs of coupled adult worms were separated into
individual male and female after incubation with 20, 40 to 100 uM of compounds

LPSF/PTS10 and LPSF/PTS23, while the pairs remained coupled after exposure of

compounds LPSF/PTS24 (20 to 100 puM). Our study reinforced the use of imidazoline
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derivatives as drug anti-S. mansoni, and identified LPSF/PTS23 as active on adult worms S.

mansoni.

CONCLUSION

In conclusion, the imidazolidinic derivatives which presents the trimetoxy and
benzylidene halogens showed a promising in vitro schistosomicidal activity. Thus, it is
necessary to investigate the elucidation of the mechanism of action of this compound as well
as to invest in further studies to investigate its biological activity such as an in vivo
evaluation.
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Sintese e avaliacio bioldgica de novos derivados imidazolidinicos candidatos a agentes
esquistossomicidas

A esquistossomose ¢ uma doencga parasitaria cronica causada pelo trematodeo Schistosoma
mansoni, que ameaca cerca de 207 milhdes de pessoas no mundo e seu controle ¢ dependente
de uma unica droga, o praziquantel. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade anti-
Schistosoma mansoni in vitro novos derivados de imidazolidina. Demonstraram-se trés novos
derivados de imidazolidina: (LPSF / PTS24) (Z) -4- (2-cloro-5-nitro-benzilideno) -1- (2-cloro-
6-fluoro-benzil) -5- tioxo-imidazolidin-2-ona; (LPSF/PTS10) (Z) -1- (2-cloro-6-fluoro-benzil)
-4- (4- dimetil aminobenzilideno) -5-tioxo-imidazolidin-2-ona e (LPSF/PTS23) (Z) -1- (2-
cloro-6-fluoro-benzil)  -5-tioxo-4- (2,4,6-trimetoxi-benzilideno)-imidazolidin-2-ona.  As
estruturas destes compostos foram determinadas por meio de métodos espectroscopicos.
Durante os ensaios, parametros como a motilidade, oviposi¢ao, mortalidade e analise de
microscopia eletronica de varredura foram avaliados. LPSF/PTS10 e LPFS/PTS23 foram
considerados ativos na separagdo ativa de pares acoplados, mortalidade e diminuicao da
atividade motora, enquanto LPSF/PTS24 s6 causou mortalidade de vermes com 120 h de
incubacdo. Além disso, os resultados revelaram que LPSF/PTS23 induziu alteracdes
ultraestruturais em vermes, apds 24 h de contato, causando erosdo extensiva ao longo de todo
o corpo dos vermes. Em conclusdo, os derivados imidazolidinicos que apresentam os
halogénios trimetoxi e benzilideno mostraram uma promissora atividade esquistossomicida in
Vitro.
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Table 1 - Cytotoxicity and in vitro effects of LPSF/PTS10, LPSF/PTS23 and LPSF/PTS24 against adult worms of Schistosoma mansoni

Concentration (uM)

100 [ 40 [ 20 [ 5
Groups Time (h) Mortality (%) Observations (Worms) | Cytotoxicity (nM)*
24 - - - -
48 - - - - Paired worms without
RPMI 1640 72 - - - - apparent morphological -
96 - - - - change, presence of eggs.
120 - - - -
24 - - - ;
48 - - - - Paired worms without
[1)
DMSO 1.6% 72 - - - - apparent morphological -
96 - - - - change, presence of eggs.
120 - - - -
24 100 100 100 100 .
48 100 100 100 100 Not paired, no sucker
PZQ 72 100 100 100 100 adhzrezc‘:é altl’::;f of >100
96 100 100 100 100 ggh’l & ered
120 100 100 100 100 morphology altere
24 100 - - - ]
48 100 100 ) _ Unpaired, no sucker
LPSF/PTS10 72 100 100 100 - adherence, absence of >100
9 100 100 100 ; cggs tegument
120 100 100 100 i morphology altered
24 100 100 100 -
48 100 100 100 _ Unpaired, no sucker
LPSF/PTS23 72 100 100 100 - adherence, absence of >100
9% 100 100 100 ; cggs tegument
120 100 100 100 25 morphology altered
24 - - - -
48 ) ) ) ) Paired adult worms
LPSF/PTS24 72 - - ; ; without apparent > 100
9% ) i i i morphological change,
120 50 40 95 ] presence of eggs

* Calculated at three concentrations using data obtained from at least three independent experiments, with a SD less than 10% in all cases. The highest nontoxic concentration on PBMCs.

72
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Table 2 — Motility scores for control, and worms treated with derivatives with LPSF/PTS10, LPSF/PTS23, LPSF/PTS24 and praziquantel (PZQ) at different
hours post-incubation.

Number of Percent of worms (%) in motility scores after incubation®
Groups
worms
24h 48h 72h 96h 120h
30 15 0 30 15 0 30 1.5 0 30 15 0 30 1.5 0
RPMI 1640 12 100 100 100 100 100
DMSO 1.6% 12 100 100 100 100 100
PZQ
5uM 12 100 - - - -
20 uM 12 100 - - - -
40 uM 12 100 - - - -
100 uM 12 100 - - - -
LPSF/PTS10
5uM 12 100 100 100 100 100
20 uM 12 50 50 25 75 100 100 -
40 uM 12 25 75 100 75 25 100 -
100 M 12 100 100 100 100 -
LPSF/PTS23
5uM 12 100 100 100 100 50
20 uM 12 100 - - - -
40 uM 12 100 - - - -
100 uM 12 100 - - - -
LPSF/PTS24
5uM 12 100 100 100 100 100
20 uM 12 100 100 100 100 75 25
40 uM 12 100 50 50 50 50 25 75 50 50
100 uM 12 50 50 50 50 50 50 25 75 50 50

“ The measurement of mean worm motility is scored on a scale of 0 to 3 as follows: 3, movement of whole body; 1.5, movement of only one part of body or immobile but
not dead; 0, dead.



