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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca negligenciada que afeta regides tropicais e subtropicais.
Estima-se que 240 milhdes de pessoas sdo portadoras e que 500 mil individuos morrem
por ano. O tratamento é realizado desde a década de 70 preferencialmente com o
praziquantel, medicamento de baixo custo e alta taxa de éxito. Contudo cepas comegcam
a se mostrar refratarias e existem efeitos adversos. Compostos derivados de tiazdis, como
tiossemicarbazonas e tiazolidinona ja se apresentam como alternativa pelo hall de
atividades biolégicas demonstradas. Nesta perspectiva, o presente trabalho objetivou
testes in vitro e in vivo dos compostos JF31, JF43 e NJ22 da série N-FENIL-2-
BENZILIDENO-HIDRAZINACARBOTIAMIDA frente ao Schistosoma mansoni.
Foram realizados testes de citotoxicidade, quantificacdo de éxido nitrico, avaliacdo do
potencial hemolitico e genotodxico, determinacdo da toxicidade aguda, eficicia do
tratamento em camundongos esquistossomoticos, avaliacdo do perfil dos granulomas e
ultraesturura dos vermes recuperados. No que tange a citotoxicidade, o0 composto JF31
apresentou CCso de 219,82uM, JF43 - 57,41uM e NJ22 - 70,35 pM. Todos 0os compostos
demonstraram producdo de NO, com destaque ao JF31 que obteve indices proximos ao
PZQ. Nenhum grupo experimental apresentou potencial genotoxico e todos foram
seguros nos testes de toxicidade aguda. O composto JF31 obteve o menor indice de
potencial hemolitico, com 0,22%. O composto NJ22 apresentou uma eficacia de 67,86%,
e 0 composto JF31, 48,21%. Analisando a quantidade de ovos, o composto JF31 e 0 PZQ
ndo apresentam diferenca estatistica, assim como na quantidade de ovos inviaveis no
intestino. A menor area de granulomas foi a do composto NJ22 (87.772,371um?),
seguidos dos compostos JF31 e JF43. Sobre a quantificacdo de colageno, o melhor
composto foi o JF31, com uma média de 11%. Os vermes obtidos pds-tratamento
apresentaram alteracfes ultraestruturais, como perda de tubérculos e alteracGes do
tegumento. Através de uma analise de componentes principais, verificou-se uma
similaridade de 79,69% do composto JF31 com 0 PZQ. Diante disso, compostos da série

se mostraram promissores como possiveis farmacos com atividade esquistossomicida.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Testes biol6gicos; Tiazdis; Tiossemicarbazonas;

Tiazolidinonas.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected disease that affects tropical and subtropical regions. It is
estimated that 240 million people are carriers and that 500,000 individuals die each year.
The treatment has been carried out since the 1970s, preferably with praziquantel, a low-
cost drug with a high success rate. However, strains are beginning to be refractory and
there are adverse effects. Compounds derived from thiazoles, such as thiosemicarbazones
and thiazolidinone, are already presented as an alternative due to the hall of demonstrated
biological activities. In this perspective, the present work aimed at in vitro and in vivo
tests of the compounds JF31, JF43 and NJ22 of the N-PHENYL-2-BENZYLIDENE-
HYDRAZINECARBOTHIAMIDE series against Schistosoma mansoni. Cytotoxicity
tests, quantification of nitric oxide, evaluation of hemolytic and genotoxic potential,
determination of acute toxicity, efficacy of treatment in schistosomal mice, evaluation of
the profile of granulomas and ultrastructure of recovered worms were carried out.
Regarding cytotoxicity, compound JF31 showed a CC50 of 219.82uM, JF43 - 57.41uM
and NJ22 - 70.35uM. All compounds showed NO production, with emphasis on JF31,
which obtained rates close to PZQ. No experimental group showed genotoxic potential,
and all were safe in acute toxicity tests. The compound JF31 obtained the lowest index of
hemolytic potential, with 0.22%. Compound NJ22 showed an efficacy of 67.86%, and
compound JF31, 48.21%. Analyzing the number of eggs, the compound JF31 and PZQ
did not show statistical difference, as well as the number of non-viable eggs in the
intestine. The smallest area of granulomas was that of compound NJ22 (87,772.371um2),
followed by compounds JF31 and JF43. Regarding collagen quantification, the best
compound was JF31, with an average of 11%. The worms obtained after treatment
showed ultrastructural alterations, such as loss of tubercles and tegument alterations.
Through an analysis of principal components, a similarity of 79.69% of the compound
JF31 with PZQ was verified. In view of this, compounds from the series have shown

promise as possible drugs with schistosomicidal activity.

Keywords: Schistosoma mansoni; Biological tests; thiazoles; Thiosemicarbazones;

Thiazolidinones.
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1  INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca infecciosa que esta incluida na lista de Doencas
Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), onde mais de 240 milhGes de
pessoas encontram-se infectadas, 700 milhdes de pessoas estdo em eminente risco de
infeccdo, levando a oObitos aproximadamente 500.000 anualmente individuos (WHO,
2020). No Brasil, a esquistossomose € um problema de satde publica que afetou cerca
de 1,5 milhdes de pessoas em 2017 (BRITO et al., 2020). A esquistossomose mansoni €
causada pelo verme trematddeo, da familia Schistosomatidae, género Schistosoma da
espécie Schistosoma mansoni. Para a manutencao do ciclo de vida do parasito, necessita-
se do hospedeiro intermediario, o caramujo, pertencente ao género Biomphalaria
(BRASIL, 2020).

