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RESUMO
A esquistossomose € reconhecida pela OMS, como um grave problema de saude
publica, devido ao seu potencial de morbidade. O controle dessa parasitose € um
desafio para os paises endémicos, pois requer custos e tempo. Atualmente, o PZQ é
o farmaco de escolha para o tratamento da esquistossomose, no entanto, problemas
de eficicia nas formas juvenis e de cepas resistentes séo relatadas pela literatura.
Assim, ha a necessidade de desenvolver novos medicamentos mais eficazes e
menos téxicos para o tratamento da esquistossomose. A Quimica medicinal
apresenta varias estratégias de planejamento de farmacos (hibridacdo molecular,
bioisosterismo, quimica  computacional), no entanto, estratégias de
reposicionamento de farmacos para o tratamento da esquistossomose estdo sendo
verificadas em varios estudos. Outras alternativas terapéuticas também estéo
presentes como, as tiossemicarbazonas, os anéis indol e tiazolidinona, ambos
apresentam derivados biologicamente ativos conhecidos na literatura, inclusive
esquistossomicida. Neste trabalho foi avaliado derivados indol-tiossemicarbazonas
para a atividade esquistossomicida. Foram utilizados os derivados LqIT/LT-50,
LQIT/LT-51, LqIT/LT-53, LqIT/LT-54, LgIT/LT-55, LgIT/LT-56, LqIT/LT-57, LqIT/LT-58
e LgIT/LT-59 obtidos por uma rota sintética de via plena convergente utilizando
mecanismos reacionais de adi¢cdo, condensacao e ciclizagdo. Os derivados indol-
tiossemicarbazonas demonstraram um CCs entre 6.2 uM e 30.53 uM apresentando
uma citotoxicidade relativamemte alta quando comparada ao PZQ. Na atividade in
vitro de vermes adultos para S. mansoni, o derivado LqIT/LT-51 apresentou 100% de
mortalidade em 24 horas de observagédo na concentragéo de 200 puM e para vermes
jovens, o LqIT/LT-51 apresentou 100% de mortalidade em 48 horas. Na avaliacao
estrutural de vermes adultos e jovens, o derivado LqgIT/LT-51 foi capaz de causar
extensivas modificacbes tegumentares (desintegracdo de tegumento, formacao de
bolhas, inchaco e erosbes) apontando um possivel mecanismo de acdo do LgIT/LT-
51. O mesmo derivado foi capaz de fragmentar o DNA gendmico de S. mansoni de
vermes adultos visualizado por meio de gel de agarose pela técnica de eletroforese,
caracterizando por um processo de apoptose, mostrando como possivel alvo
biolégico, o DNA. Na avaliacdo da toxicidade aguda in vivo, o LqIT/LT-51 ndo se
mostrou toxico diante dos parametros analisados. Na avaliacdo da eficicia deste
derivado utilizando camundongos infectados por S. mansoni, verificou-se que o0

derivado LqIT/LT-51 na dose de 50 pumol/Kg apresentou uma eficacia de 66,6% na



reducdo de vermes adultos pos-tratamento. Além disso, o LqIT/LT-51 foi capaz de
aumentar em 60,59% o numero de ovos maduros e suprimiu em 96,67% 0Ss 0vV0S
imaturos pos-tratamento, evidenciando a acédo do LgIT/LT-51 sobre a oviposi¢cao dos
vermes de S. mansoni. Estes resultados mostraram que o nucleo indol, a
tiossemicarbazona e o grupo naftil, pertencentes ao derivado LqIT/LT-51 séao
promissores scaffolds para o desenvolvimento de novos farmacos para

eSC]UiStOSSOI'HOSE.

Palavras-chave: Esquistossomose. Tiossemicarbazonas. Indol. Naftil.



ABSTRACT
Neglected tropical diseases are a group of diseases caused by infectious and
parasitic agents such as viruses, bacteria, protozoa and helminths that affect mainly
a poor population of the world and live without basic sanitation, these diseases are
grouped in the countries of the tropical and subtropical regions of the Globe.
Schistosomiasis is recognized by the WHO as a serious public health problem
because of its potential for morbidity. The control of this parasite is a challenge for
the endemic countries, since we require costs and time. Today, PZQ is the drug of
choice for the treatment of schistosomiasis, however, efficacy problems in juvenile
forms and resistant strains are reported in the literature. Thus, there is a need to
develop new drugs that are more effective and less toxic for the treatment of
schistosomiasis. Medical chemistry presents the strategy of drug planning (molecular
hybridization, bioisosterism, computational chemistry); however, the clinical drug
repositioning structure for the treatment of schistosomiasis is being verified in several
studies. Other therapeutic alternatives are also present, such as thiosemicarbazones,
the indole and thiazolidinone rings, both published biologically active derivatives
known in the literature, including schistosomicidal. In this study, indol-
thiosemicarbazones were evaluated for schistosomicidal motivation. The derivatives
(LqIT/LT-50, LQIT/LT-51, LgIT/LT-53, LqIT/LT-54, LqIT/LT-55, LQIT/LT-56, LgIT/LT-
57, LgIT/LT-58 and LqIT/LT-59). The indole-thiosemicarbazones derivatives showed
a CCso between 6.2 yM and 30.53 pM. In the in vitro activity of adult worms for S.
mansoni, the LqIT/LT-51 derivative presented 100% mortality in 24 hours of
observation at the concentration of 200 yM and for young worms, LqglT/LT-51
presented 100% mortality in 48 hours. In the structural evaluation of adult and young
worms, the LQIT/LT-51 derivative is capable of causing extensive tegumentary
changes (tegumentary disintegration, bubble formation, swelling and erosions)
indicating a mechanism of action of LgIT/LT-51. The same derivative was able to
fragment S. mansoni genomic DNA from adult worms through electrophoresis,
characterized by a process of apoptosis, showing as a possible biological target,
DNA. In the assessment of acute toxicity in vivo, LgIT/LT-51 did not show forward of
the parameters analyzed. In the evaluation of the efficacy of this derivative, the use
of S. mansoni infected mice was used, the LqIT/LT-51 derivative at a dose of 50
pmol/kg was found to have a 66.6% efficacy in reducing post partum adult worms
treatment. In addition, LqIT/LT-51 was able to increase the number of mature eggs



by 60.59% and suppressed immature eggs after treatment by 96.67%, evidencing an
action of LgIT/LT-51 on oviposition of worms of S. mansoni. These results showed
that the indole nucleus, thiosemicarbazone and naphthyl group belonging to the
LqIT/LT-51 derivative are promising scaffolds for the development of new drugs for
schistosomiasis.

Keywords: Schistosomiasis. Thiosemicarbazones. Indole. Naphthyl.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo responsaveis por afetar
mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo, principalmente aquelas
encontradas nas regides tropicais e subtropicais do globo (ACADEMIA BRASILEIRA
DE CIENCIAS, 2010; WHO, 2017). Entre as DTNs, tem-se como exemplo diversas
parasitoses, destacando-se aquelas causadas por helmintos, como a
esquistossomose mansoOnica, causada pelo parasito Schistosoma mansoni
(ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 2010; WHO, 2017,).

A esquistossomose € a segunda doenca de importancia na saude publica,
com a incidéncia de 269 milhdes de pessoas e com mais de 779 milhdes de pessoas
que residem em areas endémicas (regides como na América Latina, Caribe Africa e
Oriente Médio), causando 200 mil mortes por ano (WHO, 2017a). No Brasil, o
namero de casos de esquistossomose mansonica, entre 2010 e 2016, foi de
243.721, sendo a maioria desses casos na regido Nordeste (216.802) (MS, 2017b).

Essa parasitose acomete principalmente o figado, caracterizado pela
presenca de granulomas que sdo desencadeados pelos ovos no tecido,
desenvolvimento de fibrose e hipertenséo portal. Nesta evolugéo, a infec¢do se torna
cronica, levando a morbidade e mortalidade dos infectados (LAMBERTUCCI et al,
2008; SOUZA et al., 2011; CAFFREY, 2015).

O tratamento da esquistossomose € baseado na quimioterapia, sendo o
praziquantel (PZQ) o farmaco de escolha no Brasil, o qual se destaca pela sua
eficacia contra todas as espécies de Schistosoma. No entanto, devido ao seu uso
exclusivo durante varias décadas, ja foram relatadas evidéncias de casos que
sinalizam possiveis resisténcias de cepas de S. mansoni (PICA-MATTOCCIA, L. &
CIOLI, D, 2004; PICA-MATTOCCIA et al., 2007; TALLIMA & RIDI, 2007) e a baixa
eficacia nas formas juvenis do parasito (ABDI et al., 2003; CAFFREY, 2015).

Sabendo de todos esses problemas relatados acerca do PZQ, e uma vez que
nao existe uma vacina totalmente segura e apropriada para uso na clinica (GUPTA
et al, 2013; ENGEL et al, 2015), novas alternativas quimioterapicas estdo sendo
desenvolvidas a fim da descoberta de novos farmacos esquistossomicidas.

Dentro desse contexto, o0s derivados tiossemicarbazonas, compostos
organicos nitrogenados, surgem como perspectivas de novos prototipos atuantes
frente ao parasito Schistosoma. Essas moléculas ja apresentam diversas atividades

biol6gicas citadas em estudos antiparasitarios, tais como atividades leishmanicida
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(MELOS et al., 2015), tripanocida (ESPINDOLA et al., 2015, COSTA et al., 2016),
antimalarica (KUMAR et al., 2014) e, também, esquistossomicida (SANTIAGO et al.,
2014).

Dessa forma, devido a importancia da descoberta de farmacos para o
tratamento da esquistossomose, mais eficazes na forma juvenil, como também ao
amplo potencial biolégico esquitossomicida, o presente trabalho visa descrever a
atividade in vitro, in vivo e ultraestrutural de vermes adultos e jovens de S. mansoni

frente aos derivados indol-tiossemicarbazonas.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial esquistossomicida dos novos derivados indol-

tiossemicarbazonas.

1.1.2 Objetivos especificos

v Avaliar o potencial citotoxico dos derivados indol-tiossemicarbazonas em
linhagem de células macrofégicas;

v Verificar a atividade esquistossomicida in vitro dos derivados indol-
tiossemicarbazonas sobre vermes adultos de Schistosoma mansoni;

v' Verificar a atividade esquistossomicida in vitro dos derivados indol-
tiossemicarbazonas (LQIT/LT-51, LQIT/LT-55 e LQqIT/LT-58) sobre vermes
jovens de Schistosoma mansoni com os melhores derivados da série LT.

v" Analisar por microscopia eletrénica de varredura as alteracdes morfolégicas
dos vermes adultos e jovens de Schistosoma mansoni submetidos ao
tratamento com o melhor derivado da série LT;

v' Realizar o ensaio de fragmentacdo do DNA genémico dos vermes adultos de
Schistosoma mansoni submetidos ao tratamento com o derivado indol-
tiossemicarbazona LqIT/LT-51;

v Realizar o ensaio de toxicidade aguda com com o derivado indol-
tiossemicarbazona LqIT/LT-51;

v" Verificar a suscetibilidade in vivo de vermes adultos de Schistosoma mansoni

frente ao derivado indol-tiossemicarbazona LqgIT/LT-51;
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v' Determinar a carga parasitaria dos animais submetidos a terapia com

derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-51.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doencgas com
caracteristicas distintas que afetam em todo o mundo mais de um bilhdo de
pessoas, principalmente aquelas encontradas em paises em desenvolvimento. As
populacdes mais acometidas geralmente sdo aquelas que vivem na linha de pobreza
em lugares remotos, zonas rurais e favelas urbanas, onde ndo se encontra
saneamento basico adequado (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 2010;
WHO, 2012, 2015). Assim, as DTNs causam significativa morbidade, enfermidades,
sofrimento e morte, gerando consequéncias graves no ambito social, econémico e
psicolégico entre os individuos afetados (DIAS et al., 2013).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relata que as DTNs sdo causadas
por 17 diferentes tipos de agentes infecciosos e parasitarias como virus, bactérias,
protozoarios e helmintos (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 2010). Entre
essas enfermidades, a esquistossomose se destaca por apresentar potencial
morbidade, como cronicidade da doenca, deficiéncia cognitiva, estafa e problemas
no crescimento, sendo considerada um problema de salude publica, além de sua alta
mortalidade (ABDULLA et al., 2007; WHO, 2012, 2013, 2015).

Outro aspecto a ser considerado é o numero de internagdes e Obitos devido a
esquistossomose mansonica, divulgados pelo Sistema Unico de Saide (SUS) para o
Brasil, com 1469 internagdes entre o0 ano de 2010 e 2016 e com 2955 mortos entre
2010 e 2015 (MS, 2017, 2017a). Esses dados mostram que 0 numero de mortes é
superior ao humero de internacdes, 0 que € preocupante para a populacao, levando
a crer que eles ndo estdo sendo assistidos suficientemente pela saude basica e nem
recebendo tratamento adequado e oportuno.