74

Fig. 1 a—b SEM images of adult flukes S. mansoni. (a) Adult flukes of S. mansoni not exposed to LPSF/PTS23. Parasites
incubated in maintenance medium for 120 h showing normal morphology. (b) GC, gynecophoral channel; OS, oral sucker;
VS, ventral sucker. Medial and posterior portion. Figures c—g SEM images of adult flukes S. mansoni after exposure the
LPSF/PTS23. (c) After 24 h, extensive erosion was observed over the entire body of the fluke; (d) After 48 h, multiple bubbles
and projections (solid arrows) emerging from the interior of damaged tubercles; (e) After 72 h, tegument erosion can be
visualized at higher magnification; (f) After 96 h, some tubercles lack their spines (dashed arrow. (g) Damaged tubercles and
bubbles present inside the lesion, as observed after 120 h of drug exposition.
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Abstract

Imidazolidines are a broad class of bioactive pentagonal heterocyclic compounds with diverse biological effects
including anti-Trypanosoma cruzi, schistosomicidal and leishmanicidal activities. Herein we report a series of
novel imidazolidinic compounds, which were synthesized, characterized and tested as antischistosomal agents in
vitro. Efficacy and safety of these compounds were analyzed through cytotoxicity in Peripheral blood
mononuclear cell (PBMC). During the assays parameters such as motility of adult worms, separated worms,
motility, oviposition and especially the mortality rate of adult worms were evaluated. LPSF/PTS2 and
LPSF/PTS4 did not show toxicity up to 100 uM, however, LPSF/PTSS, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and
LPSF/PTS19 were toxic at concentrations above 10 pM. Among all tested compounds, compounds LPSF/PTS2
and LPSF/PTS4 at different tested concentrations (10, 40, 80 and 100uM) showed the highest schistosomicidal
activity, with a significant decline in motility, inhibition of pairing and oviposition and mortality. LPSF/PTS4
was able to cause worm death percentage values of 50% after 96 h (at 100 uM), besides LPSF/PTS2 promoted
25 % of death of the parasites at 100 uM after 120 h. LPSF/PTS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19
(10 uM) were also able to reduce motility and reduced oviposition of adult worms in vitro. LPSF/PTS4 showed
antischistosomal activity and exhibited no cytotoxicity to mammalian cells. These results suggest that the
LPSF/PTS4 is very promising for the development of new schistosomicidal agents.

Keywords: Schistosoma mansoni, imidazolidines, activity anti-Schistosoma mansoni.

Atividades citotoxica e anti-Schistosoma mansoni in vitro de novos compostos
imidazolidinicos

Resumo

As Imidazolidinas ¢ uma classe ampla de compostos heterociclicos pentagonais bioativos com diversos efeitos
biologicos incluindo atividades antifungica, antimicrobiana, anti-Trypanosoma cruzi, esquistossomicida e
leishmanicida. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade esquistossomicida de novos compostos
imidazolidinicos (LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 ¢ LPSF/PTS19) foram
testados contra Schistosoma mansoni, cuja potencial esquistossomicida ainda ndo foi descrito. Os resultados
mostram que novos compostos imidazolidinicos levaram a mortalidade de vermes, com um declinio significativo
na motilidade, a inibicdo de emparelhamento, oviposi¢ao e mortalidade. LPSF/PTS4 foi capaz de fazer com que
os valores percentuais morte verme de 50% apos 96 h (100 pm); além dos LPSF/PTS2 promoveu 25% de morte
dos parasitos em 100 uM apds 120 h. Os resultados sugerem que LPSF/PTS4 deve ser considerado para mais
estudos para elucidar os mecanismos induzidos por tras dessa resposta. Assim, ¢ possivel que LPSF/PTS4 pode
ser futuro candidato a farmaco esquistosomicida.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Imidazolidinas, Atividade anti-Schistosoma mansoni.
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Short running title: /n vitro schistosomicidal activity of imidazolidinic compounds.

1. Introduction

Schistosomiasis is the second most significant parasitic disease in the world after
malaria, in socioeconomic terms (Steinmann et al., 2006), is a chronic liver and intestinal
parasitic disease caused the genus Schistosoma, mainly Schistosoma mansoni, with 207
million people infected (Vimieiro et al., 2013) and further 779 million at risk (Nascimento
and Oliveira, 2014). At present, praziquantel (PZQ) is the drug of schistosomiasis control
choice for the schistosomiasis. However, dependence on a single drug may hasten the
selection of drug-resistant parasites, as pointed out by Doenhoff et al., 2008. Accordingly, it is
important the search for antiparasitic drugs, mainly from imidazolidinic compounds, has been
intensified in the last years (Silva et al., 2012).

The imidazolidines are a broad class of bioactive pentagonal heterocyclic compounds
with diverse biological activity (Dias et al., 2009). The imidazolidine system has antifungal
and antimicrobial properties, leishmanicidal (Carvalho et al., 2013) and anti-7Trypanosoma
cruzi effects (Caterina et al., 2008).

The schistosomicidal activity of imidazolidine derivatives have been demonstrated by
in vitro and in vivo studies with adult S. mansoni worms (Neves et al., 2010). Neves et al.
(2011) demonstrated the in vitro schistosomicidal activity of new imidazolidine derivatives
with worms ultrastructural changes induced induction and less cytotoxic effect on splenocytes
than PZQ. Silva et al. (2012), demonstrated the in vivo schistosomicidal activity.

Niridazole, 1-(5-nitro-thiazol-2-yl)-imidazolidin-2-one, has been used over the past
century for its schistosomicidal properties. The drug received considerable attention, probably
because it was one of the early treatment options to be administered orally (Dubois et al.,

2009).
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In order to provide new structures, for use in future strategies to control
schistosomiasis, the search for schistosomicidal compounds has intensified in recent years
(Moraes et al., 2013; Matos-Rocha et al., 2013). Therefore, we describe the synthesis and

schistosomicidal activity of imidazolidine derivatives on worms adults of S. mansoni in vitro.

2. Materials and methods

2.1. Compound

The compounds (Z)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-(piperidin-1-yl)benzylidene)-5-
thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/PTS2), (£)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-
phenoxybenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/PTS4), (Z)-1-(2-chloro-6-
fluorobenzyl)-4-(3,4-diphenoxybenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one encoded
LPSF/PTSS, 5-(piridin-3-il-(benzylidene)-3-(2-chloro-6-fluorine-benzyl)-4-tioxo-
imidazolidin-2-ona encoded (LPSF/PTS6), (£)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-
nitrobenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/PTS18), (£)-1-(2-chloro-6-
fluorobenzyl)-4-(3-nitrobenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/PTS19) were
obtained from Laboratdério de Planejamento de Sintese de Farmacos at Universidade Federal
de Pernambuco (Brazil) and was duly identified by nuclear magnetic resonance of hydrogen
as well as infrared (IR) and mass spectroscopy (MS).

The scheme 1 displays the synthetic route of the six derivatives.

The PZQ, all other analytical grade or cell culture reagents were purchased from

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
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2.2. Ethical approval

Ethics approval was obtained from ethical committee from Health Science Center of
Federal University of Pernambuco and Hematology and Hemotherapy Foundation of
Pernambuco (protocols 483/10 and 57/10 respectively). All experiments were authorized by
the Committee for Ethics in Animal Care of Foundation Oswaldo Cruz, in accordance with
nationally and internationally accepted principles for laboratory animal use and care

(CEUA/FIOCRUZ), approval number: 06/2010.

2.3. Cultures and Cell viability tests

Peripheral blood mononuclear cells were obtained from heparinized blood from healthy,
nonsmoking donors who had not taken any drugs for at least 15 days prior to sample
collection (10 volunteers), and the cells were isolated via a standard method of density-
gradient centrifugation over Ficoll Hypaque solution (GE Healthcare). Cells were counted in a
Neubauer chamber, and viability was determined by the trypan blue exclusion method. Cells
were used only when the viability was 98 %. All donors gave informed consent, and the study
was approved by the Human Research Ethics Committee of UFPE in the Health Sciences
Center (CEP/CCS/UFPE NO 483/10 and 57/10). Cells were plated in 96-well plates (10°
cells/well). After 24 h, the test compound was added (1, 10 and 100 uM), and the cells were
incubated for 48 h and then subjected to the MTT assay as described.