Para 0 controle da esquistossomose a quimioterapia vem sendo a acdo mais
efetiva para impedir a evolucdo da doenca (KATZ, 2018). Desde a década de 70 o
medicamento utilizado na clinica para o tratamento da esquistossomose mansoni tem
sido o praziquantel (PZQ) (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-
pirazino{2,1-a}isoquinolina-4-ona), o qual se destaca pela sua eficicia contra todas as
espécies do género Schistosoma e 0 baixo custo, apesar de apresentar varias reacoes
adversas, tais como nduseas, vomitos, desconforto abdominal, anorexia e diarreia (VALE
etal., 2017).

Além disso, também sdo relatados episddios de cefaleias, tonturas, sonoléncia e
em alguns casos, erupc¢des cutaneas e urticarias, associadas a um quadro de febre e fadiga
(SILVA et al., 2017). Associados aos sintomas mais frequentes, a bula do medicamente
disponibilizado pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), indica que 0 mesmo nao deve
ser utilizado em pessoas com cisticercose ocular, portadores de insuficiéncias hepaticas
ou renais, além de gestantes e lactantes, pois 0 mesmo pode ser excretado via leite
materno nos 3 meses subsequentes a administracao.

Com o uso exclusivo do PZQ, foram relatadas evidéncias de casos que indicaram
possiveis resisténcias de cepas de Schistosoma. Diante das limitacfes do tratamento da
esquistossomose, citadas anteriormente, existe a necessidade da pesquisa de novos
agentes esquistossomicidas que possam ser utilizados como alternativa para o tratamento
desta parasitose (VALE et al., 2017).
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Baseado na necessidade de novas medidas terapéuticas, a quimica medicinal
surgiu com mais forca no Brasil a partir da década de 90, como possibilidade para
obtencdo de novos quimioterapicos, mais especificamente em 1993 através do Marco
Para os Quimicos Medicinais Brasileiros. A partir dai, as principais doencas alvo dos
estudos da quimica medicinal até o ano de 2017 foram: céncer, Doenca de Chagas,
Inflamacdo/dor e infec¢bes bacterianas e fungicas, representando assim, 67% das
publicacOes relacionadas a estes temas (AMARAL et al., 2017), sugerindo assim, a
necessidade de maiores estudos em outras doencas infecto parasitarias.

Vérios fatores podem influenciar ou direcionar o estudo de novos compostos
candidatos a farmacos, como por exemplo, a resisténcia dos parasitos aos medicamentos
preconizados (NWEZE et al., 2021). Todo processo de desenvolvimento de novas
substancias candidatas a farmacos € complexo, apresenta alto custo estando atrelada a
cooperacdo entre varias areas estratégicas em ciéncia e tecnologia. (AMARAL et al.,
2017).

Segundo Alvarez-Bardon et al. (2020), a utilizagdo de produtos sintéticos na
busca de elucidagdes e de novas perspectivas farmacologicas € menor do que a tentativa
de descobertas através de compostos naturais. Diante disto, os compostos derivados de
tiazol, como as tiossemicarbazonas e as tiazolidinona, demonstram uma ampla atividade
farmacol6gica por apresentarem um nucleo preservado e permitir a capacidade de
inser¢des e modificacdes nos radicais, aumentando assim, 0 seu espectro de atividade
bioldgica (ABEED et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2019).

16 compostos foram sintetizados no Laboratorio de Quimica e Inovagéo
Terapéutica (LglT) do Departamento de Antibidticos da UFPE, recebendo esta série o
nome de N-FENIL-2-BENZILIDENO-HIDRAZINACARBOTIAMIDA. Todos o0s
compostos tém como base o grupo tiazol, sendo divididos em 5 tiossemicarbazonas, 5
tiazolidinonas e 6 derivados tiazolidinicos. Com estes grupos quimicos, ja foram
registrados estudos com atividade antitumoral (SUBHASHREE et al., 2017; OLIVEIRA
etal., 2017; HUSSEIN et al., 2015), antivirais e antibacterianos (HUSSEIN et al., 2015),
anti-tripanossomatidea (ESPINDOLA et al., 2015), antidibética (TSUYOSHI et al.,
2002), antinflamatoria (BARROS et al., 2010), anti-oxicidante (SWATHI et al., 2012),
anti-tubercular (PATTAN et al., 2008).
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Frente a todas estas atividades bioldgicas, poucos estudos tém avaliado a acdo
frente ao Schistosoma mansoni. Almeida-Junior et al., (2019) que avaliaram in vitro a
acdo de derivados inddlicos e tiossemicarbazonas frente a vermes jovens e adultos e
estudo de Pereira et al., (2019) avaliaram a acdo de derivados de tiazol in vitro contra
esquistossOmulos e vermes adultos; a prospeccao de tiossemicarbazonas com atividade
esquistossomicida in vitro, realizado por Da Silva et al., (2018) e estudos prévios
realizados por Rocha et al., (2022).