O controle da esquistossomose € um desafio nos paises endémicos, visto que
saneamento basico e educacdo sanitaria sdo demanadas de alto custo.
Adicionalmente, € importante destacar que parte da populagéo carente depende de
agua para irrigacao, lazer e atividades domésticas. Entretanto, a aplicacdo de
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politicas sociais que visam a implementacdo de habitos seguros para o uso da agua
muitas vezes € negligenciada (EVAN SECOR, 2014).

As DTNs também sao caracterizadas como “negligenciadas” devido a falta de
interesse das industrias farmacéuticas que nao vislumbram potenciais compradores
dos medicamentos para essas doencas, além da falta de financiamento em
pesquisas pelas agéncias de fomento (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS,
2010). Isso é comprovado, visto que dos 1.556 medicamentos aprovados entre 1975
e 2004, apenas 21 (1,3%) foram direcionados para as DTNs (DNDi, 2017). Com
ISSO, N0 momento, as terapias encontradas para as DTNs sao limitadas, insuficientes
e com varios incovinientes (baixa efichAcia em parte das fases evolutivas dos
parasitos, alta toxicidade, efeitos adversos e desenvolvimento de cepas resistentes)
(DIAS et al., 2013).

2.2 A QUIMIOTERAPIA DA ESQUISTOSSOMOSE

O tratamento da esquistossomose é fundamental principalmente para cura do
paciente, mas também para o0 controle da morbidade, da transmisséo,
interrompendo o ciclo evolutivo do parasito, e para evitar o surgimento de novos
casos (KATZ & ALMEIDA, 2003; SAVIOLI et al., 2004; BRASIL, 2005).

A quimioterapia € um fator importante para essa parasitose. Porém, acdes
governamentais como 0 saneamento basico, instalacdo de rede de agua tratada e
esgoto nas casas, além de educacdo em saude, sdo formas de contribuir para o
controle da transmisséo desta parasitose (KATZ & COELHO, 2008).

Ao longo de guase um século, diversos farmacos vém sendo estudados e
propostos como quimioterdpicos para a esquistossomose, dentre eles o tartaro
emérito, antimoniais trivalentes, lucantone, hicantone e o niridazol. O alto efeito
toxico e as vias de administracbes parenterais desses compostos foi responsavel
pela descontinuidade de fabricacdo e uso no tratamento da doenca, e pela
permanéncia exclusiva do PZQ (KATZ & ALMEIDA, 2003).

2.2.1 Praziquantel (PZQ)
O PZQ (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino{2,1-
ajisoquinolina-4-ona) (Figura 1) se tornou o farmaco de escolha por varios motivos.

Dentre estes, sua eficacia contra todas as espécies de Schistosoma e boa



23

tolerancia, ao mesmo tempo em que possui um menor custo e menor toxicidade em
comparacdo aos outros compostos esquistossomicidas anteriormente utilizados
(TALLIMA & RIDI, 2007). Além disso, pode ser utilizado em larga escala e em dose
Gnica oral com auséncia de efeitos colaterais muito graves, mostrando eficacia,
seguranca e facilidade na administracdo (CIOLI, PICA-MATTOCCIA & ARCHER,
1995; KATZ, 2008a).

Figura 1 - Estrutura quimica do PZQ.

Os mecanismos de acéo do PZQ frente ao Schistosoma ainda nao foram bem
elucidados (PICA-MATTOCCIA et al.,, 2007), mas as evidéncias apontam para
alterac6es nos canais de célcio, devido ao rapido influxo de Ca*" para o interior do
parasito e com base nas caracteristicas estruturais e funcionais das subunidades-3
desses canais (CUPIT & CUNNINGHAM, 2015). Isso seria responsavel pela
contracdo muscular dos parasitos, consequentemente a cessacdo dos movimentos e
reducdo do seu comprimento (PICA-MATTOCCIA & CIOLI, 2004), danos ao
tegumento e formacdo de bolhas na superficie (vacuolizacdes), principalmente nos
machos (TALLIMA & RIDI, 2007), e alteracdes metabdlicas (captacdo de glicose,
excrecdo de lactato, diminuicdo do glicogénio, diminuicdo da fosfatase alcalina e
diminuicdo da ATPase, inibicdo da colinesterase e acetilcolinesterase) (NOEL,
2008).

O principal problema do PZQ é a baixa eficacia nas formas juvenis do
Schistosoma. O PZQ é eficaz nas formas larvais por até sete dias apos a
contaminacgao, e assim, comeca a ocorrer a diminuicdo de sua atividade, voltando a
sua eficacia apos 40 dias de infeccdo. Assim, nas regides de alta transmissédo, o
PZQ deve ser administrado repetidamente quatro a seis semanas, ap0s a primeira
dose, para que ocorra a remogcao dos parasitos que se tornaram adultos neste
periodo (CAFFREY, 2015).
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A literatura ainda destaca relatos de baixas taxas de cura do PZQ em um
surto no Senegal (STELMA & TALLA, 1995) e Egito (ISMAIL et al, 1996). Dessa
forma, a baixa eficacia frente as formas jovens do Schistosoma e a preocupacgéo
com o surgimento de novos casos de resisténcia ao PZQ, levam a necessidade de

se desenvolver novos tratamentos para a esquistossomose.

2.3 QUIMICA MEDICINAL E O PLANEJAMENTO DE FARMACOS PARA A
ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

A descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco € um processo longo
que requer complexo planejamento e alto financiamento, possuindo suas raizes
altamente ligadas as inovacoes cientificas e tecnoldgicas. Os avancos significativos
das Ciéncias que levaram a uma melhor compreensédo das vias bioquimicas, alvos
moleculares e de mecanismos de doencas, tornaram possivel a descoberta de
inovacoes terapéuticas conhecidas, concedendo melhorias na qualidade de vida das
pessoas (GUIDO & OLIVA, 2009).

A evidenciagdo de um potencial alvo bioldgico (macromolecula, enzima ou
receptor) relacionado a doenca € a primeira etapa para o descobrimento de um
farmaco. Apds definicdo desse alvo, os estudos sdo direcionados para a busca de
compostos ligantes (hits) que sejam capazes de atuar sobre a atividade in vitro.
Esses hits podem ser identificados como bioativos, através de triagens
experimentais (biologicas, bioquimicas), virtuais/computacionais (HTS- High
Throughput Screening— triagem de alto rendimento) ou por meio de planejamento
molecular (ELEBRING; GILL; PLOWRIGHT, 2012; DUFFY et al., 2012).

Os esforcos na pesquisa de um novo farmaco se direcionam a fase
farmacodindmica, na qual se \verificam a interagdo farmaco-alvo e
consequentemente seus efeitos terapéuticos. Testes in vitro sé@o realizados para
testar os candidatos a farmacos, buscando-se obter a relacdo do seu potencial
agonista ou antagonista. Partindo-se dessa triagem inicial, outros testes sao
realizados in vivo para verificar o possivel efeito farmacolégico. No entanto, muitos
compostos promissores que se mostram com boa atividade nos testes in vitro, nem
sempre tém uma mesma resposta no teste in vivo. Muitas vezes essa falha

corresponde a problemas farmacocinéticos dos compostos, como sua baixa
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biodisponibilidade, baixa ou alta duracdo de acdo e até a presenca de metabdlitos,
gerando problemas clinicos mal sucedidos (PEREIRA, 2007).

Os processos de absorcao, distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo nos
estagios iniciais da pesquisa sdo de suma importancia. O aprimoramento destas
propriedades, através das modificacdes moleculares desses compostos, € essencial
na selecdo de candidatos a farmacos com maiores probabilidades de ndo serem
abandonados na fase clinica. A frustracdo na fase clinica significa grandes perdas
de tempo e dinheiro em pesquisas (PEREIRA, 2007).

Assim, a quimica medicinal vem se destacando no desenvolvimento e
producdo de farmacos (GUIDO & OLIVA, 2009), além de investigar as razdes
moleculares da a¢do dos hits e a relacdo entre a estrutura quimica e sua atividade
farmacoldgica (BARREIRO, 2015). Dentro desse contexto, varias estratégias séo
empregadas, aplicando-se desde o desenho molecular até a sintese de um novo
farmaco, possivel candidato a agente terapéutico. Essas estratégias sdo essenciais,
uma vez que aperfeicoam modificaces moleculares, consequentemente diminuindo
efeitos colaterais e aumentando seu potencial (BARREIRO, 2009).

As estratégias da quimica medicinal aplicadas ao planejamento e modificacao
de farmacos incluem o bioisosterismo, hibridagdo molecular, simplificagcdo molecular,
quimica computacional e combinatéria (Quantitative Structure-Activity relationship-
QSAR e modelagem molecular) (SILVA, 2014). Dentre essas técnicas, destacamos
neste trabalho a hibridagdo molecular.

A hibridacdo molecular € uma estratégia de desenho racional de novos
ligantes ou prototipos, baseados no reconhecimento de farmacoforos na estrutura
molecular de dois ou mais derivados bioativos conhecidos. Através da fuséo
adequada desses fragmentos, é possivel uma conduc¢do para o desenho de novos
hibridos que mantenham as caracteristicas pré-selecionadas dos modelos originais
(SAMALA et al., 2014).

A inovacgdo terapéutica tornou-se mais desafiadora, devido a proliferacéo de
potenciais alvos macromoleculares, resultantes de avancos da gendmica e da
biologia molecular e estrutural. Isso exigiu uma forte énfase em estratégias
moleculares e computacionais altamente integradas, levando respostas aos estagios
pré-clinicos dos testes de farmacos. Assim, a bioinformatica vem desempenhando
um papel central no processo de descoberta, dado como exemplo os bancos de

dados (SchistoDB e Gene DB) atualmente disponiveis, que contém informacdes
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sobre transcriptomas, proteomas, metabolomas, sequéncia de proteina e estrutura,
bem como interacBes proteina-ligante. No cenario atual, a bioinformética tem uma
relacdo sinérgica com a quimica medicinal, modelagem molecular e descoberta de
farmacos (FERREIRA, OLIVA & ANDRICOPULO, 2015).

Os métodos computacionais em quimica medicinal sdo amplamente
classificados em Design de Farmaco Baseado na Estrutura do Receptor (SBDD, do
inglés Structure-Based Drug Design) e Design de Farmaco Baseado no Ligante
(LBDD, do inglés Ligand-Based Drug Design) (FERREIRA, OLIVA &
ANDRICOPULO, 2015). A aplicagéo de estratégias de SBDD e LBDD na descoberta
de medicamentos para esquistossomose ainda € um campo em evolucdo que
progrediu com o0s avancos cientificos e tecnoldgicos recentemente alcancados na
descoberta de medicamentos para as DTNs. Isso é demonstrado pelo surgimento de
programas robustos que adotam sistematicamente essas metodologias, como
(MAFUD et al., 2016):

> A-ParaDDisE (Anti-Parasitic Drug Discovery in Epigenetics) (http://a-
paraddise.cebio.org) — Utiliza as técnicas de SBDD para identificar e caracterizar
enzimas modificadoras de histonas (HMEs), como a histona desacetilases (HDACS),
como alvos de farmacos para esquistossomose e outras doencas tropicais. Apés a
caracterizacdo do alvo, sdo empregados rastreios baseados em alto rendimento e
acoplamento molecular para identificar os inibidores de HME, que sao ainda
avaliados em ensaios fenotipicos utilizando parasitas in vitro;

> OSDD (Open Source Drug Discovery) (www.osdd.net/home) - Aplica uma
combinac¢éo de métodos SBDD e LBDD, como modelos de acoplamento molecular e
classificacao, respectivamente, para descobrir novos inibidores de alvos moleculares

especificos.

2.3.1 Redirecionamento de farmacos

Mesmo com o0s avancos cientificos e de financiamento, surgiu o
resposicionamento de farmacos nas doencas negligenciadas (ANDREWS et al.,
2014), podendo ser encontrado como reutilizacdo de farmacos, reprofiguracéo,

redirecionamento ou resgate. Esta estratégia consiste em encontrar novas
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indicacbes para medicamentos ja comercializados ou para compostos de
investigacdo altamente caracterizados (FERREIRA E ANDRICOPULO, 2016).

O reposicionamento de farmacos resulta-se na descricdo do recurso de acao
desse farmaco, que pode ser através da identificacdo de novas aplicacbes (por
exemplo, selecdo de ingredientes farmacéuticos ativos para descobrir ou sugerir
novos usos), do uso de novas aplicagBes (ou seja, uso fora do rotulo no tratamento
do paciente real), ou ainda no desenvolvimento de novas aplicacdes (ou seja,
desenvolvimento para uma nova autorizacdo de comercializacdo) (LANGEDIJK et
al., 2015).