PBMCs from health donors were incubated in the presence of three different
concentrations (1, 10 and 100 uM for PBMCs) of the compounds for 48 hours. Then
cytotoxicity was quantified by the ability of living cells to reduce MTT (yellow) to a purple
compound. The compounds were tested in three independent assays, and at the end of
incubation wells were centrifuged, and the medium was replaced by medium without

compound (150 pL) containing MTT (0.5 mg/mL). Three hours later the MTT formazan was
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diluted with 100 pL of 20% SDS, and its absorbance was measured (570 nm) by the apparatus
(BioTek EL808). The cytotoxic activity was quantitated as the percentage of vehicle treated
control absorbance. In this sense, the absorbance of the LPSF/PTS2, LPSF/PTS4,
LPSF/PTSS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19 treated group was obtained in
relation to vehicle treated control group. In all analyzed experiments, the vehicle (DMSO
0.1%) treated group presented viability >98% compared to cells control without vehicle

(Pereira et al., 2014; Silva et al., 2014).

2.4. In Vitro Studies with S. mansoni

The LE (Luiz Evangelista) strain of S. mansoni was maintained by passage through
Biomphalaria glabrata snails and Swiss mice. After 8 weeks, S. mansoni adult worms (males
and females) were recovered under aseptic conditions from mice previously infected with 120
cercariae, by perfusion of the liver and mesenteric vein (Magalhaes et al., 2012). Worms were
washed in RPMI 1640 medium (Gibco, Life Technologies, Gaithesburg, Maryland, USA),
kept at pH 7.5 with 20mM HEPES supplemented with penicillin (100 ULml ™), streptomycin
(100mg.ml ") and 10% bovine fetal serum (Gibco, Life Technologies, Gaithesburg, Maryland,
USA).

For the in vitro test with S. mansoni, samples were dissolved in DMSO and used at
concentrations ranging from 10 to 100 uM (compounds). Solutions of samples were added to
the RPMI 1640 medium containing one adult worm pair after a period of 24 h of adaptation to
the culture medium. The parasites were kept for 120 h and monitored every 24 h in order to
evaluate their general condition (motor activity and mortality rate), egg production, and egg
development (Fernandes et al., 2013). The worms were considered dead when no movement
was observed for at least 3 minutes of examination. Changes in the pairing were also

evaluated using an inverted microscope (Leitz). All experiments were carried out in
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quadruplicate and repeated at least four times, using 10 uM PZQ as positive control group and
RPMI 1640 medium and RPMI 1640 with 1.6% DMSO as negative control groups (Matos-
Rocha et al., 2013).

Motility and survival of worms were assessed according to the criteria scored in a
viability scale of 0-3. The scoring system was as follows: 3, complete body movement; 1.5,

partial body movement or immobile but alive; and 0, dead (Horiuchi et al., 2005).

3. Results

In this study, the in vitro schistosomicidal activity of LPSF/PTS2, LPSF/PTS4,
LPSF/PTSS, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19. S. mansoni parasite mortality was
evaluated by incubation of the parasite with different concentrations and by evaluation of
decrease in motor activity of these worms (Table 1).

The evaluation of cytotoxic compounds showed that LPSF/PTS2 and LPSF/PTS4,
presented nontoxic effects at concentrations up to 100 uM. Hovewer, LPSF/PTSS,
LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19 presented toxic effects at concentrations up to 10
uM. The occurrence of lethal effect on the fourth treatment day was noted for LPSF/PTS4 at a
concentration of 100 uM; however, on the fifth treatment day, LPSF/PTS4 prompted 25 %
mortality at concentrations of 80 puM. LPSF/PTS-2 caused 25% parasite mortality at
concentrations of 100 pM.

LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSS, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19
were also evaluated against adult S. mansoni. All pairs of worms separated when exposed to
10 uM of LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19. LPSF/PTS6 while at 10 uM, 75% of the pairs
remained coupled. The compound LPSF/PTS5 at 10 uM concentration did not showed any

schistosomicidal effect until 120 h post-incubation.
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In contrast, parasites belonging to the positive control group PZQ caused 100%
parasite death on the first day of incubation. On the other hand, worms remained viable in the
negative control group and also vehicle treated until the end of the incubation period (120 h).

The activity of LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSS, LPSF/PTSe6,
LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19 on the motor activity of the worms was examined, during all
observation intervals (24 and 120 h). Reduction of the activity was observed. The compounds
were effective in reducing the motor activity was seen in 100 % of the adult parasites after 24
h of exposure to 100, 80 and 40 uM with LPSF/PTS2 and LPSF/PTS4. Moreover, male and
female adults showed a decrease in motor activity after incubation with LPSF/PTS18 and
LPSF/PTS19 (in concentration from 10 uM). PZQ (10 uM) caused 100% mortality after 24 h
of incubation. However, the negative control group adult S. mansoni worms did not showed

decrease in motor activity of adult parasites until 120 h post-incubation.
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Chemical part:

Compound: (Z)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-(piperidin-1-yl)benzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one
Compound: (Z)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-phenoxybenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one
Compound: (Z)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(3,4-diphenoxybenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one
Compound: (Z)-5-(piridin-3-il-(benzylidene)-3-(2-chloro-6-fluorine-benzyl)-4-tioxo-imidazolidin-2-one
Compound: (2)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-nitrobenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one

Compound: (2)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(3-nitrobenzylidene)-5-thioxoimidazolidin-2-one
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Table 1 - In vitro effects of LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18
and LPSF/PTS19 against Schistosoma mansoni adult worms.

Inhibition Decrease of

s
Group Incubation Separated of Dead motor activity® Cytotoxicity
. worms e worms o (M)
[pM] period [h] o oviposition o [%]
%l [%] %l 730 15 0
Control? 120h 0 0 0 100 -
DMSO 120 h 0 0 0 100 -
PZQP 24 h 100 100 100 100 > 100
LPSF/PTS2
100 24 100 100 0 100
120 100 100 100 100
80 24 100 100 0 100
120 100 100 100 100
> 100
40 24 0 100 0 100
120 50 100 0 100
10 24 0 100 0 100
120 50 100 0 50 50
LPSF/PTS4
100 24 100 100 0 100
120 100 100 100 100
80 24 100 100 0 100
120 100 100 100 100
40 24 0 100 0 100 > 100
120 100 100 0 100
10 24 0 100 0 100
120 50 100 0 100
LPSF/PTS5
10 24 0 100 0 100 =10
120 50 100 0 100
LPSF/PTS6
10 24 0 100 0 100 ~ 10
120 50 100 0 100
LPSF/PTS18
10 24 0 100 0 100 -~ 10
120 50 100 0 100
LPSF/PTS19
10 24 0 100 0 100 > 10
120 50 100 0 100

2Control group: paired adult worms without apparent morphological change, presence of eggs and sucker adherence.
"Praziquantel (1.0 pg/ml) was used as a positive control.