Sendo a esquistossomose uma doenca de alta incidéncia e prevaléncia no Brasil
e em especial no Estado de Pernambuco; diante da necessidade de buscar novas
perspectivas com atividade esquistossomicida in vivo, e 0s escassos estudos na area, a
descoberta de novos compostos sintéticos apresenta grande relevancia no ambito da
salde publica, o presente estudo tem como objetivo avaliar in vitro e in vivo a eficacia
da série N-fenil-2-benzilideno-hidrazinacarbotiamida frente a fase adulta do
Schistosoma mansoni, visando a identificacdo de possiveis compostos promissores a

agentes terapéuticos para o tratamento da esquistossomose mansoni.

11 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial citotdxico in vitro e a atividade esquistossomicida in vivo dos
derivados da série N-fenil-2-benzilideno-hidrazinacarbotiamida frente a Schistosoma

mansoni adultos.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Verificar o potencial citotoxico de compostos com atividade da serie N-fenil-2-
benzilideno-hidrazinacarbotiamida em linhagem de macréfagos;

o Avaliar a modulagdo de tiazois, tiossemicarbazonas e tiazolidinonas sobre a
producéo de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante de culturas de macréfagos;

o Investigar o potencial genotoxico de derivados tiazolidinicos da série N-fenil-2-
benzilideno-hidrazinacarbotiamida em células de medula de camundongos;

o Averiguar o potencial hemolitico de derivados da serie N-fenil-2-benzilideno-
hidrazinacarbotiamida;
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o Realizar o ensaio de toxicidade aguda dos compostos da série N-fenil-2-
benzilideno-hidrazinacarbotiamida em camundongos;

o Testar e determinar a eficacia do tratamento in vivo com compostos da série N-
fenil-2-benzilideno-hidrazinacarbotiamida;

o Verificar histologicamente o comportamento da fibrose hepatica em
camundongos infectados com S. mansoni pds-tratamento;

o Avaliar as alteracbes morfoldgicas dos vermes de S. mansoni obtidos do ensaio in
vivo, de camundongos tratados com o0s compostos da série N-fenil-2-benzilideno-

hidrazinacarbotiamida através da técnica de Microscopia Eletrdnica de Varredura.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose € uma doenga presente em paises em desenvolvimento e ligado
a populacdo de baixa classe econémica, que pode levar a problemas de saide cronicos
(WHO, 2020). Ainda de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), atualmente
240 milhdes de pessoas estdo infectadas com a Esquistossomose e mais de 700 milhdes
vivem em &reas endémicas, ou seja, com risco eminente de contrair a doenca.

Distribuidos ao longo de todos os continentes, varios sdo os agentes etiologicos
que causam variacdes clinicas da esquistossomose na populagdo, com destaque as
espécies: Schistosoma haematobium, S. guineensis, S. intercalatum, S. mekongi, S.
japonicum-e S. mansoni. Destas, a espécie S. haematobium causa a esquistossomose
urogenital, e as demais, causam esquistossomose intestinais (WHO, 2020).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude (2020), o unico agente etiologico
€ 0 S. mansoni, que apresenta uma manifestacdo intestinal, causando a doenca conhecida
como Esquistossomose mansoni, ou popularmente conhecida como xistose, doenca do
caramujo ou barriga d’agua, em funcéo da ascite, manifestacdo clinica mais caracteristica
da doenca.

Epidemiologicamente, o Brasil conta com 1,5 milhdes de pessoas em risco
iminente de contaminacdo, pois estdo em areas endémicas (BRASIL, 2020) e estima-se
que 2 milhGes de pessoas encontram-se infectadas, distribuidas em 19 estados do Pais
(DUBEUX et al., 2019). Contudo, o Ministério da Saude (2020) reconhece transmissdo
em apenas 18 estados, e os divide em &reas endémicas e areas de transmissdo focal, pelos
indices de positividade de 2009 a 2017.

Neste contexto, destacamos 0s nove estados em que temos transmissdo endémica
da esquistossomose: Alagoas, Bahia, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Sergipe, Minas Gerais e Espirito Santo. Onde, Pernambuco é o 2° estado do nordeste do
Brasil com maiores indices de casos positivos para esquistossomose, atingindo indices de
15,3%, atras apenas do estado de Alagoas, que apresenta o maior indice nacional de casos
positivos entre os anos de 2008 e 2016, com 25,2% (BRASIL, 2018).
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2.2 CICLO DE TRANSMISSAO

Figura 01 - Ciclo de Esquistossomose

Fonte: Autor, 2022.

O ciclo (Fig. 1) tem inicio com uma pessoa infectada, onde, atraves das fezes
destes individuos, ovos (B) de S. mansoni sdo liberados para o meio externo (CORREIA
DO NASCIMENTO et al., 2018). Devido a falta de tratamento sanitario adequado nas
areas endémicas, 0s ovos entram em contato com colecGes d’agua (rios, lagos, aquiferos)
e as larvas ciliadas, miracidios, contidas nos ovos, eclodem (KATZ, 2017)

Os miracideos (C) sdo larvas ciliadas que facilitam o processo de locomocéo e
sdo atraidos quimicamente por secre¢des de caramujos do género Biomphalaria, com
destaque para as espécies B. glabrata e B. straminea, onde irdo penetrar através das partes
moles, com a finalidade de uma remodelacdo morfoldgica e multiplicacdo (AULA et al.,
2021). Dentro do caramujo (D), os miracideos se transformam em sacos embrionérios,
chamados de esporocistos (KATZ, 2018). O esporocisto priméario tem a finalidade de
multiplicar a quantidade de cercarias que irdo formar, durante a fase de esporocisto

secundario.