Esta estratégia ja possui algumas histérias de sucesso que apoiam seu uso. A
Tabela 1 lista alguns medicamentos que chegaram a clinica para uma nova

indicagcdo em DTNSs, junto com aqueles ainda em desenvolvimento clinico.
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Tabela 1. Medicamentos reutilizados com sucesso e reposicionamento de candidatos em ensaios

clinicos para doencas tropicais negligenciadas

Farmaco Estrutura Uso original Novo uso Referéncia
-0 i i
N—N 57 Tripanossomia
Nifurtimox | -/ o Doenca de Chagas se Humana Alirol et al., 2013
Africana

Anfotericina B

Infecgdes fungicas

Leishmaniose

Wong-Beringer et al.,
1998

Miltefosina Neoplasia maligna Leishmaniose  Sindermann et al., 2004
O
H3C(H2C)14\/O\P/\
- \O
N H
N (https://clinicaltrials.gov/
Imatinibe 0o = Neoplasia maligna Filariose ct2/
M NSS show/NCT02644525)
N~
(https://clinicaltrials.gov/
Celgosivir Hepatite C Dengue ct2/
show/NCT02569827)

Adaptado de Ferreira e Andricopulo, 2016

Para a esquistossomose, em particular, essa reutilizagdo de medicamentos

"piggy backing")
identificacdo de novos farmacos para seu tratamento, especialmente com alguns

existentes (recentemente referida como tem potencial na
farmacos contra o cancer que estdo atualmente na clinica ou em desenvolvimento
(LEE e FAIRLIE, 2015).

Esse fato pode ser explicado, uma vez que a apoptose € a via mais comum
de morte ceular em humanos e vem sendo estudada para o desenvolvimento de
tratamentos para o cancer, assim como para a esquistossomose. Através do
identificar os

sequenciamento do genoma e do transcriptoma foi possivel

componentes celulares responsaveis pela via apoptotica. Assim, muitos farmacos
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anti-neoplasicos e de outras funcionalidades estdo sendo direcionados em estudos
para a esquistossomose (LEE e FAIRLIE, 2015).

Tabela 2. Medicamentos da clinica avaliados biologicamente para serem reposicionados ao

tratamento da esquistossomose.

Farmaco Estrutura Uso original Referéncia

0
/O/\A‘f/ Agente anti-neoplasico
Clorambucila CI\/\N OH (leucemia crénica e Eissa et al., 2017

linfoma ndo Hodgkin)

Cl
=
O/\/'_\J\
L= Antitumoral e
O-P-0
Edelfosina o ('5 leishmanicida (in vitro Yepes et al., 2014
/ e in vivo)
O
H3C(H2C)16
) _ Manneck et al.,
Mefloquina Malaria
2010

Primaquina ij/tgéj Malaria Kamel et al., 2017

Redutor de colesterol
(LDL) + Malaria

Alencar et al., 2016

Sinvastatina +
Artesunato /%L :
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El-Beshbishia et al.,
2015

Artemisina Malaria

2.4 NOVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS PARA A ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA

2.4.1 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (Figura 2) sdo compostos organicos nitrogenados
pertencentes a familia das iminas, também denominadas bases de Schiff.
Apresentam a estrutura basica RiR,C=N(NH)-C=S(-N)R3R; e constituem uma
importante classe de ligantes N, S-doadores e apresentam diferentes modos de
coordenacao, dependendo dos reagentes de partida e das condi¢cdes de reacdo para
sua obtencdo (TENORIO et al., 2005; LOBANA et al., 2009).

R1\(/N\TJ\N,R3

Figura 2 - Esqueleto da tiossemicarbazona

Esses compostos apresentam como caracteristica principal sua versatilidade
de obtencdo, com rendimentos satisfatérios e sua vasta aplicacdo como
intermediarios de muitos nucleos importantes. A sintese de tiossemicarbazonas
geralmente envolve a condensacao quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com
aldeidos ou cetonas, sendo comumente necessaria a utilizacdo de catalise acida
(TENORIO et al., 2005).

As tiossemicarbazonas também servem para a ciclizagdo de compostos
heterociclicos, como scaffold, para a sintese com anéis tiazois, 4-tiazolidinonas e
derivados tiazolidinénicos (DAWOOD et al., 2015).
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As tiossemicarbazonas apresentam um amplo perfil farmacolégico, sendo
uma importante classe de compostos, cujas propriedades tém sido extensivamente
estudadas na quimica medicinal, particularmente, na quimica medicinal inorganica
(TENORIO et al., 2005) como, leishmanicida (MELOS et al., 2015), tripanocida
(ESPINDOLA et al., 2015), antimalarico (KUMAR et al., 2014) e esquistossomicida
(FONSECA et al., 2015; SANTIAGO et al., 2014 e MAHRAN et al., 2007)

2.4.2 Compostos heterociclicos

Os heterociclicos sdo compostos carbociclicos que apresentam um ou mais
atomos de carbono do anel que séo substituidos por heteroatomos tais como,
nitrogénio, enxofre e oxigénio (SRAVANTHI e MANJU, 2016). Eles vém se
estabelecendo na Quimica Medicinal como uma classe de compostos bioativos, ja
existindo um grande nimero de moléculas bioativas (VERMA & SARAF, 2008).

Assim, este trabalho apresenta dois anéis heterociclicos importantes em
farmacos presentes na clinica e nos compostos que estdo sendo desenvolvidos

presentes em estudo na literatura, sédo o anel inddlico e anel tiazolidinonico.
2.4.2.1 Indol

O Indol (Figura 3) é um sistema heterociclico, biciclico planar, resultado da
fusdo do benzeno de seis membros e o anel pirrol de cinco membros compartilhado
por uma ligacdo dupla (CHADHA e SILAKARI, 2017). A eletrofilicidade do nucleo ja
€ bem descrita na literatura acarretando na sintese de varios derivados de indol
através de adicdo nucleofilica e cicloadicdo (BANDINI, 2013). Esta propriedade do
indol melhora o portfélio para a manipulagéo sintética (CHADHA e SILAKARI, 2017)

N

N
H

Figura 3 - Esqueleto do Indol
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O indol € um importante sistema heterociclico, porque é incorporado em
proteinas na forma do aminodcido triptofano, é um fitoconstituinte em varias plantas
e também produzido por uma variedade de bactérias (CHADHA e SILAKARI, 2017).
Além do triptofano, tem-se a serotonina, neurotransmissor atuante no sistema
nervoso, sistema cardiovascular e sistema gastrointestinal e a melatonina, farmaco
gue age no controle do sono (SRAVANTHI e MANJU, 2016). Assim, se torma uma
base para demais farmacos existentes na clinica como, a indometacina e
fornecendo o esqueleto para alcaloides inddlicos biologicamente ativos de plantas,
como a estricnina e LSD (SHARMA, KUMAR e PATHAK, 2010).

2.4.2.2 Tiazolidinona

O tiazol é formada por anel de cinco membros, sendo que dois destes sédo
heteroatomos (um &tomo de nitrogénio e um atomo de enxofre). Enquanto que seu
analogo a tiazolidinona (Figura 4), se diferencia pela presenca de uma carbonila na

posicdo quatro do anel tiazol (SU et al., 2017).

S

)
o N

Figura 4 - Esqueleto da 4-tiazolidinona

Os derivados da tiazolidinona sdo de grande interesse devido a sua ampla
gama de efeitos farmacolégicos, incluindo atividades antimalarica (MARELLA et al.,
2014; KUMAR et al, 2014), leishmanicida (BRITTA et al., 2014), anti-T. cruzi
(MORENO-RODRIGUEZ et al., 2014; CARDOSO et al., 2014) e esquistossomicida
(SANTIAGO et al., 2014).

Assim, o anel de tiazolidina € reconhecido como um importante andaime para
o desenvolvimento de farmacos, com isso, a quimica da tiazolidina tem sido

amplamente estudada (SU et al., 2017).
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3 METODOLOGIA

3.1. LOCAL

O estudo foi realizado em colaboragdo com os seguintes laboratérios:
o Laboratorio de Quimica e Inovagdo Terapéutica (LgqlT/UFPE), onde foi
realizada as sinteses dos derivados indol-tiossemicarbazonas, as caracterizagfes
fisico-quimicas e a interpretacdo das caracterizagbes estruturais por meio do
RMN*'H, *3C, IV e espectrometria de Massas;
o Central Analitica — Departamento de Quimica Fundamental (DQF/UFPE),
onde foi realizada as caracterizacbes estruturais por meio do RMN'H, °C, IV e
espectrometria de Massas;
o Laboratério de Biologia Celular e Molecular (LBCM/IAM - FIOCRUZ), onde foi
realizado os testes de citotoxicidade, in vitro e in vivo para S. mansoni.
o Biotério (IAM — FIOCRUZ), local de acondicionamento dos animais utilizados
nos experimentos in vitro e in vivo.
o Setor de Malacologia do Laboratério de Esquistossomose e do Servico de
Referéncia em Esquistossomose do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM), local de
acondicionamento dos caramujos e recuperacao das cercarias.
o Laboratorio de Microscopia Eletrénica (LIKA/UFPE), onde foi preparado as
amostras de S. mansoni, a partir das quais, foram obtidas as imagens de MET e
MEV;
o Laboratério de Biotecnologia (LIKA/UFPE), onde foi realizado os testes com

DNA genémico.

3.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Foi realizada uma pesquisa experimental através de ensaios in vitro, in vivo e

ultraestrutura de vermes adultos e jovens de S. mansoni.

3.3 MATERIAIS E METODOS — ESTUDO QUIMICO
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Os derivados indol-tiossemicarbazonas foram obtidos por sintese como

descrito por Oliveira e colaboradores (2017), sendo quimicamente caracterizado por

RMN, infravermelho e espectros de massa. Na Tabela 3 segue a descricdo dos

derivados utilizados neste estudo.

Tabela 3: Derivados indol-tiossemicarbazonas utilizados no estudo

Massa Molar

Cédigo Estrutura Nome quimico
(g/mol)
(E)-2-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-
LgIT/LT-50 o o 422,0201
O N-(naftalen-1-il)hidrazinacarbotioamida
(E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-
LgIT/LT-51 o o 344,1096
O (naftalen-1-il)hidrazinacarbotioamida
E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-(p-
LqIT/LT-53 ® (.( ) ) ) ) ), e 308,1096
\©\ toluil))hidrazinacarbotioamida
- N\\/S (E)-2-((E)-((5-bromo-1H-indol-3-
N
LqIT/LT-54 N illmetileno)hidrazono)-3-(naftaleno-1- 462,0150
O il))tiazolidin-4-ona
Ne S .
<y =( ‘Z (E)-2-((E)-((1H-indol-3-
LqIT/LT-55 Qj/\ N 0 illmetileno)hidrazono)-3-(naftaleno-1- 384,1045
N il))tiazolidin-4-ona
Br,
<M= S (E)-2-((E)-((5-bromo-1H-indol-3-
LqIT/LT-56 illmetileno)hidrazono)-3-(p- 426,0150

Iz

Q,

toluil)tiazolidin-4-ona
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(E)-2-((E)-((5-bromo-1H-indol-3-
LqIT/LT-57 illmetileno)hidrazono)-3-(p- 348,1045

toluiltiazolidin-4-ona

B

r
(E)-2-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-
LgIT/LT-58
H
HN

S
~ ,N\
NSC
\ N
N (@]
H
H H
\N,NTN T e 400,0357
[ g N-fenilhidrazinacarbotioamida
N
NN
NS
LgIT/LT-59 ] N V\O
S

(E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-

322,1252
fenilhidrazinacarbotioamida

3.4 MATERIAIS E METODOS - ESTUDO BIOLOGICO

3.4.1 Citotoxicidade em células macrofégicas J774A.1

Foram utilizados macréfagos da linhagem J774 para os ensaios in vitro de
determinacao da viabilidade celular. Essas células foram mantidas em garrafas de
cultura em 5 mL de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) com soro fetal
bovino (SFB) a 10%. No momento do uso, as células foram contadas, ajustadas em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB.

Os macrofagos foram tripsinizados e foram plaqueados em placas de 96
pocos, fundo chato e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,, para
aderéncia. Apds esse tempo, os compostos foram adicionados nas concentracdes
de 200 a 12,5 pg/mL e incubados novamente por um periodo de 24h. Foram
utilizados pocgos apenas com meio de cultura como controle negativo, e com
praziquantel como controle positivo. Apdés a incubacdo foi acrescentado 25uL de
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difenil tetrazélio) a 5mg/mL em PBS,
seguida de uma nova incubacéo por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Todo o meio de
cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100uL de DMSO foi
adicionado por poco para solubilizacdo dos cristais de formazan resultantes da

reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm no
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espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentracdo citotoxica
para 50% da cultura (CC50) foi determinada por analise de regresséo pelo software

GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

3.4.2 Avaliagdo da atividade esquistossomicida in vitro

3.4.2.1 Animais

Foram utilizados 20 camundongos machos com 30 dias de idade, pesando
aproximadamente 30 gramas, albinos suicos (Mus musculus) mantidos no Instituto
Aggeu Magalhdes (IAM — FIOCRUZ/Recife), em gaiolas individuais, sob condi¢cdes
padronizadas de temperatura, luminosidade e alimentagcdo. A utilizacdo desses
animais no presente trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-FIOCRUZ) sob licenca n°® 69/2014 (Anexo A).

3.4.2.2 Infeccéo por Schistosoma mansoni

Apos 15 dias do recebimento dos camundongos, os animais foram infectados
por via percutanea, utilizando cerca de 120 cercéarias (Cepa LE), oriundas de
Biomphalaria glabrata, para cada animal. Para vermes adultos, apés 45 dias de
infeccdo, foi realizado exame parasitolégico das fezes dos camundongos para
avaliar a positividade da infeccdo (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934).