¢ The measurement of mean worm motility is scored on a scale of 0 to 3 as follows: 3, movement of whole body; 1.5,
movement of only one part of body or immobile but not dead; 0, dead.
dCalculated at three concentrations using data obtained from at least three independent experiments, with a SD less than 10%

in all cases. The highest nontoxic concentration on PBMCs.
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4. Discussion

The Special Program for Research and Training in Tropical Disease to incentivize the
discovery and development of novel antischistosomal compounds, therefore, the develop of
new drugs from synthetic products for schistosomiasis, is required to complement classical
chemotherapy (Boghdadi et al., 2013). Imidazolidine derivatives have been studied by several
research groups. So far, the main activities assigned to imidazolidines are antibacterial,
antiamebic, anti-T. cruzi, leishmanicidal and schistosomicidal (Kalyaham ef al. 1992;
Carvalho ef al., 2013; Sharma and Khan 2001; Pitta ef al. 2006; Caterina et al. 2008; Silva et
al.,2012).

Considerable efforts are ongoing in the development of novel schistosomicidal agents.
As part of our continuing interest in imidazolidine derivatives with a view to finding out
schistosomicidal drugs and new agents with activity against Schistosoma species (Neves et
al.,2010; Neves et al., 2011; Silva et al., 2012).

It is known that the structural variations lead to alterations in the physical properties
and reactivity of the chemical compounds, thereby giving rise to changes in the distribution in
the cells and tissues and in access to the active enzyme and receptor centers. The molecular
modification of imidazolidine by bioisosteric replacement produces a biological response.
(Pitta et al., 2006).

In recent years a number of studies have been developed through in vitro screening
using compounds natural and synthetic, but the assessment of therapeutic activity using in
vivo models should be performed (Moraes, 2012).

This study evaluated the schistosomacide effect of imidazolidine derivatives
(LPSF/PTS4, LPSF/PTSS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19) with different

substituent groups by determining their in vitro viability against adult S. mansoni worms.
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Importantly, in vivo studies with imidazolidine derivatives have been previously
demonstrated in animal models. For example, Oliveira et al. (2004) showed significant in vivo
schistosomicidal activity of (Z)-3-(4-cloro-benzyl)-5-(4-nitro-benzylidene)-imidazolidine-2,4-
dione showed a significant reduction of 70% of inviable, when the compound was
administered.

Data of the current study have demonstrated that LPSF/PTS2 and LPSF/PTS4 were no
cytotoxic and induced higher mortality of adult worms. But in terms of absence of oviposition
by adult worms and motor abnormalities, the imidazolidines were similar to PZQ. In fact,
PZQ at low concentrations, in vitro, appears to impair the function of the worms’ suckers and
at higher concentrations increases contraction and tegumental lesions (vacuolization and
vesicle formation) that are indistinguishable from the phenomena observed in vivo (Xiao et al.
1985; Martin 1997; Cioli and Pica-Mattoccia 2003; Badreldin 2006).

These same physiological alterations seen here were observed in adult worms treated
with imidazolidines in other studies realized by our group (Albuquerque et al., 2005; Neves et
al.,, 2010; Neves et al., 2011; Silva et al., 2014). Many drugs have been compared with
praziquantel and their cytotoxicity and ability to kill adult worms of S. mansoni have been
shown to be equivalent to the reference drug (Dayan 2003; Sayed et al. 2008).

All compounds evaluated in this study were able to decrease the motility of the
worms. It is important to emphasize that, in relation to the impact in motor activity, studies
have shown that the musculature of S. mansoni can serve as a therapeutic target, because the
motility of worms is associated with important neurotransmitters or neuromodulators
(Oliveira et al., 2012).

Thus, a reduction in the motility of adult S. mansoni exposed to imidazolidine
derivatives treatment might be associated with alterations in the neurotransmitter or

neuromodulator system of the parasite (Oliveira et al., 2012).
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In comparison to the literature findings, it was observed that some imidazolidine
derivatives have been reported as promising schistosomicidal drugs (Silva et al., 2012). The
in vitro activity of different concentrations of the LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSS,
LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 and LPSF/PTS19 on S. mansoni adult worms were assessed. In this
study, no eggs were produced by female adult worms after the imidazolidine derivatives
treatment, which suggested that the compounds significantly impaired parasite fecundity.

Regarding the reproductive capacity of female S. mansoni, a 100% reduction in egg
laying at concentrations of 10 - 100 uM after 120 h of incubation was observed in comparison
with the negative control group. According to Barth et al. (1996), changes in the reproductive
capacity of S. mansoni are associated with changes in the reproductive system of males and
females when exposed to drugs with schistosomicidal properties. For example, similar results
were achieved by Neves et al. (2011) wusing 1-(4-chlorobenzyl)-4-[(4-
fluorophenyl)hydrazono]-5-thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/PT11) and Neves ef al. (2010)
using 5-(4-fluorobenzylidene-3-(4-nitrobenzyl)-4-thioxoimidazolidin-2-one (LPSF/RSZ05).

In general, it was also observed compounds that possessed an imidazolidine ring
system showed significant schistosomicidal activity on adult S. mansoni worms Pitta et al.,
2006; Neves et al., 2010).

In comparison to the literature findings, was also observed that the imidazolidine ring,
which is present in an important class of heterocyclic compounds present in many
biologically potent active molecules, demonstrated schistosomicidal activity, is also present in
the most active compounds of the whole series. Some imidazolidine have, in fact, been shown
in the literature as anti-S. mansoni drugs (Neves et al., 2011; Silva et al., 2012; Silva et al.,
2014).

Chemical groups that are essential for the manifestation and intensity of many

biological reactions may be considered biofunctional groups (Korolkovas, 1974). Here, we
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observed the structural similarity of imidazolidines synthesized with niridazole (Ambilhar®),
chemically named 1-(5-nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-ona. Imidazolidines show the same
pharmacophoric group of niridazole and present HC=C-N and C-N=N-C-N substitutions at
position 5 of the imidazolidine ring. Chand et al. (2005) observed that C-N=N-C-N can act
like kelant agents because the nitrogen of imidazolidine and the nitrogen of the arilaze groups
act like donor centers (Neves ef al., 2010).

The biofunctional groups of imidazolidines contain alkyl radicals, chlorine atoms
(LPSF/PTS2) and fluoride (LPSF/PTS4). These radicals can change the alkalinity and or
lipophilicity of drugs, inducing changes in intractions with the receptor sites and in absorption
phenomena and transport through different cellular compartments. We believe that this
characteristic may be responsible for the better biological response of imidazolidine
derivatives.