20

As cercarias (E), forma infectante ao hospedeiro definitivo, s&o formas
evolutivas aquéticas, com caracteristicas morfoldgicas marcantes: presenca de uma
cabeca contendo as informacGes genéticas e uma cauda, com a parte final bifurcada,
responsavel pelo processo de movimentacdo (CHAN et al., 2017). Elas penetram no
corpo dos mamiferos através de contato epidérmico, quando os hospedeiros entram em
contato com aguas contaminadas. Apos a penetracdo, perdem a cauda e se transformam
em esquistossdomulos (MATOS-ROCHA et al., 2019).

Duas a trés semanas apds a infeccdo inicial, os esquistossomulos acabam na
circulacdo hepatoportal onde se desenvolvem em pares de vermes adultos (A)
sexualmente maduros prontos para a reproducdo sexuada. Posteriormente seis a oito
semanas apos a infeccdo, 0s casais migram para as veias mesentéricas, onde as fémeas
comecam a produzir ovos, imaturos, dos quais cerca de 50% atravessam a parede do
intestino grosso para alcance o ambiente externo, expelido juntamente com o bolo fecal,
reiniciando o ciclo de vida do parasita. No entanto, uma grande fracdo dos ovos se aloja
na parede intestinal ou sdo transportados pelo fluxo sanguineo para o figado, onde ficam
presos nos sinusoides hepaticos. Este acimulo de ovos nos tecidos € a principal causa da

patologia na esquistossomose (GIERA et al., 2018).

2.3 A ULTRAESTRUTURA DO S. mansoni

A ultraestrutura do Schistosoma mansoni é complexa. Externamente, é revestida
por uma camada chamada de tegumento. Este tegumento € altamente especializado e
desempenha vérias fungdes, como protecdo contra o sistema imunoldgico do hospedeiro,
absorcdo de nutrientes e eliminagdo de residuos. E composto por células tegumentares
que se sobrepdem e estdo intimamente associadas a estruturas musculares (KATZ, 2018).
O aparelho reprodutor do Schistosoma mansoni é diferenciado em machos e
fémeas. Os machos possuem um par de testiculos, um canal deferente, uma vesicula
seminal, um pénis e uma ventosa copulatoria. As fémeas possuem um par de ovarios, um
oviduto, uma bolsa de Mehlis, uma ooteca e um sistema glandular (GIERA et al., 2018).
A fecundacdo ocorre no sistema ginecologico da fémea, e 0s ovos séo eliminados nas
fezes do hospedeiro (CORREIA DO NASCIMENTO et al., 2018).
A digestdo é realizada por um sistema gastrointestinal simples, composto por uma

boca, faringe, esdfago, intestino e anus. A boca é rodeada por uma ventosa (oral) que
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ajuda a fixar o verme ao hospedeiro, enquanto a faringe e o eséfago sdo responsaveis por
sugar sangue e outros nutrientes do hospedeiro (GIERA et al., 2018).

A musculatura do parasito é composta por camadas longitudinais e circulares de
fibras musculares. Estas, sdo importantes para 0 movimento do parasito e a contracéo do

tegumento, necessario para a absorcdo de nutrientes (MATOS-ROCHA et al., 2019.

24 A IMUNOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é considerada uma doenca tropical, por estar presente e
encontrar nesta regido potencial para perpetuacdo, cronica e com potencial letal
(COSTAIN, MACDONALD & SMITS, 2018). Os processos imunolégicos ligados a
esquistossomose sdo de interesse da comunidade cientifica uma vez que sao
imunomediados, ou seja, sofrem alteragdes de acordo, principalmente, com o tempo de
infeccdo e os locais onde os individuos estejam (OSAKUNOR, WOOLHOUSE &
MUTAPI, 2018).

Todos os estagios infectivos descritos no ciclo do parasita levam a uma resposta
imune, contudo, o granuloma hepético que é o sinal histopatolégico predominante na
parasitose, apenas se forma com a presenca do ovo (KALANTARI, BUNNELL &
STADECKER, 2019). Com a migracéao do ovo, é estimulado um processo de angiogénese
atraves de uma resposta do tipo Th2, fazendo com que haja um recrutamento de células e
substancias através de um processo inflamatorio presente (OSAKUNOR, WOOLHOUSE
& MUTAPI, 2018).

Aziz et al., (2022) descreveram os principais tipos de linfocitos T com a presenca
de antigenos especificos em cada etapa da infeccdo: A presenca de IL-12 secretada por
celulas dendriticas e macréfagos fazem com que o inicio do processo de formagéo do
granuloma e a modulacdo posterior da resposta Th2.

Com o avanco da infec¢do e 0 aumento da secre¢do destes imunocomplexos, sao
incorporados a presenca de interleucinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22,
IL-23, IL-10) (AZIZ et al., 2022) e a producdo de outras substancias, como TNFa ¢ IFNy
(KALANTARI, BUNNELL & STADECKER, 2019).
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25 TRATAMENTO

2.5.1 O Praziquantel e a Oxaminiquine (OXA)

A quimioterapia € 0 meio mais comum para o0 tratamento de doencas infecto-
parasitarias. O Ministério da Saude utiliza o Praziquantel (PZQ) para o tratamento de
pessoas infectadas com esquistossomose mansoni (BRASIL, 2020). Este medicamento é
o farmaco de primeira escolha para o tratamento de infecgBes por S. mansoni e outros
cestoides (SILVA etal., 2017).