3.4.2.3 Perfusao do sistema porta para recuperacao de vermes jovens e adultos de

Schistosoma mansoni

Os camundongos foram submetidos a eutanasia apos 30 e 49 dias,
respectivamente, de infecgdo. Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal
com cloridrato de ketamina (100-200 mg/Kg) associada a cloridrato de xilasina (5-16
mg/Kg). ApOs anestesia, os animais foram submetidos a perfuséo do sistema porta
hepatico e através da busca via mesentério para a recuperacdo dos vermes, 0S
guais foram separados em placas de petri contendo meio RPMI-1640 e em seguida
0os parasitos foram contados e classificados, de acordo com o sexo e vitalidade
(DUVAL & DEWITT, 1967).
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3.4.2.4 Avaliagdo da suscetibilidade in vitro de vermes adultos de Schistosoma

mansoni frente aos derivados indol-tiossemicarbazonas

Os parasitos foram recuperados dos camundongos infectados e
posteriormente lavados em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20 mM pH 7,5 e
suplementado com penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e soro bovino
fetal a 10 % em uma placa de petri. Apos a lavagem os vermes adultos foram
transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 1 mL de meio RPMI-1640
suplementado.

Para cada concentracéo foram utilizados 3 pocos da placa de cultura e foram
acrescidos a cada poc¢o 4 vermes (2 casais), em seguida foram incubados a 37°C,
em atmosfera imida contendo 5% de CO,. ApGs o periodo de 2 horas de adaptacdo
ao meio, os derivados indol-tiossemicarbazonas foram adicionados nas
concentragbes de 200 puM para se fazer um screening inicial para verificar quais o0s
derivados que seriam ativos para esta concentracdo e com isso, num segundo
momento iriamos realizar um outro teste in vitro com as demais concentracdes (100
MM, 50 uM e 25 uM). Utilizou-se o praziquantel (10 uM) como controle positivo dos
experimentos e meio com DMSO a 1,6% como controle negativo. Os parasitos foram
mantidos em cultura por 5 dias sendo monitorados a cada 24 horas e observados no
microscépio Optico invertido (BestScope BS-2090) para avaliacdo da atividade
motora, oviposigéo e a taxa de mortalidade. Para confirmagé&o dos resultados, todos
os ensaios foram realizados em duplicata e triplicata bioldgica.

Os vermes adultos de S. mansoni expostos aos derivados indol-
tiossemicarbazona, ao PZQ (controle positivo) e Meio+DMSO 1,6% (controle
negativo) foram observados por um periodo, obedecendo aos critérios criados por
Maneck (2010) utilizando scores (0, 1, 2 e 3) para cada movimento analisado.

e Score 3: Vermes ativos, movimentos corporais normais do parasito;

e Score 2: Vermes lentos, diminuicdo dos movimentos corporais do parasito;

e Score 1: Vermes muito lentos, retardamento dos movimentos corporais,
apresentando apenas movimentos cefalicos, cauda e auséncia de mobilidade,

além dos movimentos intestinais;
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e Score 0: Vermes imdveis/mortos, auséncia total dos movimentos corporal e
cefalico do parasito.

Apos esse teste in vitro preliminar, os derivados mais ativos foram submetidos

a mesma metodologia citada acima, agora utilizando esses derivados nas

concentracdes de 100 uM, 50 uM e 25 uM.

3.4.2.5 Avaliacdo da suscetibilidade in vitro de vermes jovens de Schistosoma

mansoni frente aos derivados indol-tiossemicarbazonas

Os derivados indol-tiossemicarbazonas que foram mais promissores nos
resultados no ensaio in vitro para vermes adultos, foram selecionados para seguir
para o ensaio in vitro para vermes jovens.

O mesmo protocolo e parametros utilizados para 0s ensaios in vitro para
vermes adultos, foi o0 mesmo utilizado para vermes jovens, no entanto todas as
concentracbes (200 pM, 100 pM, 50 pM e 25 pM) dos derivados indol-
tiossemicarbazonas foram utilizados no mesmo experimento. Para confirmacdo dos

resultados, todos os ensaios foram realizados em duplicata.

3.4.2.6 Ensaio de viabilidade dos parasitos

Para confirmacao do efeito da viabilidade dos vermes adultos e jovens de S.
mansoni, foi realizado o0 ensaio baseado no 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio (MTT). Com 24 horas de tratamento com o derivado mais promissor,
controle positivo e negativo, um casal de vermes foi transferido para pocos de placas
de cultura (com 96 pocos) que continham 100uL de MTT (5mg/mL em solugéo salina
tamponada com fosfato, PBS a 0,2M) com pH 7,4 e foram incubadas a 37°C durante
2 horas. Depois, a solucdo de MTT foi substituida por 200uL de DMSO, para
dissolucéo dos cristais de formazan, a temperatura ambiente durante 1 hora. A
absorbancia foi lida a 550 nm, em um leitor de microplacas (M680, da Bio-Rad
Laboratories, Inc.).

Esse procedimento foi realizado com vermes adultos e jovens tratados,
controle negativo e controle positivo nas mesmas condigdes experimentais. A

concentragéo citotoxica para 50% da cultura (CCsp) € a concentragdo citotoxica para
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95% da cultura (CCgys) foi determinada por andlise de regressdo pelo software

GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

3.4.2.7 Ensaio de fragmentacdo do DNA

Para a analise da fragmentacdo do DNA, vermes adultos de S. mansoni foram
expostos com o derivado mais promissor da série por 24 horas, onde foram lavados
com PBS e triturados com nitrogénio liqguido, com uma solug¢édo de Proteinase K (5
mg/mL) e STE, e foi inubado em temperatura ambiente por 5 minutos. Adiciona o
acetato de amonio (7,5 M), incuba no gelo por 15 min e centrifugar a 13000 rpm por
10 minutos a 4°C. O DNA foi extraido com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (1:1:1,
v/viv) e logo, foi centrifugado a 14000 rpm por 5min, adicionado isopropanol a fase
aquosa para precipitacdo do DNA. Apés centrifugacao durante 10 min a 13000 rpm
a 4°C, o sedimento de DNA foi ressuspendido com 50ug/mL de RNAse.

O DNA foi quantificado no NanoDrop 2000 Thermo Fisher e entdo analisado
através de gel de agarose a 1% contendo 0,1 mg/mL de brometo de etidio e TBE.
Foi utilizado como controle negativo, o DNA do parasito sem tratamento e como

controle positivo, a ciclofosfamida.

3.4.3 Avaliagédo da atividade esquistossomicida ultraestrutural

3.4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Para verificar as alteracfes tegumentares dos vermes adultos e jovens de S.
mansoni causados pelos derivados tiossemicarbazbnicos, os vermes adultos e
jovens foram incubados por aproximadamente 24 horas, apresentando atividade
motora baixa (score = 1), logo apdés as amostras foram lavados com tampéao
cacodilato de sodio (pH=7,2), fixados com 2,5% de glutaraldeido (GA) (pH = 7,4)
durante 24 horas, e depois fixados com tetroxido de 6smio (OsO,) a 1% por 1 hora.
As amostras foram desidratadas por uma quantidade crescente de etanol, secas em
um secador de ponto critico, depois foram montadas em stubs e revestidas com
ouro usando uma maquina de pulverizacdo. O exame das preparacdes e a obtencao
das eletronmicrografias foram realizados através do microscopio eletrbnico de
varredura JEOL - 5600 LV.
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3.4.4 Avaliacdo da atividade esquistossomicida in vivo

3.4.4.1 Ensaio de toxicidade aguda oral

O teste de toxicidade aguda oral foi baseado na OECD/OCDE - 425/2008 -
OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Acute Oral Toxicity — Up-and-Down-
Procedure (UDP), com modificacdes.

Foram utilizados dois grupos de seis camundongos Swiss Mus musculus
fémeas pesando aproximadamente 30 gramas, onde foram deixados em jejum por 4
horas e tratados via oral (v.0.) com o derivado indol-tiossemicarbazona selecionado
na dose de 2000 mg/Kg e salina 10 mL/Kg. Os animais foram observados
continuamente nas primeiras 4 horas de avaliagdo a fim de verificar sinais clinicos
de toxicidade e diariamente por 14 dias. Além disso, também foi acompanhado o
peso dos animais nos tempos 0 e 14 dias.

Os seguintes parametros foram avaliados: efeitos na locomocéao,
comportamento (agitacdo, atividade reduzida, sonoléncia), respiracdo, salivacao,
lacrimejamento, cianose de extremidades, straub, ptosis e mortalidade. Ao final do
experimento 0os animais foram pesados, posteriormente submetidos a eutanasia por
anestésicos (100-200 mg/Kg de Ketamina e 5-16 mg/Kg de xilazina) e necropsiados
permitindo observar macroscopicamente algum efeito téxico nos Orgdos dos

animais.

3.4.4.2 Tratamento in vivo com o derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-51

3.4.4.2.1 Animais e grupo experimental

Foram utilizados 40 camundongos, separados aleatoriamente, com 30 dias de
idade, pesando aproximadamente 30 gramas, albinos suicos (Mus musculus)
fémeas mantidas no Instituto Aggeu Magalhdes (IAM — FIOCRUZ/Recife), em
gaiolas, sob condicdes padronizadas de temperatura, luminosidade e alimentacao.
Esses animais foram utilizados como hospedeiro definitivo e foram infectados por via
percutanea com cerca de 80 cercarias (cepa LE). Cinquenta dias ap0s a infeccao,

um exame parasitologico foi feito a partir das fezes desses animais para avaliar a
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positividade da infeccdo (HOFFMAN et al., 1934). A utilizacdo desses animais no
presente trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
FIOCRUZ) sob licenca n°® 69/2014.

As cercérias (Cepas LE) de S. mansoni utilizadas foram obtidas por meio do
setor de Malacologia do Laboratério de Esquistossomose e do Servico de
Referéncia em Esquistossomose do Instituto Aggeu Magalhaes (IAM).

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos:

e Grupo | - tratado com 50 puMol/Kg;

e Grupo Il = tratado com 100 pMol/Kg

e Grupo lll - tratado com 200 puMol/Kg

e Grupo IV - tratado com 50 uMol/Kg de PZQ;

e Grupo V - tratado com 10 mL/Kg de salina + DMSO 5%.

Os compostos foram dissolvidos em solucdo salina e DMSO 5%, antes da
administracdo. A administracdo das doses foi realizada por via oral, apés cinquenta
dias da infeccéo por cinco dias consecutivos. O grupo néo tratado recebeu o veiculo

e foi submetido as mesmas condicdes de teste.

3.4.4.2.2 Avaliacéo de critérios parasitolégicos

Quinze dias apos o tratamento, os animais foram eutanasiados por anestésico
(100-200 mg/Kg de cetamina e 5-16 mg/Kg de xilazina) com perfusdo do sistema
portal e recuperacdo via mesentério para a remocdo dos vermes, que foram
separados em placas de Petri contendo solucdo salina, contados e classificados de
acordo com sexo e vitalidade (DURVAL & DEWITT, 1967). Fragmentos de figado e

intestino foram removidos para quantificar ovos e andlises histologicas.

3.4.4.2.3 Determinagéo da efetividade do tratamento

A avaliacdo da efetividade do tratamento foi determinada pela reducéo da
porcentagem de carga parasitaria em cada grupo tratado. A porcentagem de
reducdo no numero de vermes foi calculada pelo método de Fallon et al. (1995) da
seguinte férmula:

% de reducédo =C -V/C. 100
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Onde, C é o numero médio de parasitas recuperados de animais nao tratados

infectados e V € o numero médio de parasitas recuperados de animais tratados.

3.4.4.2.4 Porcentagem de estadios de desenvolvimento do ovo (Oograma)

Trés fragmentos de aproximadamente 3 cm da porcdo distal do intestino
delgado dos animais foram removidos, lavados em PBS e colocados em laminas de
vidro com laminulas que foram utilizados para avaliar o desenvolvimento e
maturacdo dos ovos, conforme descrito por Pellegrino et al. (1962). Cem ovos de
cada fragmento foram escolhidos aleatoriamente, avaliados por exame microscopico
e classificados de acordo com seu estagio de desenvolvimento, sendo a média de

cada estagio por animal obtido.

3.4.5 Analise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos como a média + erro padréo
(S.E.) sendo pela andlise de variancia (ANOVA) one-way e two-way, seguida do
teste de comparacdo de média, Turkey e Bonferroni, e Dunnett’s. Valores de p
menores do que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia
e representados por: *p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 e ****p <0.0001. Os célculos
foram realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism versao 5.0, San
Diego California, EUA.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Derivados heterociclicos, geralmente com um anel de cinco membros ja vém
apresentando uma classe de compostos Uteis na quimica medicinal, com varias
moléculas bioativas (PACCA et al., 2017; MOREIRA et al., 2017; DA SILVA et al.,
2017; DOS SANTOS ALIANCA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

Quando se busca trabalhos nas bases de dados que incluem as
tiossemicarbazonas percebe-se 0 quanto que essas estruturas sdo privilegiadas
para inimeras atividades biologicas (TENORIO et al., 2005; KUMAR et al., 2014;
MELOS et al., 2015; ESPINDOLA et al., 2015). Quando afunilamos essa pesquisa
para a descoberta de novos farmacos para doencas negligenciadas, o numero de

trabalhos encontrados nas bases de dados diminui consideravelmente, e quando se
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busca para a esquistossomose, o numero de trabalhos é quase irrelevante
(FONSECA et al., 2015; SANTIAGO et al., 2014 e MAHRAN et al., 2007).