In conclusion, the results obtained with derivatives LPSF/PTS2 and LPSF/PTS4
suggest that the biofunctionality of these compounds is due to the presence of the nitro group,
which acts as a parasitophorous group. The results of this study suggest that LPSF/PTS2 and

LPSF/PTS4 possess in vitro schistosomicidal action against S. mansoni adult worms.
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6. DISCUSSAO

Na busca por novas moléculas com atividade biologica sobre S. mansoni a realizagdo
de testes biologicos in vitro torna-se relevante, pois esse passo ¢ vital para encontrar uma
substancia lider ou guia que possa ser posteriormente usada em ensaios in vivo, reduzindo os
custos desse processo. Por essa razao, quando sdo testadas empiricamente substancias em que
ndo ha um prévio conhecimento sobre a agdo em determinados alvos, o teste in vitro fornece
um parametro inicial para que se possa, posteriormente, partir para uma abordagem seletiva,
permitindo uma investigacao bioldgica de compostos quimicamente derivados daquele, guia,
que anteriormente demonstrou ter alguma atividade sobre o organismo em estudo. Através
dessa triagem inicial, vérios pardmetros podem ser observados, visando a avaliacdo da
viabilidade do organismo-alvo (KATZ, 2008).

A semelhanca estrutural dos novos derivados tioxo-imidazolidinicos sintetizados com
o niridazol (Ambilhar®), quimicamente denominado 1-(5- nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-
ona, fArmaco de comprovada acdo frente ao S. mansoni e bastante utilizado no passado como
esquistossomicida, embora possuidor de indesejaveis efeitos colaterais, vem se incentivando a
pesquisar os efeitos provocados por essas moléculas em vermes adultos de S. mansoni
mantidos in vitro (SILVA, 2004).

A investigagdo da atividade bioldégica de moléculas candidatas a agentes
esquistossomicidas ¢ de grande importancia para o entendimento da biologia do parasito,
podendo ser profilatico acarretando a morte de esquistossdmulos, supressivo ao inibir a
oviposi¢do ou apresentar atividade eficaz ao ser capaz de causar a morte do verme adulto de
S. mansoni (MORAES, 2012). Nesse contexto, alguns parametros precisam ser avaliados,
sendo eles atividade motora, acasalamento, oviposi¢cdo, mortalidade, bem como suas
alteracdes tegumentares a fim de analisar o efeito bioldgico do composto frente ao parasito
(KATZ, 2008).

Na busca por moléculas com atividade esquistossomicida, os derivados tioxo-
imidazolidinicos sdo bem conhecidos pela sua atividade em alguns trabalhos que analisaram
sua eficacia in vitro (ALBUQUERQUE et al., 1999; PITTA et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2004; NEVES et al., 2010; NEVES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015) ¢ in vivo (SILVA et
al., 2012), apresentando assim, resultados bem interessantes. Nesse estudo, foi observada a
mortalidade de vermes adultos de S. mansoni, apds a adicdo dos compostos LPSF/PTS2,

LPSF/PTS4, LPSF/PTS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS10, LPSF/PTSI8, LPSF/PTSI19,
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LPSF/PTS23 e LPSF/PTS24, durante 120 horas de observagdo. Até a presente data, ndo
foram relatados ensaios de atividade esquistossomicida com derivados aqui investigados

sobre vermes adultos de S. mansoni (Quadro 4).

Quadro 4 — Relagdo entre derivados tioxo-imidazolidinicos e resposta bioldgica frente aos

vermes adultos de Schistosoma mansoni.

DERIVADO TIOXO-IMIDAZOLIDINICO

RESPOSTA BIOLOGICA

Cl

LPSF/PTS2

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposic¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade: > 80 uM

Cl

LPSF/PTS4

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposic¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade: > 80 uM

Cl

LPSF/PTSS

Citotoxicidade: > 10 pM
Oviposic¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade:-
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DERIVADO IMIDAZOLIDINICO RESPOSTA BIOLOGICA
Cl
0 LPSF/PTS6
i ici > M
>\\N Citotoxicidade: > 10 p
HN Oviposi¢ao: Inibido
X~ F

N=—

Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade:-

RN

LPSF/PTS10

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposig¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade: 20 uM

Cl

LPSF/PTS18

Citotoxicidade: > 10 uM
Oviposi¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade: -
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DERIVADO IMIDAZOLIDINICO

RESPOSTA BIOLOGICA

o

e

D<o
= ©

N
H

O,N

LPSF/PTS19
Citotoxicidade: > 10 uM

Oviposig¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterada

Mortalidade: -

|
cl
s
N

F

— x

(o)
H,CO N

OCH;

H,CO

LPSF/PTS23

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposig¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade: > 5 pM

Cl

S

N
>§F
/N O
H
o]

NO,

LPSF/PTS24

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposi¢ao: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado
Mortalidade: > 20 uM




103

No que diz respeito a citotoxicidade, os derivados tioxo-imidazolidinicos LPSF/PTS2,
LPSF/PTS4, LPSF/PTS10, LPSF/PTS23 ¢ LPSF/PTS24 ndo exibiram citotoxicidade em
concentragoes at¢ 100uM. Demonstrando que a inclusdo dos grupos 4-piperidin, 4-benziloxi,
4-dimetilamina, 2,4,6-trimetoxi e 2-cloro-5-nitro no anel benzilideno podem ter interferido
nessa citotoxicidade.

Por outro lado, os derivados LPSF/PTS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 ¢ LPSF/PTS19
apresentaram citotoxicidade em concentragdes superiores a 10 uM, possivelmente associada
com a inclusdo de substituintes como 3,4-dibenziloxi, 4-nitro e 3-nitro, respectivamente.

A introducdo do radical nitro no benzilideno aparenta influenciar na citotoxicidade da
molécula, tendo em vista que os derivados PTS-18 e PTS-19 apresentaram uma alta
citotoxicidade. O radical nitro ¢ conhecido na literatura como um radical citotoxico. A
introducao de radicais volumosos ndo aparenta favorecer a atividade da molécula, como no
caso dos derivados LPSF/PTS2 e LPSF/PTS4, tendo em vista que os derivados apresentaram
uma baixa atividade (McMURRY, 2011; BRUICE, 2006).

A melhor substitui¢do para o benzilideno foi apresentada pelo derivado LPSF/PTS23,
com a introdu¢do dos grupamentos metoxila. Quimicamente os radicais metoxila sdo
conhecidos por possuirem um efeito mesomérico positivo, aumentando a densidade eletronica
do anel, e também podem se portar como aceptores de ligacdes de hidrogénio (McMURRY,
2011; BRUICE, 2006).