A histéria do PZQ comeca nos anos 1970 com o desenvolvimento do
medicamento pela Bayer® a partir de relatos de falhas terapéuticas e diversos efeitos
adversos da Oxaminiquine (OXA). A OXA foi o medicamento primeiro utilizado no
tratamento da esquistossomose, porém atualmente é empregada apenas quando ha
problemas na administracdo do PZQ. Somente ap0s aproximadamente 10 anos da sua
producdo, comecou-se a utilizagdo do PZQ em seres humanos, no inicio da década de 80
(SILVA et al., 2017).

O PZQ utilizado atualmente é um derivado tetraciclico de tetrahidroisoquinolina
administrado como uma mistura racémica ((x£) -PZQ), o que dificulta bastante o
tratamento, pois apenas um dos estereoisdbmeros apresenta atividade anti-helmintica,
contudo, a separacdo nao € feita pelo alto custo. A férmula quimica do PZQ utilizado
atualmente é (+)-2-cyclohexanecarbonyl 1H,2H,3H,4H,6H,7H,11bH-piperazino[2,1-
aJisoquinolin-4-one, (SILVA et al. 2017) (Fig. 02).

Figura 02 - Férmula estrutural do Praziquantel.
e

Nl\\
oot

Fonte: SILVA etal. (2017)
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O PZQ de acordo com o Sistema de Classificacdo de Biofarmacos da Food &
Drug Administration (FDA), é classificado como Classe 2, ou seja, um farmaco com
baixa solubilidade e alta permeabilidade (VALE et al., 2017).

A literatura é clara quanto a agdo do PZQ sobre influxos de Ca+ e posteriormente
paralisia espastica de vermes adultos e vacuolizacdo rapida da superficie tegumentar do
verme, contudo, o mecanismo de acdo do PZQ ainda ndo foi totalmente elucidado,

necessitando assim estudos voltados para tais teméticas (PARK etal., 2019).

2.5.2 As problematicas do PZQ

O praziquantel é utilizado em escala global para o tratamento da esquistossomose
ha aproximadamente 40 anos. Paises endémicos como o Brasil utilizam ciclos repetitivos
de PZQ em sua populacdo, seja de maneira pontual ou nos tratamentos em massa, na
tentativa de controlar a disseminacéo e tratar os grandes nimeros de reinfectados (SILVA
etal., 2017).

Vale et al. (2017) destrincha a estrutura farmacolédgica do PZQ em 3 partes: O
PZQ1 seria a parte responsavel pela atuacdo frente ao S. mansoni; PZQ2 (principal
molécula com atividade biologica) e 0 PZQ3 que ndo apresenta participacdo efetiva
contra 0 S. mansoni.

A porcdo PZQ3 seria a responsavel pelo gosto amargo que é caracteristico do
medicamento, dificultando a administracdo em criancas, grupo etario bastante atingindo
e com altos indices de reinfeccdo, ndo sendo ainda, disponivel no mercado uma versao
pediatrica voltada para este grupo prioritario, facilitando assim sua administracdo. (VALE
et al., 2017). Katz (2018) em inquérito epidemiolégico nacional realizado, demonstrou
um numero expressivo de criancas e adolescentes em idade escolar afetados pela
esquistossomose.

Além dos problemas supracitados com o tratamento, estudos sobre a acdo do PZQ
em outras formas evolutivas do S. mansoni demonstraram a ineficacia do medicamento
frente a formas juvenis (ALVES-JUNIOR et al., 2019), onde a viabilidade de tais formas
tratadas com PZQ ndo apresentaram diferencas significativas comparadas a solucao

utilizada como controle no experimento o Dimetilsulfoxido (DMSO).
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Diante das limitacbes do PZQ e por ser a principal formulacdo farmacoldgica
usada para o tratamento da esquistossomose, a busca por novos agentes terapéuticos se
tornou uma necessidade global (ALVES-JUNIOR et al., 2019).

De acordo com as estatisticas mundiais em satde da OMS (2015), apenas 10% do
total de investimentos em prospeccdo de novos farmacos estd diretamente ligado as

doencas que atingem 90% da populacdo mundial, como as parasitoses.

2.6 ATIVIDADE BIOLOGICA DE NOVOS COMPOSTOS
2.6.1 Tiazois, tiossemicarbazonas e tiazolidinonas

Atualmente, uma grande quantidade de farmacos que sdo produzidos e utilizados
sdo oriundos de estudos de substancias naturais, obtidos através de processos de
biotecnologia ou sdo frutos de modificacdes moleculares a fim de torna-los mais
seletivos, menos toxico e com melhoria no metabolismo (MIKOVSKI et al., 2018).

Tiossemicarbazonas, tiazolidinas e tiazolidinonas sdo compostos que possuem um
amplo perfil farmacoldgico por apresentarem um ndcleo preservado e uma grande
possibilidade de inser¢es e modificacbes nos radicais, aumentando assim o seu amplo
espectro em estudos da Quimica Medicinal (ABEED et al., 2017; SIQUEIRA et al.,
2019). Relata-se que as primeiras pesquisas com Tiossemicarbazonas foram realizadas
nas décadas de 20, contudo, os primeiros farmacos foram utilizados em 1950 onde
apresentavam acdo frente a bactérias causadoras da tuberculose e da hanseniase
(CZUBATKA-BIEN'KOWSKA et al., 2017).