Assim, se faz necessario novos investimentos no planejamento de farmacos
para as doencgas negligenciadas, com grande destaque para as doencas parasitarias
com grande enfoque para a esquistossomose. Visto que muitos trabalhos publicados
recentemente mostram o quanto que esses farmacoéforos sdo importantes nas

atividades bioldgicas.

4.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM MACROFAGOS J774A.1 DOS
DERIVADOS INDOL-TIOSSEMICARBAZONAS

O potencial citotoxico dos compostos foi avaliado pela técnica do MTT e
mostrou que todos foram capazes de induzir alguma toxidade nas linhagens de
macrofagos J774A.1, mas o grau de toxidade variou entre os compostos testados
(Tabela 4).

O composto LgIT/LT-53 foi o mais tdéxico com a CCsp de 6,07 uM. O composto
menos toxico foi o LQIT/LT-54 com CCsy de 30,53 pM. Os demais compostos
apresentaram CCso entre 6,2 uM e 26,7 uM. De acordo com Figueiredo (2017) o
PZQ apresenta um CCso de 117,08 uM quando avaliado em células macrofagicas.
Assim, podemos observar uma elevada citotoxicidade desses compostos frente aos
macréfagos J774A.1 quando comparado ao PZQ.

Oliveira e colaboradores (2017) testaram os mesmos derivados deste trabalho
em linhagem de células HaCat (queratinécito humano imortalizado) e verificaram
que 0s compostos mais ativos da série, o derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-
51, apresentou um menor Glso (0.5 uM) e os ndo ativos ndo se mostram citotéxicos.
Os autores afirmam que os resultados apresentados na citotoxicidade in vitro néo
tém necessariamente repercussao nos ensaios de toxicidade in vivo.

O mesmo autor avaliou em outro estudo (OLIVEIRA et al, 2015) a
citotoxicidade de derivados tiofeno-tiossemicarbazona em linhagem de células
HaCat, o composto mais ativo na atividade antiproliferativa, o JF-3 (Figura 5), se
apresentou citotéxico, no entanto, nos testes de toxicidade aguda o mesmo

composto ndo apresentou efeitos colaterais graves.
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Figura 5 - Esqueleto estrutural do derivado tiofeno-tiossemicarbazona JF-3

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO

4.2.1 Alteracdo da viabilidade dos vermes adultos e jovens in vitro frente aos

derivados indol-tiossemicarbazonas

Inicialmente foi realizada a avaliacdo dos 9 derivados in vitro frente a vermes
adultos (screening) na concentracdo inicial de 200 uM no periodo de até 120h e

monitorados a cada 24h (Tabela 4).



45

Tabela 4: Citotoxicidade e porcentagem da mortalidade de vermes adultos de S. mansoni submetidos

ao tratamento com os derivados indol-tiossemicarbazonas na concentragéo inicial de 200 uM.

Ry

R4
H H
N_ _N ~ _N_ _s
SNTYUR Q]/\N ST V=0 Tempo
I S HN R/Nf (h)

Percentual de

Citotoxicidade

Observagdes (vermes)

HN mortalidade CCsp (M) 120h
1A - 5A 1B -4B
Compostos Ry R2
24 125
Nao pareados, nenhuma
48 12,5 . o
aderéncia, auséncia de ovos
1A LqIT/LT-50 Br 72 12,5 9,13 5 .
e alteracdes na morfologia do
96 62,5
tegumento.
120 62,5
24 100 .
N&o pareados, nenhuma
48 100 . o
aderéncia, auséncia de ovos
2A LqIT/LT-51 H 72 100 8,82 N ]
e altera¢des na morfologia do
96 100
tegumento.
120 100
24 37,5 3
N&o pareados, nenhuma
48 37,5 . o
aderéncia, auséncia de ovos
3A LqgIT/LT-53 H 72 62,5 6,2 5 .
e altera¢des na morfologia do
96 62,5
tegumento.
120 62,5
24 66,6 .
N&o pareados, nenhuma
48 100 . o
aderéncia, auséncia de ovos
4A LqIT/LT-58 Br 72 100 16,57 . ]
e altera¢des na morfologia do
96 100
tegumento.
120 100
24 0 .
N&o pareados, nenhuma
48 30 . o
aderéncia, auséncia de ovos
5A LqIT/LT-59 H 72 53,8 11,05 . .
e alteracdes na morfologia do
96 92,3
tegumento.
120 92,3
24 6,25 .
N&o pareados, nenhuma
48 6,25 . .
aderéncia, auséncia de ovos
1B LqIT/LT-54 Br 72 43,75 30,53 5 .
e alteracdes na morfologia do
96 43,75
tegumento.
120 56,25
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24 12,5
Nao pareados, nenhuma
48 31,25 . .
aderéncia, auséncia de ovos
2B LqIT/LT-55 H 72 100 8,17 )
e alteracdes na morfologia do
96 100
tegumento.
120 100
24 0
48 0 Pareados, nenhuma
3B LqIT/LT-56 Br /\/‘\@ 72 0 14,37 aderéncia e presenca de
96 0 ovos
120 12,5
24 0
N&o pareados, nenhuma
48 0 . .
aderéncia, auséncia de ovos
4B LqIT/LT-57 H 72 12,5 26,7 )
e altera¢des na morfologia do
96 12,5
tegumento.
120 56,25

Conforme ilustrado na Tabela 4, todos os derivados indol-tiossemicarbazonas
apresentaram mortalidade, porém o derivado LqIT/LT-51 (Figura 5) demostrou maior
eficAcia com 100% de mortalidade em 24h na concentracdo de 200uM. Além disso,
destacaram-se os derivados LqIT/LT-58 e LqIT/LT-55 (figura 6), com 100% de

mortalidade em 48h e 72h, respectivamente.

Br
Q{ 3
X, N
Qﬁﬁ ’ N
HN C
Figura 6 - Derivados indol-tiossemicarbazonas. A. LgIT/LT-51, B. LqIT/LT-55, C. LqIT/LT-58.

Durante as 120 horas de observacdo, em ambos 0s experimentos, 0S
parasitos do grupo controle negativo (meio RPMI 1640 e 1,6% de DMSO) exibiram
movimentos corporais e ventosas normais, com movimentos peristalticos constantes
e aderéncia a placa de cultura. No entanto, os parasitos do grupo controle positivo
(PZQ), nas primeiras 24h, perderam motilidade e morreram apresentando-se
encurtados. Em contrapartida, os parasitos expostos com todos os derivados indol-
tiossemicarbazonas apresentaram musculatura contorcida, presenca de bolhas,

auséncia de ovos, ndo acasalados e falta de aderéncia a placa de cultura.
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Os derivados LgIT/LT-50 e LqIT/LT-51 (Figura 7) apresentam sem suas
estruturas os grupamentos naftil (verde) (posicdo N-4 da tiossemicarbazona) e indol
(azul) (presente também nos demais derivados). O grupo naftil tem a capacidade de
elevar a lipofilicidade da substancia (Tabela 5), facilitando o transporte através das
membranas biologicas, assim, permitindo a interagdo do composto com seu alvo
biologico (CONGIU e ONNIS, 2013). E a literatura enfatiza a importancia da
presenca de grupos volumosos na posi¢cao N-4 na estrutura das tiossemicarbazonas
influenciando nas atividades biologicas (TENORIO, 2005).

Br H H ‘
X, N N/

Figura 7 - Derivados indol-tiossemicarbazonas. A. LqIT/LT-50 e B. LgIT/LT-51.
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Tabela 5. Valores de LogP para os derivados indol-tiossemicarbazonas da série LT.

Substituintes

Compostos R, R, LogP
LqIT/LT-50 (1a)  Br 5,25
LqITALT-51 (2a)  H 4.42
LqIT/LT-53 (3a)  H A@\ 3,01
LqIT/LT-54 (1b)  Br 5,63
LqIT/LT-55 (2b)  H 4.8
LqIT/LT-56 (3b)  Br /\©\ 5,12
LqIT/LT-57 (4b)  H A@\ 4,29
LqIT/LT-58 (4a)  Br M@ 4.6
LqIT/LT-50 (5a)  H M@ 3,77

Dados obtidos através do programa ChemSketch 12.0 Advanced Chemistry Development
(ACDLabs/ChemSketch)

O LogP dos derivados indol-tiossemicarbazonas LqIT/LT-51, LqIT/LT-58 e
LqIT/LT-55, calculados pelo programa ChemSketch 12.0 Advanced Chemistry
Development, mostram valores crescentes (4,42 > 4,6 > 4,8 respectivamente), iSso
mostra, que esses derivados que mais se destacaram nos testes in vitro apresentam
um carater mais hidrofilico. Contudo, essa lipofilicidade da molécula pode ter
contribuido no screnning da atividade esquistossomicida.

O derivado LgIT/LT-50 (Figura 8) ainda apresenta o atomo de bromo
(vermelho) ligado a porcdo inddlica da molécula. Os halogénios além de
contribuirem nos efeitos eletrdnicos podem aumentar a lipofilicidade da molécula.
Neste caso, este atomo apresenta efeito indutivo negativo, contudo apresenta

efeitos mesomérico positivo, além de contribuir com o aumento do grupamento
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(efeito estérico) ao qual esté inserido, pois o raio atbmico do bromo é bem evidente.

No entanto, esses efeitos ndo foram favoraveis na atividade in vitro para S. mansoni.

Figura 8 - Derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-50

Observa-se também a presenca do grupo naftil (verde) no derivado LqQIT/LT-
55 (Figura 9), que ao total apresenta 3 grupos bem volumosos (indol, tiazolidinona e
naftil) e nenhum substituinte, proporcionando a realizacdo de inimeras interacdes
hidrofébicas. Quando comparado com o derivado LqIT/LT-54, que apresenta ainda o
atomo de Bromo (vermelho) ligado a grupo indol, encarregado por dois efeitos (efeito
indutivo negativo e efeito mesomérico positivo) contribuindo para que esta regido

possa ser responsavel por interacdes hidrofilicas

Q \ \N/NQ'{"KO < ZN\S \N/Ni‘zo
H
B

Figura 9 - Derivados indol-tiossemicarbazonas. A. LqIT/LT-54 e B. LgIT/LT-55

Um outro derivado que se destacou, apresentando modificacdes estruturais
diferentes quando comparados ao LqgIT/LT-51 e LqIT/LT-55, é o LqIT/LT-58 (Figura
10) que apresenta um grupo toluil (amarelo) que realiza interacdes hidrofobicas
(aumentando assim a lipofilicidade da molécula), ja o halogénio (vermelho) no
grupamento indol tem dois efeitos (efeito indutivo negativo e efeito mesomeérico
positivo) contribuindo para que esta regido possa ser responsavel por interacdes

hidrofilicas. JA& o LqIT/LT-59, apresenta apenas o0s grupamentos indol e toluil
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evidenciando efeitos do tipo estéricos nas duas regiées, e ndo contribuiu em bom

resultado para os testes in vitro.

(&)
N, 0 \ﬁA()

Figura 10 - Derivados indol-tiossemicarbazonas. A. LqIT/LT-58 e B. LqIT/LT-59

Os derivados LQIT/LT-56 e LqIT/LT-57 (Figura 11) apresentam em seu
esqueleto 3 grupos volumosos (indol (azul), tiazolidinona (amarelo) e fenil (roxo)). O
atomo de bromo (vermelho) no grupamento indol presente no derivado LglT/LT-56
permite que ocorram os efeitos mesomérico positivo e indutivo negativo. Ja o anel
fenilico presente em ambos os derivados, apresenta na posi¢cao para um substituinte
metil (cinza), ele aumenta o logP e contribui com o efeito indutivo positivo. Os
derivados apresentam um elevado efeito estérico, sendo assim, bem volumosos,
contribuindo para uma baixa atividade esquistossomicida in vitro. No entanto, o
derivado LqIT/LT-53 (Figura 10), bioisostero do derivado LqIT/LT-56, que n&o
apresenta o anel 4-tiazolidinona e nem o atomo de bromo, foi mais efetivo entre
estes derivados nos testes. O LgIT/LT-53 apresenta na posicéo para do anel fenilico,

um substituinte metil, que contribui com o efeito indutivo positivo e na lipofilicidade.

@8, 05"

Figura 11 - Derivados indol-tiossemicarbazonas. A. LqIT/LT-53, B. LgIT/LT-56 e C. LqIT/LT-57

A ciclizacdo do sistema NNS da tiossemicarbazona resultando no anel 4-
tiazolidinona (Figura 12), modificacdo bioisostérica nao-classica (MANNHOLD,
KUBINYI & FOLKERS, 2012) é uma das técnicas aplicadas ao planejamento de
farmacos (KIER & HALL, 2004; BURGER, 1983). No entanto, essa estratégia de
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ciclizacdo do sistema NNS gerou uma baixa atividade esquistossomicida. Os
derivados LqIT/LT-54, LQIT/LT-55 e LQIT/LT-56 s&o bioisosteros dos derivados
LgIT/LT-50, LgIT/LT-51 e LQIT/LT-53, elas apresentam um anel 4-tiazolidonina
resultante da ciclizacao da tiossemicarbazona.