Embora o derivado LPSF/PTS24 também apresente nitro na posigao 5 da
imidazolidina, este por sua vez também apresenta o atomo de cloro na posi¢do 2 do anel
imidazolidinico. Essa por¢do apresenta um efeito indutivo negativo sobre o anel. Isso
acontece porque o atomo de cloro € mais eletronegativo que o carbono, facilitando a retirada
dos elétrons do anel, aumentado sua nuvem eletronica e um carater acido dessa porc¢ao da
molécula (McMURRY, 2011; BRUICE, 2006). Os halogénios sdo eficientes em melhorar a
absorcdo dos derivados em meio bioldgico, mais precisamente nas membranas celulares,
porém mostram uma predisposi¢ao desses farmacos halogenados de se acumularem no tecido
adiposo dos organismos tratados (THOMAS, 2003).

No que diz respeito aos ensaios de atividade esquistossomicida in vitro, LPSF/PTS23,
composto com grupo metoxila ligado na posi¢do 2,4,6 substituido no anel benzilidénico,
mostrou-se o mais ativo entre os compostos avaliados, causando mortalidade de 100% até 120
horas em concentragdes variando de 5 a 100 uM.

Estes resultados sugerem que a eficcia varia de acordo com o substituinte na posi¢ao

4 do grupo imidazolidina. O composto LPSF/PTS23 tem um grupo de metoxila ligado na
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posi¢do 2.4.6 do anel imidazolidinico. Os achados da literatura, também mostrou que os
compostos heterociclicos contendo um grupo metoxila exibiram maior atividade
esquistossomicida do que compostos sem este grupo (SANTIAGO et al., 2014).

Enquanto que LPSF/PTS24, ndo causou efeitos deletérios nos vermes adultos de S.
mansoni na mesma propor¢do, embora tenha provocado reducdo na motilidade e inibi¢ao da
oviposi¢do. A adicdo do grupo 4-dimetilamina no composto LPSF/PTS10, provocou um
aumento da susceptibilidade dos vermes adultos de S. mansoni, ocasionando mortalidade nas
primeiras 24 horas.

Resultados obtidos com estes derivados foram semelhantes com os observados com o
derivado  (3-(4-cloro-benzil)-1-metil-5-(4-metoxi-benzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona)
LPSF/JT-69, e apresentaram eficacia de 100% de mortalidade dos parasitos nas primeiras 72h
de contato com o derivado, na concentragao de 322 uM (PITTA et al., 2006).

LPSF/PTS2, composto com grupo 4-piperidin, LPSF/PTS4, composto com grupo 4-
benziloxi, substituidos no anel benzilidénico, causaram mortalidade de 100% até 120 horas
em concentragdes apenas nas concentragoes de 80 e 100 puM, e essa mortalidade foi
diminuindo com a redu¢do da concentracdo dos derivados durante a realizagdo do
experimento.

Ja LPSF/PTSS, composto com grupo 3,4-dibenziloxi, LPSF/PTS18, composto com
grupo 4-nitro ¢ LPSF/PTS-19 com o grupo 3-nitro, todos substituidos no anel benzilidénico,
mostraram-se menos ativos entre os compostos avaliados, causando mortalidade de 50% ao
final de 120 horas na concentragdo de 10 uM. Estes compostos foram avaliados apenas na
concentragdo de 10 pM, uma vez que a adicdo desses grupos ao anel benzilidénico tornou
estes mais citotoxicos.

Os vermes adultos de S. mansoni, principalmente os vermes machos, apresentam uma
variedade de movimentos entre os quais, rapidos encurtamentos e prolongamento do corpo,
movimentos ondulatérios e ondas peristalticas, parcial ou de uma extremidade a outra (DA
SILVA; NOEL, 1995). A motilidade do S. mansoni, ¢ o efeitos de compostos
esquistossomicida sobre essa atividade, baseiam-se, principalmente, na observagdo visual. A
analise macroscopica da atividade motora, apresenta a vantagem de ser um método simples,
direto, de baixo custo e facilidade operacional (NOEL, 2008; MORAES, 2011).

Nesse estudo, a atividade motora dos vermes adultos de S. mansoni, baseada na
observagao microscopica dos vermes, foi diariamente monitorada qualitativamente definida
como “normal”, “com menor perda dos movimentos” e “sem movimentos”. Apesar de

subjetivo, esse critério qualitativo ¢ comumente empregado nos ensaios in vitro (MORAES,
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2011; MORAES et al., 2012; MORAES et al., 2013; MATOS-ROCHA et al., 2013). Nos
experimentos realizados no estudo, comparativamente aos vermes adultos incubados apenas
em meio de cultura, a motilidade dos parasitos foi alterada quando incubados na presenca dos
derivados tioxo-imidazolidinicos. Foi descrito também, que os compostos tioxo-
imidazolidinicos que foram letais para os vermes adultos, independentemente do tempo de
incubac¢do. Nesse mesmo estudo, observou-se que, nenhum dos derivados induziu a contragao
muscular nos parasitos. Por outro lado, PZQ induziu, nos instantes iniciais, contracdo dos
helmintos e redu¢do na motilidade sem a separacdo dos pares de vermes adultos de S.
mansoni, achados esses também observados no estudo realizado por Moraes (2011).

Em §. mansoni o controle da atividade motora ocorre por diversos neurotransmissores
ou neuromoduladores, tais como: os pertencentes ao grupo de mediadores do tipo amina
(serotonina, dopamina, noradrenalina, adrenalina, acetilcolina); aos do tipo aminoacidos
(glutamato, y-dcido aminobutirico-GABA) e aos neuropeptideos (peptideos da familia FMRF-
amidas - FaRPs) (MAIR et al., 2000; MENDONCA-SILVA et al., 2004).

Cada um desses neurotransmissores/neuromoduladores atua de formas diferentes na
motilidade aumentando-a (serotonina), diminuindo-a (acetilcolina) ou mantendo-a constante
(dopamina, noradrenalina, adrenalina, glutamato e GABA). Assim, a partir da movimentagao
que o verme adquire apds a adicdo de uma amostra a ser testada, ocorrem evidéncias
farmacologicas da presenca desses neurotransmissores no meio de incubagao (NOEL, 2008).

Desta forma, os neurotransmissores sao possiveis alvos de agentes esquistossomicidas,
sobretudo depois de ter sido mostrado que agonistas/antagonistas desses sistemas produziram
alteracdes no padrdo de motilidade dos vermes (SANGSTER; SONG; DEMELER, 2005;
NOEL et al., 2008). Sugere-se que alguns compostos esquistossomicidas como oxaminiquina,
metrifonato, hicantona, lucantona e imidazolidinas atuem em neurotransmissores dos vermes
adultos de S. mansoni (CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995; DUBOIS et al., 2009;
ALBUQUERQUE et al., 1999; ALBUQUERQUE et al., 2007; PITTA et al., 2006; NEVES et
al., 2010; NEVES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). Entdo, levando em consideragao os
dados ja publicados, ¢ possivel que as alteragdes na atividade motora em vermes adultos de S.
mansoni em presenga de compostos esquistossomicida estejam associados A
neurotransmissores ou neuromoduladores (MORAES, 2011).