Hussein et al. (2015) descreveram as tiossemicarbazonas como compostos de
esqueleto basico R1R2C=N-NH-CS-NR3R4, onde podem ser feitas insercdes de radicais a
fim de obter atividade ou melhoré-la. Czubatka-Bien"Kowska et al. (2017) descreve que
a atividade das tiossemicarbazonas depende diretamente do a&tomo ou radical ligado ao
nitrogénio terminal.

Através destas modificaces ou insercdes de novos &tomos ou radicais na cadeia,
a prospecc¢do de novos compostos foi se difundindo durante a Gltima década, levando a
um crescimento exponencial a estudos com diversos alvos bioldgicos, onde se destacam
varias atividades (CZUBATKA-BIEN"KOWSKA et al., 2017).

A atividade antitumoral é um dos grandes pontos de pesquisas da atividade de

tiossemicarbazonas. Estudos de Wang et al. (2011); Subhashree et al. (2017), Oliveira et
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al. (2017) e Siqueira et al. (2019) demonstram atividades frente a diferentes linhagens de
celulas tumorais.

Tiossemicarbazonas também foram utilizados na tentativa de debelar infecgdes
virais. Em 1963 foi utilizado N-metilisatina tiossemicarbazona na formulacdo de um
medicamento para o tratamento da variola. O composto foi denominado como
Marboran® foi primeiramente utilizado na india, contudo, apés a formulacdo de uma
vacina efetiva, 0 medicamento foi retirado de utilizacdo por conta dos efeitos adversos
(BERALDO, 2004). Em 2020, diante de todo quadro pandémico, o poder antirretroviral
do Marboran® foi testado frente ao Sars-Cov-2 e demonstrou que o medicamento teve
uma interacdo com mais de 2 proteinas do Covid-19 (SHAH; MODI; SAGAR, 2020).

As tiazolidinonas sdo uma classe privilegiadas de compostos, pois detém a uma
grande capacidade de atividades biologicas (JOSHI; MAHAJAN & CHEJARA, 2020).
Uma das muitas aplicabilidades das tiazolidinas é frente a microorganismos, levado
principalmente pelo perfil de resisténcia de bactérias frente aos antimicrobianos utilizados
na terapia atualmente (ALHAMEED et al., 2020).

Outras atividades relacionadas a tiossemicarbazonas, tiazolidinas e tiazolidinonas
sdo: antiinflamatoria (BARROS et al., 2010), anti-microbiana (TOMASIC et al., 2011;
PEREIRA et al., 2019; PAIVA et al., 2019), anti-Tripanossoma cruzi (MOREIRA et al.,
2013; ESPINDOLA et al., 2015, KRYSHCHYSHYN et al., 2019), antifingica
(ARAUJO NETO et al., 2020), antidiabética (ABEED et al., 2017), anticancer
(SZYCHOWSKI et al., 2017).

Alguns trabalhos também demonstraram a atividade de derivados de tiazois frente
ao Schistosoma mansoni, como os estudos de SILVA et al. (2013); SANTIAGO et al.
(2014); PEREIRA et al. (2019), OLIVEIRA-JUNIOR et al. (2019) e ROCHA et al.,
(2022), contudo, estudos sobre a eficacia de tiazolidinas e tiazolidinonas frente ao parasito
precisam ser incentivados.,

Os trabalhos desenvolvidos até o momento, utilizando-se destes compostos frente
ao S. mansoni demonstram a eficacia in vitro, sendo poucos os trabalhos publicados in
vivo, necessitando assim, estudos que teste sua atividade e eficiéncia em modelos

experimentais in vivo, garantindo assim a eficacia e seguranca dos pro-farmacos.
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2.6.2 Derivados tiazolidinicos da série N-fenil-2-benzilideno-hidrazinacarbotiamida

A série foi desenhada com 05 tiossemicarbazonas (JF30, JF31, JF33, JF34 e JF42),
05 tiazolidinonas (JF35, JF36, JF38, JF39 e JF43) e 06 tiazois (NJ16, NJ17, NJ18, NJ20,
NJ22 e NJ23). Os codigos JF e NJ seguem a padronizacdo do Laboratdrio concedente das
moléculas.

Todos os compostos foram testados in vitro e obtiveram resultados promissores
frente a parasitos jovens e adultos (ROCHA et al., 2022), fazendo com que se tornassem
promissores em testes in vivo na tentativa de formulagcdo de novas alternativas

terapéuticas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1  ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss webster com 30g,
machos, autorizados pelo Comité de Etica em Uso de Animais do Instituto Aggeu
Magalhées, registrado sob a licengca CEUA 142/2019. Para a infeccdo, foi utilizada a cepa
de S. mansoni, LE (Belo Horizonte), mantida no Biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami — LIKA/UFPE.

Os camundongos foram submetidos a infeccdo através de protocolos de infec¢édo
estabelecido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Instituto Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ-PE. Os camundongos foram infectados com carga parasitaria de
80 cercarias por 1h. O periodo da infeccdo dos camundongos até a formacdo de vermes
adultos foi de aproximadamente 45 dias, controlado pela presenca de ovos de S. mansoni

nas fezes dos animais.

3.2 MOLECULAS UTILIZADAS NO ESTUDO

As tiossemicarbazonas, tiazolidinas e derivados tiazois da série N-FENIL-2-
BENZILIDENO-HIDRAZINACARBOTIAMIDA  foram submetidos a  testes

preliminares de atividade esquistossomicida in vitro.