Com isso, podemos comparar 0s resultados do screening in vitro verificando a
porcentagem de mortalidade entre os parasitos adultos de S. mansoni (LqIT/LT-54:
56,25% versus LqIT/LT-50: 62,5% com 120 horas; LgIT/LT-55: 100% com 72 horas
versus LgIT/LT-51: 100% com 24 horas; LqgIT/LT-56: 12,5% versus LqIT/LT-53:
62,5% com 120 horas) evidenciando que a modificagédo estrutural ndo foi satisfatoria.

De acordo com Moreira e colaboradores (2014) um maior grau de restricdo na
conformacado para o planejamento e sintese de derivados tiossemicarbazonas e N-
acilhidrazonas reproduzira novos compostos com uma melhor atividade

antiparasitaria. No entanto, tal fato ndo foi evidenciado no nosso estudo.

R4
H H
. N N X, N S
N R QE/\N \\(fo
HN S HN B R,«N

A

R

Figura 12 - Ciclizacdo do sistema NNS da tiossemicarbazona (A) no anel 4-tiazolidinona (B).

Santiago e colaboradores (2014) sintetizaram derivados tiossemicarbazonas e
tiaz6is para avaliar a atividade anti-Schistosoma in vitro. Dentre os derivados
sintetizados e testados, pode-se perceber a melhor resposta biolégica do composto
LpQM-45 (Figura 13) que conseguiu causar 100% de mortalidade dos vermes
adultos de S. mansoni em 144h nas concentracdes de 100 e 80 pug/mL. O mesmo
composto foi ativo nas demais concentraces de (60 e 40 pg/mL) causando 90% e

95% de mortalidade, respectivamente.

H
,

O
/
Figura 13 - Estrutura quimica do composto LpQM-45 (2-(2-(2-(4-(4-metoxifenill) tiazol-2-

illhidrazono)etil)isoindol-1,3-diona)
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O derivado LpQM-45 apresenta em sua estrutura um grupo isoindol
(bioisostero do indol) e o hidrazono-tiazol (bioisostero da tiossemicarbazona), grupos
presentes nos nossos estudos e que comprovam a relevancia desses grupos
corroborando com os resultados analisados.

Apoés a analise dos derivados testados no screening, foram selecionados os
mais promissores das seéries (LqIT/LT-51, LQIT/LT-55 e LQIT/LT-58), e foram
submetidos a exposicdo com os vermes adultos de S. mansoni nas demais

concentragcbes (100, 50 e 25 puM) (Tabela 6). Em ambos os procedimentos, foi

observado a motilidade (MANNECK et al. 2010), mortalidade,

alteracdes morfoldgicas do tegumento dos vermes.

oviposicdo e as

Tabela 6: Scores da motilidade de vermes adultos de S. mansoni expostos aos derivados indol-
tiossemicarbazonas.
Concentrag&o (uM)

Compostos Temgo 200 100 50 25
® 3 2 1 0 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
24 100 100 100 - - 100 - - -
48 100 100 50 50 - - 833 166 - -

LgIT/LT-51 72 100 100 416 583 - 666 333 - -
96 100 100 333 583 - 333 50 166 -
120 100 100 333 666 833 333 50 166 @ -
24 25 416 125 8,33 33,3 583 25 583 166 166 416 416 @ -
48 33,3 31,2 833 25 66,6 416 583 - 166 583 25

LQIT/LT-55 72 100 33,3 66,6 - 100 - 833 416 50
96 100 25 75 - 100 - - 333 666
120 100 100 - 100 - - 333 666
24 33,3 66,6 33,3 66,6 25 75 - - 833 166 -
48 100 100 25 166 583 - 333 25 416

LqIT/LT-58 72 100 100 166 25 666 - 333 25 416
96 100 100 16,6 833 - 25 16,6 583
120 100 100 16,6 833 - 25 16,6 583

Conforme ilustrado na Tabela 6, o derivado LqIT/LT-51 exibiu

auséncia total

de seus movimentos (score = 0) na concentracdo de 100 uM em 48 horas. Na
concentragdo de 50 pM houve uma diminuigdo expressiva dos movimentos dos
vermes (score = 1) de 66,6%, além do desacasalamento e o aparecimento de bolhas

no tegumento.
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O composto LgIT/LT-55 foi capaz de paralisar em 100% dos movimentos nos
parasitos, considerando-os mortos (score=0) nas concentracdes de 100uM e 50uM,
no tempo de 120 horas e 72 horas, respectivamente. Na concentracdo de 25uM, o
composto foi capaz de reduzir mais da metade dos vermes vivos (score=0) no tempo
de 120 horas.

O composto LqgIT/LT-58 causou a mortalidade de 100% dos vermes de S.
mansoni em 48 horas na concentragdo de 100uM. No entanto, houve uma grande
expressao na porcentagem de vermes mortos (score=0) na concentracao de 50 pM
com 83,3%.

Durante a completa observacdo dos vermes no periodo de 120 horas,
agueles pertencentes ao grupo controle negativo exibiram movimentos corporais e
peristalticos normais, ocasionando também na aderéncia dos mesmos ao fundo da
placa de cultura (score=3). No entanto, os vermes em contato com o PZQ (controle
positivo), apresentaram auséncia total de seus movimentos (score=0) logo nas
primeiras 24h de observacao.

Para confirmacéo destes resultados de viabilidade com vermes adultos de S.
mansoni apos exposicdo com o0s derivados indol-tiossemicarbazonas citados
anteriormente, foi realizado o teste de MTT (Comley et al., 1989). Nessa perspectiva
o derivado de melhor eficacia escolhido, foi o LqIT/LT-51.

Assim, a capacidade de reduzir o MTT para cristais de formazan apos a
exposicao de 24 horas ao derivado LgIT/LT-51 foi significativo (p<0.01) (Figura 14)
afetando os vermes nas concentragcfes de 200 e 100uM. Os efeitos de inibicdo
foram comparados com os vermes expostos ao controle positivo (PZQ) e negativo,
onde apenas o controle positivo foi significante (p< 0,1). Os valores de CCs, para o
composto LqlT/LT-51 foi de 91,2 + 16,9 e para o CCgys 229,0 + 42,3. ISSO mostra o
poder de inviabilizagdo do LgIT/LT-51 sobre os vermes adultos de S. mansoni.
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Figura 14 - Grafico de viabilidade de vermes adultos de S. mansoni tratados com o derivado LqIT/LT-
51 apoés 24h determinado pelo ensaio de MTT em 550 nm (** p< 0.01) (* p< 0.1).

Aires e colaboradores (2014) sintetizaram e utilizaram a B-lapachona (3,4-
dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona) (Figura 15), um derivado
naftoquinona, na atividade in vitro para S. mansoni. Foi verificado que com 24h a (3-
lapachona, na concentracdo de 100 uM, foi capaz de causar 100% da mortalidade
dos vermes adultos de S. mansoni. E através do MTT, as concentracdes de 25, 50 e
100 uM, foram capazes de reduzir a formacao dos cristais de formazan, de forma
significativa, em 17,7%, 27,4% e 54,8% respectivamente, quando comparada com o
controle negativo.

Figura 15 - Estrutura quimica da B-Lapachona.

Os derivados naftoquinonas que apresenta semelhanca estrutural com o anel
do grupo naftii presente no derivado testado anteriormente, o LqIT/LT-51.
Evidenciando a eficacia de compostos heterociclicos na atividade esquistossomicida
de vermes adultos in vitro.

Afim de investigar a capacidade de causar mortalidade em vermes jovens de
S. mansoni, foram eleitos os derivados indol-tiossemicarbazonas com maior eficacia
para vermes adultos (LqIT/LT-51, LqIT/LT-55 e LQIT/LT-58) expondo os vermes com
os derivados na concentracdo de 200uM. Assim, os vermes jovens de S. mansoni

foram expostos no periodo de até 120h e monitorados a cada 24h, sendo observado
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a sua motilidade (Manneck et al. 2010), mortalidade, oviposicdo e as alteracfes
morfolégicas do tegumento dos vermes.

Conforme ilustrado na Tabela 7, todos os derivados indol-tiossemicarbazonas
foram capazes de causar mortalidade, porém o derivado LQIT/LT-51 demostrou
eficacia com 100% de mortalidade em 48 horas (score =0). Além disso, os derivados
LQIT/LT-58 e LqgIT/LT-55 foram capazes de induzir 100% de mortalidade em 72
horas.

De um modo geral, os parasitos expostos com os derivados indol-
tiossemicarbazonas apresentaram musculatura contorcida, presenca de bolhas,
auséncia de ovos, ndo acasalados e falta de aderéncia a placa de cultura. Em
contrapartida, os parasitos no grupo controle negativo (meio RPMI 1640 e 1,6% de
DMSO) apresentaram movimentos corporais e peristalticos normais, ocasionando
também na aderéncia dos mesmos ao fundo da placa de cultura (score=3) e aqueles
do grupo controle positivo (PZQ) mostraram uma diminuicdo significativa da

motilidade (score= 2 e 1), porém néo levando 100% de mortalidade.

Tabela 7: Mortalidade de vermes jovens de S. mansoni submetidos ao tratamento com os derivados

indol-tiossemicarbazonas na concentragdo inicial de 200 puM.

Porcentagem da mortalidade dos vermes (%) apds incubacdo

Compostos 24h 48h 72h 96h 120h

3 2 1 0 3 21 0 321 O 32 1 O 3 2 1 O
LqIT/LT-51 - - 16,6 83,3| - - - 100 | - - - 100 | - - - 100 | - - - 100
LgIT/LT-58 - 41,7 583 - - - 666 333/- -- 100}|- - - 100|- - - 100
LgIT/LT-55 - - 333 666|- - 25 75 |- - - 100|- - - 100|- - - 100

Nos trabalhos de Kamel e colaboradores (2017) foi testado o farmaco
primaquina (8-aminoquinolina) (Figura 16) utilizado como antimalarico, e observaram
gue a concentracdo de 20 pg/mL foi capaz de causar 100% de mortalidade em
vermes jovens. No entanto, os vermes expostos ao PZQ (5 pg/mL) em 24 horas nao
foi capaz de causar 100% de mortalidade, apenas ocasionou a diminuicdo da
motilidade, mas em 48 horas foi observada 100% da mortalidade dos parasitos.
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Figura 16 - Estrutura quimica da Primaquina

Para confirmacdo destes resultados frente a vermes jovens de S. mansoni
apos exposicdo com os derivados avaliados, foi realizado o teste de MTT (Comley et
al., 1989). Nessa perspectiva o derivado de melhor eficacia escolhido, foi o LgIT/LT-
51, compostos ja utilizado no teste para vermes adultos.

Assim, a capacidade de reduzir o MTT para cristais de formazan apés 24
horas de exposicdo ao derivado LQIT/LT-51 foi significativo (P <0.001) para as
concentracbes de 200, 100 e 50uM (Figura 17). Os efeitos de inibicdo foram
comparados com 0s vermes expostos ao controle positivo (PZQ) e negativo, onde
nenhum desses apresentaram resultados significativos, no entanto, foi notorio a
atividade sobre as formas jovens em todas as concentracdes testadas. Os valores
de CCsp para o composto LgIT/LT-51 foi de 81,1 + 10,0 e para 0 CCys 205,1 + 19,3.
Isso mostra o poder de inviabilizacdo do LgIT/LT-51 sobre os vermes jovens de S.

mansoni.
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Figura 17 - Gréfico de viabilidade de vermes jovens de S. mansoni tratados com o derivado LgIT/LT-
51 ap6s 24h determinado pelo ensaio de MTT em 550 nm (*** p <0.001) (** p< 0.01).

Os resultados observados mostram como o PZQ ndo apresenta atividade

sobre os vermes jovens para S. mansoni (Kamel et al., 2017; PEREIRA et al., 2010),
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com isso, podemos afirmar a importancia da pesquisa com anéis aromaticos e
heterociclicos (nafti e indol) e as tiossemicarbazonas para a atividade
esquistossomicida (COWAN et al, 2015; MOREIRA et al, 2014) em vermes jovens.

4.3 ULTRAESTRUTURA DE VERMES ADULTOS E JOVENS DE S. mansoni

Um alvo biolégico importante para a descoberta de novos farmacos
esquistossomicidas é o tegumento que recobre a superficie dos parasitos, pois a
fisiologia da membrana da superficie e a integridade do tegumento sao
fundamentais para o desenvolvimento desses parasitos de Schistosoma (Bertédo et
al.,, 2012). Essas estruturas desempenham funcBes essencias de imunidade,
absorcdo de nutrientes e metabolismo do colesterol do hospedeiro (Pereira et al.,
2015 Bertéo et al.,, 2012). Essas mudancas degenerativas nos tegumentos dos
Schistosomas devem ser Uteis para elucidar o mecanismo de acdo dos derivados
testados.