As manifestacdes clinicas da esquistossomose estdo associadas, principalmente, a
presenga dos ovos de S. mansoni, no tecido do hospedeiro (GRYSEELS et al., 2006). Dessa
forma, na busca de compostos para terapéutica experimental deve-se considerar drogas

supressoras, que acabem com a oviposi¢cdo da fémea e, portanto, eliminem o principal agente
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patogénico, o ovo, além de interromper a transmissdo dessa parasitose (KATZ, 2008). O
objetivo dessa fase da pesquisa foi de avaliar a capacidade reprodutiva de vermes adultos de
S. mansoni quando em presenca de compostos imidazolidinicos. A capacidade reprodutiva de
S. mansoni foi avaliada pela observacao aos efeitos da exposicdo no acasalamento e
oviposicao das fémeas. Nos experimentos, foram observadas inibicdo da oviposi¢do durante
todo periodo do experimento quando os vermes foram incubados com todos os derivados
tioxo-imidazolidinicos empregados nesse estudo, enquanto no grupo controle (vermes nao
tratados) foi observada a oviposicao e se 0s vermes permaneceram vidveis durante o periodo
de observagdo. Alguns estudos relatam através de experimentos in vitro a redugdo da
oviposicao de S. mansoni por compostos imidazolidinicos (PITTA et al., 2006; NEVES et al.,
2010; NEVES et al., 2011; SILVA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

A reducdo da oviposicao pode ser causada por alteracdes no sistema reprodutivo de
machos e/ou fémeas (MORAES, 2011). Por exemplo, um estudo sobre o efeito
esquistossomicida da lovastatina realizado por Aragjo et al. (2002), mostraram que esse
medicamento foi capaz de causar reducdo da oviposicao de vermes adultos de S. mansoni. Os
estudos morfologicos em vermes adultos expostos a lovastatina mostraram alteragdes
degenerativas, sendo as principais no aparelho reprodutor, com redugdo dos foliculos
vitelinicos e do ovario das fémeas e modificacdes nos testiculos dos machos. No estudo nao
foi verificado se os derivados tioxo-imidazolidinicos causam alteragdes morfoldgicas nos
orgaos reprodutivos. No entanto, baseado na auséncia de ovos observada nos experimentos
desse estudo, € provavel que os o6rgdos reprodutores dos vermes adultos de S. mansoni tenha
afetado a oogénese e/ou espermatogénese.

Nao obstante a andlise subjetiva para avaliar o efeito de compostos esquistossomicida,
sobre o tegumento do S. mansoni, esse critério ¢ qualitativo e comumente empregado em
ensaios in vitro (ALBUQUERQUE et al., 2007; NEVES et al., 2011; SILVA et al., 2014).

No que diz respeito as alteracdes ultraestruturais, a superficie tegumentar tem sido o
alvo biologico bastante importante no combate ao parasito, uma vez que essa estrutura se
caracteriza por estar envolvida com a resposta imune do parasito frente ao hospedeiro
definitivo, com atividade sensorial e com a capacidade de absor¢do de nutrientes (XIAO et al.,
2002). Os resultados baseados em andlises ultraestruturais por MEV demonstraram que
vermes adultos apds serem incubados com LPSF/PTS23 na concentracdo de 100 uM, foi
capaz de causar destruicdo de tegumento, com perda de tubérculos e espinhos, formagdo de

bolhas e destruicdo da superficie subtegumentar nos vermes adultos machos do S. mansoni.
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O mesmo resultado foi observado em trabalhos anteriores com compostos tioxo-
imidazolidinicos (PITTA et al., 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007; NEVES et al., 2011;
SILVA et al., 2014). Sendo assim, suspeita-se que, de alguma forma, LPSF/PTS23 atue no
sistema tegumentar, interferindo nas células do tegumento, porém, esse mecanismo também
ainda nao foi totalmente elucidado no estudo.

Neves et al. (2010; 2011) realizando avaliando in vitro a atividade esquistossomicida
dos compostos LPSF/RZS-2, LPSF/RZS-5, LPSF/PT-11, LPSF/PT-05, através de analises de
microscopia eletronica de varredura e citotoxicidade, demonstraram que esses compostos
foram capazes de apresentar resultados semelhantes ao PZQ com 100% de mortalidade dos
vermes adultos S. mansoni nas primeiras 24 horas de contato com o composto. O composto
LPSF/PTS23 avaliado no estudo demonstrou resultados semelhantes aos dos compostos
citados acima.

Os derivados (Z)-3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF/FZ-4), (Z£)-3-(4-cloro-benzil)-5-(4-fluoro-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidin-4-
ona  (LPSFAJT-59) e  (Z£)-5-(4-fluoro-benzilidene)-1-metil-3-(4-fenil-benzil)-2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (LPSF/JT-62) induziram mudangas significativas na superficie tegumentar
do corpo dos parasitos adultos do S. mansoni, causando danos tegumentares com contracao
corporal e das ventosas ventral e oral, desorganizacdo e colapso total dos tubérculos com
perda de espinhos (ALBUQUERQUE et al., 2005). O radical nitro, fluor e fenil, presentes nos
derivados i1midazolidinicos desse trabalho contribuiram para melhorar a eficacia dos
compostos frente ao S. mansoni (PAULA, SERRANO; TAVARES, 2009; THOMAS, 2003).

Resultados promissores com outros compostos imidazolidinicos apresentando o cloro
e o flior em sua estrutura também foram capazes de acarretar alteragdes ultraestruturais no
tegumento dos vermes adultos do S. mansoni, como os derivados 1-benzil-4-[(4-cloro-fenil)-
hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT-5) e 1-(4-cloro-benzil)-4-[(4-fluoro-fenil)-
hidrazono]-5-tioxo-imidazolidin-2-ona  (LPSF/PT-11). Segundo Thomas (2003), os
halogénios tém a capacidade de melhorar a absor¢do dos derivados pelas membranas
celulares. Dessa forma, isso pode ter acontecido na superficie tegumentar do S. mansoni
incubado com os compostos acima bem como com o composto LPSF/PTS23 que apresenta os
halogénios fllior em sua estrutura quimica.

O mecanismo de agdo dos derivados tioxo-imidazolidinicos ainda ndo esta totalmente
elucidado. Porém, ha evidéncias de que esses compostos atuem nos niveis de receptores

colinérgicos (THIBAUT et al., 2009).
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Novos estudos devem ser realizados a fim de elucidar o mecanismo de agdo dos
derivados avaliados, bem como da LPSF/PTS23 sobre o S. mansoni. Verificar a atividade
esquistossomicida em testes in vivo pode ser util para investigar suas agdes no hospedeiro, o
que deve proporcionar novas perspectivas para o controle alternativo de parasito e

desenvolvimento de medicamentos eficazes contra a esquistossomose.