A partir destes ensaios foram selecionados os compostos JF31, JF43 e NJ22, pois
obtiveram 100% de atividade frente ao S. mansoni, seguindo para os demais testes in vitro

e in vivo.

Quadro 1 — Cédigo, nomenclatura e estrutura quimica dos derivados utilizados no estudo.

COD. DERIVADO ESTRUTURA

N =
JF31 N-(4-bromofenil)2-(4- @/ \g/ N/\-@\
(metilsulfonil)benzilideno)-hidrazina-

carbotiamida

Br SOZCHS
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Br

etil-2-((Z)-3-(4-bromofenil)-4-oxo-2- N_ N /=
((E)-(4- 0= r N@'OCF
JF43 S ’

trifluorometdxi)benzilidenohidrazona)- o. /
tiazolidin-5-ilideno) acetato

2-(2-(5-bromo-2-metdxi-
benzilideno)hidrazinil)-tiazol-4(5H)- OCH; H

NJ22 ona S \(\2

Fonte: Laborat6rio de Quimica e Inovagdo Terapéutica — LqIT/UFPE

3.3 VERIFICACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO EM MACROFAGOS J774A.1.

As analises de citotoxicidade foram realizadas atraves da técnicado MTT, descrita
por Mosmann (1983). Para tal, macréfagos J774A.1 foram tratadas com diferentes
concentracgdes dos compostos JF31, JF43 e NJ22 (12,5ug/mL a 200ug/mL) por 24h. Em
seguida lavadas em meio RPMI e incubadas a uma concentragcdo de 5mg/mL de MTT
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido no préprio meio, por 3h a 37°C.
Posteriormente, as células foram solubilizadas em DMSO (100ul/pogo) e a absorbancia
medida a 540nm em espectofotdmetro Benchmark plus (Bio-Rad®, Califérnia, EUA). Os

ensaios foram realizados em quadruplicata em dois experimentos independentes.

3.4 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO) NO SOBRENADANTE DE
CULTURAS MACROFAGICAS J774A.1.

A producéo de 6xido nitrico foi medida indiretamente através da determinacéo do
nitrito acumulado no sobrenadante de culturas de macrofagos J774A.1 (GREEN et al.,
1982). As amostras e 0 padrdo foram colocados em placas de cultura de células, diluidas
em meio RPMI 1640 + 5% de SBF. Em seguida, foi adicionado o reagente de GRIESS

(1% sulfanilamida, 0,1% naftiletilenodiamina em 3% HsPQOa4, nas propor¢oes de 1:1). As
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placas sofreram incubacdo de 10 minutos ao abrigo da luz. A leitura foi realizada a 540nm
em leitor de ELISA. A quantidade de NO foi calculado a partir de curva padrao obtidas

com concentragao de 12,5 a 200uM.
3.5 INVESTIGACAO DO POTENCIAL GENOTOXICO

Para a afericdo do potencial genotoxico foi empregada a técnica do microndcleo
(SCHMID, 1975). Tal estudo consiste na deteccdo de aberragdes cromossémicas em
células de medula 6ssea de camundongos. Os camundongos foram pesados e marcados
individualmente, e foram administrados: os compostos JF31, JF43 e NJ22 na dose de
200mg/Kg, o controle negativo (DMSO) via gavage e a ciclofosfamida (CPA) via
intraperitoneal como controle positivo, na concentracdo de 25 mg/kg. Apds 24 horas, 0s
camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. Em seguida, os fémures
foram extirpados, dissecados, cortadas as epifises proximais e processada a técnica de

micronucleos.

As laminas foram colocadas para secar a temperatura ambiente por 1h,
posteriormente fixadas em metanol por 10min. Apds 24h da fixacdo, as laminas foram
coradas seguindo a bateria: 3min em leishman puro; 15min em leishman diluido em agua
destilada (1:6); 6 banhos em agua destilada; 15min em acetona e 15min em xilol. Em
seguida, secas a temperatura ambiente e analisadas em microscopia optica (10x100X)
para deteccdo dos micronucleos e diferenciacdo em eritrocitos normocromaticos (NCE)

e policromaticos (PCE).

3.6 POTENCIAL HEMOLITICO

Foram utilizados eritrocitos humanos O+ para averiguacdo do percentual
hemolitico de acordo com o protocolo de Becerra et al., (2012). Utilizou-se 2mL de
sangue total homogeneizados + 18 mL de solugdo salina. O material foi centrifugado a
2.500 rpm por 2 min a 25°C. O sobrenadante desprezado e repetido por 2x. Em seguida,
foram adicionados 200uL do sedimento de eritrocitos + 9.800uL de salina. Os compostos
JF31, JF43 e NJ22 foram diluidas em DMSO, e posteriormente sofreram dilui¢éo seriada.
Foram adicionados 100uL de cada concentracdo de cada molécula em quadruplicata
técnica em placa de fundo U. Foram utilizados solucéo salina como controle negativo e

Triton X-100 como controle positivo.
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Subsequentemente, foram acrescentadas 100uL de solugdo eritrocitaria (2%) em
cada poco. A placa foi incubada por 3 horas, a 37°C e sob agitacdo constante (35 rpm).
Posteriormente, a placa sofreu centrifugacdo a 3500 rpm por 4 min, com temperatura de
25°C, os sobrenadantes foram retirados e adicionados a placas 96 pocos fundo chato e
realizou-se leitura da absorbancia a 540 nm no espectrofotdmetro Benchmark plus (Bio-
Rad®, Califérnia, EUA). O percentual foi obtido através da razdo: (absorbancia da

molécula — absorbancia do CN) / (absorbancia do CP — absorbancia do CN) x 100.