Afim de verificar as alteragbes superficiais e ultraestruturais dos vermes
adultos e jovens tratados com o derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-51, os

vermes foram tratados, cortados e analisados através da microscopia eletronica.

4.3.1 Alteracdo do tegumento dos vermes adultos e jovens in vitro por

microscopia eletronica de varredura

Através da microscopia eletrénica de varredura é possivel analisar toda a
area superficial topografica dos vermes de S. mansoni, para verificar o possivel
mecanismo de acdo do derivado LqIT/LT-51 sobre o tegumento e musculatura.

Na Figura 18 (A — F) mostra a superficie topografica dos vermes adultos
fémea e macho do controle negativo ap6s 24 horas, onde todos 0s vermes
apresentavam-se vivos. No corpo da fémea sdo observadas as ventosas oral e
ventral com a auséncia de tubérculos, espinhos ou papilas sensoriais (Figura 18 A) e
fissuras dispostas em paralelo com espinhos (Figura 18 B-C). Os vermes machos
exibem uma disposi¢céo paralela normal de suas dobras, um corpo longo com o
canal ginecoférico normal (Figura 18 D), apresentando tubérculos com algumas
projecdes (espiculos) (Figura 18 E), além de serem observadas as papilas sensoriais
(Figura 18 F).
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Apés tratamento com PZQ (10 uM), todos os vermes estavam mortos apos 24
horas. Foi observado que as superficies topograficas desses vermes mostram
danificadas, o corpo se apresenta na forma de espiral ou contorcido (Figura 18 F),
com ulceracdes, decorrentes as bolhas estouradas e perda de tubérculos e espinhos
(Figura 18 G).
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Figura. 18 - (A-E) Imagens de MEV de vermes adultos de Schistosoma mansoni ndo submetidos a

tratamento (meio RPMI + DMSOQ) apdés 24 horas de observacdo. A) Ventosas orais (OS) e ventrais

(VS) de vermes fémea. B-C) Fissuras paralelas (FI) e espinhos (S). D) Canal ginecoférico (CG) de

vermes macho apresentando-se sem anormalidades. E) Tubérculos (TU) com espiculos (S). F)

Papilas sensoriais (SP). (F-G) Imagens de MEV de vermes adultos de Schistosoma mansoni tratados

com praziquantel (10 pM) apos 24 horas de observacéo. F) Verme mostrando um corpo contorcido
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(seta). G) Danos graves no tegumento, com o aparecimento de bolhas estouradas (BU) com perda de

espiculos.

Varios danos ultraestruturais foram observados quando os vermes adultos de
S. mansoni foram expostos com o composto LqIT/LT-51 (200 uM), caracterizada por
uma extensiva destruicdo pelo tegumento. Nas vermes fémeas foram observados a
desintegracdo de parte do tegumento e extensivas erosdes por todo o corpo (Figura
19 A-C), além de descamacdes em algumas areas (Figura 19 C), ndo podendo mais
evidenciar as fissuras paralelas caracteristicas das fémeas decorrente ao inchaco
ocasionado pela acédo do farmaco. Os danos causados nos vermes machos foram
maiores, observa-se uma extensiva destruicdo por todo o tegumento (Figura 19 D),
erosdes ou rupturas do tegumento proximas do canal ginecoférico e muitas bolhas
(Figura 19 E), com a agressiva destruicdo do tegumento, foi possivel notar a
exposicao da camada muscular e tecido subcutaneo desses vermes machos (Figura
19 F).
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tratamento com o composto LgIT/LT-51 (200 uM) apés 24 horas de observacéo. (A —C) Vermes
fémeas com extensiva desintegracdo do tegumento (DI), eros6es (ER) e descamacgodes (PL) pelo
corpo. (D-F) Vermes machos com extensiva desintegracao do tegumento (DI) e erosdes (ER), com o

aparecimento e bolhas (BU), aparecimento da camada muscular (ML), tecido subcutaneo (TS).
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Alteragdes semelhantes verificadas com o derivado LqIT/LT-51, também
ocorreram no teste com outros farmacos (SANTIAGO et al., 2015; AIRES et al.,
2014; MANNECK et al., 2010).

Santiago e colaboradores (2015) ao verificarem a agdo do composto LpQM-
45 (Figura 13) na concentracdo de 80 pg/mL em 24 horas em parasitos adultos de S.
mansoni, observaram uma completa destruicdo de alguns tubérculos, com grande
destruicdo e exposicdo da camada do tecido muscular em parasitos machos. As
fémeas apresentaram sérios danos, como destruicdo e desintegracdo extensivas do
tegumento, e exposicao e lesdo da camada de tecido muscular.

Aires e colaboradores (2014) ao testar a B-lapachona (Figura 15) na
concentracdo 50uM em 18 horas, também pode verificar um inchaco nos vermes
machos, decorrente a isso, desprendimento e erosdo dos tubérculos, perda de
espiculas, bolhas e rachaduras.

O inchaco do tegumento encontrado nas vermes fémeas avaliadas neste
estudo foi também descrito por Manneck et al., 2010, quando eles avaliaram a
mefloquina ([2,8-bis(trifluorometil)quinolin-4-il]-piperidin-2-il-metanol) (Figura 20),
farmaco utilizado no tratamento da malaria, na concentracdo de 10 pg/mL em 24
horas. O inchaco do tegumento foi observado em todas as fémeas do estudo. Ainda
foram observadas numerosas bolhas, perda de espinhos, fissuras e poros.
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Figura 20 - Estrutura quimica da Mefloquina

Para a andlise dos vermes jovens, foi observado inicialmente o controle
negativo, que apos 24 horas (Figura 21 A-C), onde todos 0s vermes se encontraram
vivos, eles apresentam uma superficie topografica integra, sendo possivel observar
a ventosa ventral, o inicio do canal ginecoférico (Figura 21 A-B) e apresentando
tubérculos em desenvolvimento com algumas projecdes (espiculos) (Figura 21 C).

Os vermes jovens tratados com PZQ (10 uM) na figura 21 (D-E), onde parte

deles apresentaram uma baixa motilidade, as alteracdes morfoldgicas foram
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demonstradas com uma leve contracdo do corpo (Figura 21 D), com o aparecimento
de algumas bolhas e rugas tegumentais (Figura 21 E).

Danos ultraestruturais em vermes jovens tratados com o composto LqIT/LT-
51 (200 uM) foram observados em todo o corpo. E possivel verificar uma extensa
destruicdo e modificacbes do tegumento (Figura 21 F), descamacdes e rugas

tegumentais (Figura 21 G), além de desintegracdo por parte do tegumento e fortes

erosodes (Figura 21 H).
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Figura 21 - (A-C) Imagens de MEV de vermes jovens de Schistosoma mansoni ndo submetidos a
tratamento (meio RPMI + DMSO) ap0s 24 horas de observacao. A) Ventosa ventral (VS) e inicio do
canal ginecoférico (CG). B) Espiculas (SP). C) Espinhos (S). (D-E) Imagens de MEV de vermes
jovens de Schistosoma mansoni tratados com praziquantel (10 uM) apds 24 horas de observacéo. D)
Contracao do corpo (seta). E) Danos no tegumento, com o aparecimento de bolhas (BU) e rugas
tegumentais (W). (F-H) Imagens de MEV de vermes jovens de Schistosoma mansoni submetidos a
tratamento com o composto LgIT/LT-51 (200 uM) apds 24 horas de observacédo. F) Extensa
destruicdo no tegumento. G) Aparecimento de rugas tegumentares (W) e descamacdes pelo corpo
(PL). H) Desintegracéo de parte do tegumento em alguns pontos (D), fortes erosfes (ER) e muitas

descamacéo (PL).

Alteracbes semelhantes verificadas com o derivado LgIT/LT-51, também
ocorreram no teste com outros farmacos (KAMEL et al, 2017). Kamel e
colaboradores (2017) utilizaram a primaquina (Figura 16), farmaco antimalarico, nas
concentracbes de 10, 15 e 20 pg/mL e apds 24 horas observaram no geral
descamacdes na superficie ventral, dobra dorsal, erosées e rugas. O PZQ (controle
positivo) (5 pg/mL) mesmo ndo apresentando 100% de eficacia em 24 horas,
causando apenas diminuicdo da motilidade, também mostrou efeitos sobre o

tegumento desses vermes, como contracdo, vesiculas e bolhas na regido anterior.

4.4 CAPACIDADE DE FRAGMENTACAO DO DNA GENOMICO DE S. TRATADO
COM O DERIVADO INDOL-TIOSSEMICARBAZONA LQIT/LT-51

Moléculas pequenas na qual se ligam ao DNA alterando ou inibindo o seu
funcionamento, o torna um alvo terapéutico para varios farmacos em uso clinico ou
gue estdo em ensaios clinicos avancados (SIRAJUDDIN, ALI e BADSHAH, 2013).

4.4.1 Eletroforese

A fragmentacgao natural do DNA geralmente ocorre durante a programacéo da
morte celular, sendo assim, caracterizada pela apoptose (MINUTOLO et al., 2005).
Este teste € um dos mais confiaveis para distinguir apoptose e necrose. Na 1° pista
foi adicionado o DNA Ladder, na 2° pista 0 DNA dos vermes adultos de S. mansoni

nao tratados (controle negativo), na 3° pista o0 DNA dos vermes adultos de S.
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mansoni tratados com o derivado LgIT/LT-51 na concentracdo de 200 uM e na 4°
pista a ciclofosfamida (controle positivo), como visto na Figura 22.

A imagem foi tirada com a ajuda Fotodocumentador para gel de eletroforese —
L-PIX TOUCH (Loccus) através do software L-Pix Image. A figura 22 mostra
claramente a formacédo da banda de DNA na 3° pista (DNA de vermes adultos de S.

mansoni tratados com o LQIT/LT-51), que indica que ocorreu a quebra ou

fragmentacdo do DNA, isso s6 pode acontecer quando ocorre apoptose celular.

Figura 22 - Formacéo da fragmentacéo do DNA de vermes adultos de S. mansoni através do gel de
agarose. Pista 1: DNA Ladder, Pista 2: DNA de vermes adultos de S. mansoni ndo tratados (Controle
negativo), Pista 3: DNA de vermes adultos de S. mansoni tratados com o derivado indol-

tiossemicarbazona LqIT/LT-51 (200 pM), Pista 4: Ciclofosfamida.

Essa interacdo com o DNA ja pode ser observada nos trabalhos de Oliveira e
colaboradores (2017) utilizando os mesmos derivados indol-tiossemicarbazonas
deste estudo analisando a interacdo com CctDNA, monitorada através de
espectrofotometria de absorcdo UV-Visivel. A interacao entre o ctDNA e o LqgIT/LT-
51 gerou uma absorbancia maxima (334 nm), além de um efeito hipercrdmico
(aumento da absorbancia) proporcional ao aumento da concentracdo do ctDNA nas
amostras. I1sso pode confirmar a interagéo do derivado LgIT/LT-51 com o DNA.

Altintop e colaboradores (2016) sintetizaram derivados tiossemicarbazonas a
base de naftalenos e verificaram que através do ensaio do MTT, o composto em
estudo (Figura 23) foi capaz de diminuir a viabilidade celular por mais de 50% e para

comprovar esse fato, o ensaio de citometria de fluxo posteriormente realizado pode
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revelar o efeito apoptético dose-dependente em 24 horas do composto 4-(naftalen-1-
i)-1-(2,4-difluorobenzilideno)-tiossemicarbazida quando comparado com 0O grupo
controle. Isso pode ser um indicio para comprovar a eficiéncia dos derivados
tiossemicarbazonas na fragmentacdo do DNA, identificando a sua indugcédo para a

apoptose.

Figura 23 - Estrutura quimica do composto 4-(naftalen-1-il)-1-(2,4-difluorobenzilideno)-

tiossemicarbazida

Na literatura, as pesquisas de farmacos que interagem com o DNA mostram
gue essa maior afinidade da ligacdo com o ctDNA é causado pela influéncia dos
grupos doadores de hidrogénio (ALMEIDA et al., 2015; BENNER et al., 2014). O
esqueleto do composto LqIT/LT-51 (Figura 6) apresenta um sistema NNS (grupo
doador de ligacdes de hidrogénio), isso também pode ser um dos fatores que
influeciaram na interacdo com o alvo biolégico (PAPE et al., 2016).

Pakravan e Masoudian (2015) sintetizaram o0 composto isatin-B-
tiossemicarbazona (IBT) (Figura 24) que apresentou propriedades de ligacdo com o
DNA baseado em experimentos de fluorescéncia e ensaio de competicdo com
Brometo de etidio e o vermelho neutro. Outros trabalhos como os de Hassan e Ralf
(2016), Almeida e colaboradores (2015) e Benner e colaboradores (2014) também

relatam essa atividade com o DNA.

Figura 24 - Estrutura quimica da isatin-B-tiossemicarbazona (IBT)

No derivado LqIT/LT-51, além do sistema NNS presente no centro da
molécula, podemos observar nas suas extremidades os grupos naftil e o grupo indol.