CAPITULO 7
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7. CONCLUSAO

v Os derivados tioxo-imidazolidinicos LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTSI0,
LPSF/PTS23 ¢ LPSF/PTS24 nao foram citotoxicos nas concentragoes avaliadas.

v" Os derivados tioxo-imidazolidinicos LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTS10 e
LPSF/PTS23 foram os compostos mais ativos nos ensaios de viabilidade in vitro em

vermes adultos de S. mansoni.

v" Os derivados LPSF/PTS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 e LPSF/PTS19, embora nio
tenham causado mortalidade, foram capazes de causar alteracdo de motilidade,

inibi¢do de oviposi¢do e acasalamento dos vermes.

v' Com relagdo as alteragdes tegumentares, foi possivel observar alteragdes como
destruicdo de tubérculos com perda de espinhos e formagao de vesiculas nos vermes
machos, e, erosdo do tegumento nos vermes fémeas em vermes adultos de S. mansoni

apos incubacao com LPSF/PTS23.

v A presenga do grupo metoxila no derivado LPSF/PTS23 conferiu melhor atividade

esquistossomicida in vitro.

v A alta taxa de mortalidade, aliadas as alteragdes no acasalamento e oviposi¢do, e 0s
danos causados no tegumento dos parasitos colocam a LPSF/PTS23 como um

promissor agente esquistossomicida.



PERSPECTIVAS
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8. PERSPECTIVAS

v' Avaliar a atividade in vitro do derivado tioxo-imidazolidinico LPSF/PTS23 frente

miracidios, cercarias e vermes imaturos de Schistosoma mansoni,

v Avaliar a atividade in vivo de LPSF/PTS23 em camundongos infectados por

Schistosoma mansoni;

v Elucidar um possivel mecanismo de agdo do composto LPSF/PTS23.
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ANEXO 1 - CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS
DERIVADOS IMIDAZOLIDINICOS
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1. Material

1.1 Reagentes e Solventes: Os seguintes reagentes e solventes foram utilizados para obtencao
dos compostos: aldeidos aromaticos substituidos (3-indolcarboxaldeido, 5-bromo-
indolcarboxaldeido, benzaldeido, 5-bromo-2-metéxi-benzaldeido, 2,4,6- trimetoxi-
benzaldeido, 4-etoxi-benzaldeido, 3-metoxi-benzaldeido, 2,4-dimetdxi-benzaldeido), haletos
de benzila substituidos (cloreto de 2-cloro-6-fluor-benzil), trietilamina, morfolina, Reagente
de Lawesson, 1,4-dioxano, etanol absoluto, metanol, hidréoxido de sédio. Estes reagentes e
solventes utilizados na sintese dos compostos ou para suas andlises pertencem as marcas
Sigma-Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis e foram utilizados sem purificagdo. Para a
purificacdo dos produtos, quando necessario, foi realizada a cromatografia em coluna sob
pressdo, utilizando silica gel 60 Merck (230-400 Mesh) como adsorvente. A seguir encontra-

se ilustrado o diagrama de obtencdo das imidazolidinas 3,5-dissubstituidas (Figura 11).

Figura 11 — Diagrama de sintese dos derivados imidazolidinicos obtidos.
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1.3 Resultados da parte quimica: A seguir encontram-se as tabelas contendo dados fisico-
quimicos, anlise espectroscopica de RMN'H e infravermelho.

Tabela 1 — Dados Fisico-quimicos dos derivados tioxo-imidazolidinicos obtidos.

Derivados Rendimento Rf Faixa de Fusao Massa Molar
LPSF/PTS2 40% 0,56 (n-Hex/Act, 1:1) 260°C 429.94
LPSF/PTS4 59% 0,6 (n-Hex/Act, 7:3) 264°C 452.93
LPSF/PTS10 69% 0,55 (n-Hex/Act, 6:4) 269°C 389.88
LPSF/PTS18 55,1% 0.4 (n-Hex/Act, 8:2) 211°C 392.81
LPSF/PTS19 65,4% 0,4 (n-Hex/Act, 7,5:2,5) 200°C 392.81
LPSF/PTS23 46,1% 0,4 (n-Hex/Act, 6:4) 152°C 436.89
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Tabela 2 — Dados espectroscopicos referentes as analises de RMN 'H (300 MHz) dos derivados PTS, utilizando-se DMSO-ds como solvente.

Derivados N-H (s, 1dH) CH> (s, 2H) =CH (s, 1H) Benzilicos Benzilidénico Substituintes

7.155-7.201 (m, 1H) 6.58 (d, 2H, J = 8.69 Hz)

LPSF/PTS2 11.044 5.155 6.927 7.295-7391 (m. 2H) 7.582 (d. 2H. J = 8.69 Hz) 1.578 -1.604 (m, 10H)
5.165 7.155-7.221 (m, 1H) 7.073 (d, 2H, J = 8.69 Hz) o

LPSF/PTS4 11.205 5175 6.950 7.296-7.395 (m. 2H) 7.674 (d. 2H. J = 8.69 Hz) 7.403-7.482 (m, 5H, benziloxi)

7.153-7.199 (m, 1H) 6.730 (d, 2H, J =9.19 Hz)
LPSF/PTS10 11.008 5.157 6.954 7.295-7.391 (m. 2H) 7.580 (d. 2H. J = 8.79 Hz) 3.004 (s, 6H, CHs)

7.183-7.227 (m, 1H) 7.913 (d, 2H, J = 8.39 Hz)
LPSF/PTSIS 11.603 3186 6.980 7.316-7.417 (m, 2H) 8.224 (d, 2H, J =8.79 Hz) X

7.695 (t, 1H,J =799 Hzel =
7.59 Hz)
LPSF/PTS19 11.578 5.184 7.015 ;;213(5):;421% Eﬁ’ ;gg 8.063 (d, 1H,J =7.19 Hz) x
’ ’ ’ 8.184 (d, 1H,J =7.99 Hz)
8.424 (s, 1H)

LPSF/PTS23 10.115 5.132 6.984 7.157-7.223 (m, 1H) 6.261 (s, 2H) 3.8 (s, 6H, OCH),

7.297-7.385 (m, 2H)

3.84 (s, 3H, OCH3)




Tabela 3 — Dados espectroscopicos referentes as analises de IV dos derivados tioxo-imidazolidinicos.

Derivados N-H C=0 C=C C=S
LPSF/PTS2 2922.02 cm’! 1729.45 cm’! 1593.43 cm’!

LPSF/PTS4 3215.63 cm’! 1736.29 cm’! 1595.86 cm’! 1511.31 em!
LPSF/PTS10 1725.22 cm’! 1588.95 cm’! 1531.52 cm!
LPSF/PTS18 1730.52
LPSF/PTS19 3288.16 cm’! 1728.19 em! 1651.32 cm’! 1521.60 cm’!
LPSF/PTS23 3413.59 cm’! 1747.92 cm’! 1598.88 cm’!
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ANEXO 2 - PARECER DO CEP/CCS/UFPE
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
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ANEXO 4 - PARECER DO CEUA/FIOCRUZ/PE
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