Eles sdo estruturas planares, que de acordo com Rescifina (2014) e Pakravan e
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Masoudian (2015), confirmam a importancia da planaridade de anéis arométicos
para o aumento da afinidade com o DNA e como potentes indutores da apoptose
(MINUTOLO et al., 2005; JIANG et al., 2008; RAO, 2013; ALTINTOP et al., 2016)

Sarkar, Bhattacharjee e Bhadra (2016) testaram o alcaléide Harmalol (Figura
25), um derivado beta carbolina-indol, através de técnicas como a fragmentacdo do
DNA a partir da eletroforese que pode mostrar a sua capacidade de fragmentacéo e
consequentemente, na ativacdo do processo de apoptose do DNA de células
HepG2.
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Figura 25 - Estrutura quimica do alcaléide Harmalol

Almeida e colaboradores (2015) relata em seus estudos que o acoplamento
entre o anel acridinico e a porcdo da tiossemicarbazona (Figura 26) foi o
influenciador para promissora ligagdo com o DNA. Comprovando assim, a
importancia da tiossemicarbazona na fragmentacao do DNA.

Figura 26 - Esqueleto dos derivados tiossemicarbazonas utilizados nos estudos de Almeida e
colaboradores (2015).

Os estudos apresentados acima comparados com 0S nossos resultados para
verificacdo da fragmentacdo do DNA genbmico de S. mansoni sugerem a acgao

deste derivado indol-tiossemicarbazona LqgIT/LT-51 sobre um alvo biol6gico, o DNA.
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO

4.5.1 Toxicidade aguda do derivado indol-tiossemicarbazona LgIT/LT-51

Diante dos resultados promissores apresentados nos diversos ensaios in vitro
observados neste estudo, o LqIT/LT-51 foi selecionado para o prosseguimento dos
estudos in vivo. Nesse sentido, 0 ensaio de toxicidade aguda se faz extremamente
necessario para avaliar o perfil de toxicidade de novos compostos em modelos
animais, bem como tracar concentracdes atOxicas para estudos posteriores em
animais.

No ensaio de toxicidade aguda realizado com o derivado LgIT/LT-51 foi
verificado auséncia de sinais de toxicidade na dosagem testada (2000 pmol/Kg)
durante as quatro primeiras horas de avaliacdo, onde também néo foi verificada
morte de nenhum dos animais. Apos 14 dias de experimento, os animais foram
pesados, onde foi observado que nenhum dos grupos experimentais exibiu perda de
+ 20% do peso corporal.

N&o ocorreram alteragbes de comportamento ou sintomas relacionados ao
sistema central nervoso, autonénomo, circulatorio e/ou respiratorio durante o periodo

de avaliacdo (Tabela 8).
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Tabela 8. Sinais de toxicidade aguda e mortalidade do derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-51
na dose de 2000 pmol/Kg.

Observactes
Parametros observados 2000 pmoliKg
Tempo
4h (1° dia) 7° dia 14° dia
Pele S. M. S.M S.M
Olhos e membranas da mucosa S. M. S. M. S. M.
Sinais cardiacos / respiratérios S. M. S. M. S. M.
Padrdo de comportamento S. M. S. M. S. M.
Atividade motora S. M. S. M. S. M.
Salivacéo N. O. N. O. N. O.
Tremores N. O N. O N. O
Convulstes N. O N. O N. O
Letargia N. O N. O N. O
Dormir N. O N. O N. O
Coma N. O N. O N. O
Mortalidade N. O N. O N. O
Necropsia - - S. M.*

S.M.: Sem Mudanga, N.O.: Nao observado, * sem mudanga macroscopica.

4.5.2 Determinacdo da efetividade do tratamento com o derivado indol-
tiossemicarbazona LqIT/LT-51

O derivado LgIT/LT-51 na dose de 50 pmol/Kg apresentou eficacia
significativa no tratamento da esquistossomose mansbénica em camundongos,
reduzindo o niumero de vermes adultas apds o tratamento em 66,6%%, sendo
72,72% representado por vermes fémeas. As demais doses n&o apresentaram

resultados significativos. O PZQ, por sua vez, teve eficacia de 100% na dose testada
(50 umol/Kg) (Tabela 9).
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Tabela 9. Eficacia do tratamento de camundongos infectados por S. mansoni e tratados com o

derivado indol-tiossemicarbazona LgIT/LT-51 e PZQ.

Carga média de vermes

Grupos R o Eficécia total
Fémeas Eficacia (%) Total
(%)
LT-51 50 umol/Kg 12 72,72% 20 66,6%
LT-51 100 pmol/Kg 46 0% 55 8,33%
LT-51 200 pmol/Kg 57 0% 78 0%
PZQ 50 pmol/Kg 0 100% 0 100%
Controle Negativo 44 - 60 -

s

O resultado de 66,6% de reducdo de vermes totais € indicativo de uma
atividade esquistossomicida moderada, sendo uma atividade esquistossomicida
considerada alta quando o composto testado apresentar uma taxa de mortalidade
acima de 80% (Nwaka e Husdon, 2006). No entanto, a expressiva diminuicdo de
vermes adultos fémeas em nossos estudos foi muito importante, sendo um indicativo
dos vermes totais como alvo bioldgico do derivado LgIT/LT-51.

Testes in vivo realizados com a mefloquina (Figura 18) (50, 100 e 200 mg/kg)
em camundongos infectados por S. mansoni evidenciaram uma reducao total de
vermes adultos de 44,1%, 64% e 93,4%, respectivamente, evidenciando uma
atividade dose-dependente (Keiser et al., 2009). Aires e colaboradores (2014)
avaliaram a [-lapachona (Figura 12) (50 mg/kg) em véarios estagios de
desenvolvimento do S. mansoni, para a forma de vermes adultos (45 dias apos
infeccdo) ocorreu uma reducédo de 40,22%. O tratamento in vivo utilizando o (-)-6,6-
dinitrohinokinina (DNK) (Figura 27) diminuiu consideravelmente o namero total de
vermes em 39,9; 48,9 e 48,3% nas concentragdes de 10, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente, ndo ocorrendo uma atividade dose-dependente (Pereira et al.,
2015).

Figura 27 - Estrutura quimica do DNK ((-)-6,6’-dinitrohinokinina)
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Nossos estudos in vivo evidenciaram resultados apenas na concentracdo de
50 umol/Kg, ndo ocorrendo uma atividade dose-dependente, com isso, pode-se
apontar problemas de farmacocinética, levando a diminuicdo da biodisponibilidade,
duracdo da atuacdo muito baixa ou longa ou a presenga de metabolitos ativos ou
inativos (MASIMIREMBWA et al., 2003; PEREIRA et al., 2007). Portanto, estudos
farmacocinéticos, medicdo de concentracfes dos farmacos no corpo e nos 6rgaos

alvo, podem ajudar nas respostas dos testes in vivo.

4.5.3 Oograma

Pode ser observado, ap0s 0s respectivos tratamentos, que o derivado LT-51
nas doses de 50 e 200 pmol/Kg, assim como o PZQ (50 umol/Kg), foram capazes de
interferir nos estadios de maturacdo dos ovos de S. mansoni, quando comparados
ao controle negativo (salina). O LT-51 (50 pmol/Kg) foi capaz de aumentar em
60,59% a quantidade de ovos maduros, ao passo que suprimiu em 96,67% o
quantitativo de ovos inviaveis. A dose de 200 pmol/Kg, por sua vez, interferiu apenas
na quantidade de ovos inviaveis, onde foi possivel observar uma diminuicdo de
62,02% nesse estadio de maturacao (Figura 28) (Tabela 10).

O controle positivo utilizado neste estudo, o PZQ (50 umol/Kg), foi capaz de
aumentar o quantitativo de ovos inviaveis em 36,02%. A dose de 100 pmol/Kg
também foi capaz de promover alteracdo nos estadios de desenvolvimento dos ovos

de S. mansoni, no entanto, os resultados ndo apresentaram significancia estatistica.
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Figura 28 - Efeitos do derivado indol-tiossemicarbazona LgIT/LT-51 e PZQ sobre os estadios de
maturagéo dos ovos de S. mansoni. M: ovos maduros, Im: ovos imaturos e |: ovos inviaveis. Os dados
foram expressos como média + EPM de 6 animais por grupo. Os resultados foram considerados

significativos quando *p <0.05 e ****p <0.0001, determinados pela analise de variancia (ANOVA)

seguido pelo pds-teste de Dunnett’s.

Tabela 10. Efeito do derivado indol-tiossemicabazona LgIT/LT-51 sobre os estadios de maturagdo

dos ovos de S. mansoni.

Estadio dos Controle LT-5150 LT-51 100 LT-51 200 PZQ 50
ovos Negativo pmol/Kg pmol/Kg pmol/Kg pmol/Kg

*

Maduros  52,10+1,52 83,67 +7,21 4595+236 58,90 +4,19 42,56 + 4,02

Imaturos 13,32+1,60 21,65+*6,55 12,43+1,19 24,86 +2,80 4,14+ 1,10

* Frk

Invidveis  34,29+1,55 1,14+0,47 4429+247 13,02+2,88 46,75 + 4,52

Os dados foram expressos como média + EPM de 6 animais por grupo. Os resultados foram
considerados significativos quando *p <0.05 e ****p <0.0001, determinados pela andlise de variancia

(ANOVA) seguido pelo pés-teste de Dunnett’s.

Foi verificado nos trabalhos de Eissa e colaboradores (2017) que utilizaram a
Clorambucil (Figura 29) (2,5 mg/kg), um medicamento anti-neoplasico, e verificaram
no oograma realizado dos camundongos infectados por S. mansoni que a

porcentagem de ovos maduros aumento em 53,29% quando comparado ao controle
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nao tratado, uma diminuigdo de ovos imaturos em 30% e um leve aumento de ovos
inviaveis em 6,13%. Essas alteracfes significativas no padrdo do oograma, reducao
de ovos imaturos e inviaveis, mostram a eficacia deste farmaco anti-neoplasico na
atividade esquistossomicida. Essas altera¢des no padrdo do oograma também foram
observadas em nossos estudos com o derivado indol-tiossemicarbazona LqlT/LT-51.

O
CI\/\Nm

Cl

Figura 29 - Estrutura quimica do Clorambucil

Os ovos maduros de S. mansoni permanecem viaveis no intestino por
aproximadamente 12 dias, assim, se ocorrer uma baixa na oviposi¢cao decorrente a
administracdo do farmaco, a resposta in vivo deste farmaco durante o tratamento
sera no aumento da quantidade de ovos maduros e diminui¢cdo ou auséncia de ovos
em estadio imaturo (FREZZA et al., 2007). Assim, pode-se inferir a acdo do derivado

indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-51 sobre a oviposi¢cdo dos vermes de S. mansoni.
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5 CONCLUSOES
v" O derivado LqgIT/LT-51 foi o mais promissor da atividade in vitro para vermes
jovens e adultos de S. mansoni. A formacdo do anel tiazolidinbnico nao
favoreceu a atividade esquistossomicida, no entanto, a adicdo dos grupos

naftil e indol ao sistema NNS se mostrou mais efetivo;

v" O composto LqIT/LT-51 mostrou-se capaz de alterar ultraestruturamente o
tegumento dos vermes adultos e jovens de S. mansoni, podendo ser

apontado como um mecanismo de acao deste composto;

v" O LqgIT/LT-51 foi capaz de fragmentar o DNA gendmico de vermes adultos de
S. mansoni, caracterizando um processo de morte celular por apoptose. A
estrutura do LqIT/LT-51 apresenta estruturas planares (grupo naftil e o grupo
indol) e o sistema NNS que podem ser influenciadores na interacdo com o

DNA, dessa forma, sugerindo o DNA como um alvo biolégico;

v" Na avaliacdo da toxicidade aguda, o composto LgIT/LT-51 ndo se mostrou

téxico diante dos parametros observados e macroscopicamente;

v" Na concentracdo de 50 pmol/Kg, o LqIT/LT-51 apresentou uma eficacia de
72,72% na reducdo de vermes fémeas e 66,6% de vermes totais, um
indicativo de atividade esquistossomicida moderada e considerar as vermes

fémeas como possivel alvo bioldgico;

v' A guantificacdo de ovos de S. mansoni avaliados pelo oograma mostrou que
o derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-51 foi capaz de aumentar
significativamente o nimero de ovos maduros e suprimiu 0 quantitativo de
ovos inviaveis. Assim, podemos sugerir a sua interferéncia na oviposicédo dos

vermes fémeas de S. mansoni.
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6 PERSPECTIVAS

v

v

Analisar as imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) dos
parasitas e identificar os possiveis alvos do parasito tratados com LqIT/LT-51;
Analisar o Cheever dos camundongos tratados com LqIT/LT-51 no teste in
vivo para verificar a sua interferéncia no namero de ovos de S. mansoni;
Realizar um estudo para o incremento de solubilidade dos derivados indol-
tiossemicarbazonas promissores (LgIT/LT-51, LqIT/LT-55 e LgIT/LT-58);
Dosar a producdo de anion superoxido através de ensaio colorimétrico do
NBT;

Avaliar a genotoxicidade e citotoxicidade in vivo através do ensaio do

micronucleo.
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