3.7 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA

Para afericdo da toxicidade aguda, foram utilizados camundongos S. webster
sadios, machos, com idade média de 30 dias. Os animais foram divididos
randomicamente em grupos de 05 animais de acordo com os protocolos OECD/OCDE -
425/2008 - OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Acute Oral Toxicity — Up-
and-Down- Procedure (UDP), com modificacfes. A dose preconizada foi de 10x a dose
utilizada nos experimentos in vivo (2000mg/Kg). Os camundongos foram pesados e
marcados individualmente, a fim de que se pudesse calcular a diferenca de peso entre 0s
grupos po6s-administracdo. Foram inoculados via gavage os compostos JF31, JF43 e NJ22
e uma solucdo salina (PBS), utilizada como veiculo para administracdo das moléculas,
como controle negativo.

Apbs a administracdo, os camundongos foram observados por 1, 2, 4,8 e 12hea

cada 24h por um periodo de 15 dias. Foram observados 0s seguintes parametros:

PARAMETROS OBSERVACOES

Pele

Olhos e membranas mucosas C.A (Com Alteracdes)
Sinais cardiacos e respiratorios S.A (Sem Alteracdes)

Padréo de comportamento
Atividade motora
Salivacédo

Tremores

Convulstes

Letargia

Sonoléncia

Coma

Morte

O (Observado)
N.O (N&o Observado)

C.M (Com Modificacdes)

Necropsia S.M (Sem Modificac6es)
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Apos 15 dias, os animais foram pesados individualmente para que pudesse se
observar a variacdo de peso e, em seguida, os animais foram eutanasiados por sobre dose
anestésica Ketemina (100 mg/Kg) + Xilazina (10 mg/Kg) para visualizacdo de
modificagdes macroscopicas nos 6rgdos (rim, figado e baco) quanto ao tamanho,

coloracédo e texturas.

3.8 TESTE DA SUSCETIBILIDADE in vivo DE VERMES ADULTOS DE S. mansoni
FRENTE AOS DERIVADOS N-FENIL-2-BENZILIDENO-
HIDRAZINACARBOTIAMIDA

Os ensaios in vivo para determinacdo da atividade esquistossomicida dos
derivados N-fenil-2-benzilideno-hidrazinacarbotiamida foram realizados com o0s
compostos JF31, JF43 e NJ22. Foram utilizados grupos formados por 06 camundongos.
A distribuicdo dos camundongos aos grupos experimentais deu-se por um esquema
randémico. Os camundongos foram tratados por via oral ap6s 45 dias de infeccéo, por
um periodo de 05 dias. A dose preconizada dos derivados de tiazol, tiossemicarbazonas
e tiazolidinonas foi de 200 mg/Kg, em funcao dos ensaios in vitro (PICA-MATTOCCIA,
CIOLLI, 2004) e do praziquantel (fa&rmaco utilizado como controle positivo) foi de 60
mg/Kg, sendo a dose padréo utilizada pelo Ministério da Saude.

Apos o tratamento, os animais foram eutanasiados para determinagdo do nimero
de vermes residuais e sua carga parasitaria pés-tratamento. O grupo controle negativo
recebeu o veiculo utilizado para solubilizar os compostos (DMSO) na mesma
concentracdo utilizada para a diluicdo dos compostos (5%), respeitando o volume
méaximo de 0,1mL/10g de peso do animal. A partir dos experimentos in vivo, foram
realizados testes complementares, como a contagem e classificacdo dos ovos presentes
no intestino (Oograma), contagem dos ovos presentes no figado e intestino pela técnica
de Cheever, avaliacdo histopatolégica da fibrose hepética e avaliacdo da morfologia dos
vermes expostos ao tratamento atraves da microscopia eletrénica de varredura, conforme

0s protocolos descritos a seguir.

3.9 TECNICA DO OOGRAMA

O intestino total de cada animal foi pesado e trés fragmentos da porc¢éo distal do
intestino foram lavados em solucdo salina, posteriormente comprimidos entre lamina e

laminula e analisados em microscopio para realizacdo da classificacdo dos ovos. Para
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cada fragmento 100 ovos foram contados e classificados de acordo com o0s seus estadios
de desenvolvimento. Os ovos foram classificados em ovos imaturos viaveis (de 1° a 4°
estadio), ovos maduros viaveis, e ovos inviaveis (calcificados, com miracidio retraido,
semi-transparentes) (PELLEGRINO et al., 1962).

3.10 CONTAGEM DOS OVOS NO FIGADO E INTESTINO

Apbs a retirada de um fragmento de 1 cm? do figado dos animais para estudo
histolégico e morfométrico e da porcdo distal do intestino para 0 oograma, 0s 6rgaos
remanescentes foram pesados e colocados em tubos falcon contendo hidréxido de
potéssio (KOH) a 4% para digestdo (CHEEVER, 1970). Os ovos encontrados foram
quantificados com o auxilio da cAmara de contagem de células “Sedgewick Rafter”

(Graticules Limited: modelo S50, Tonbridge - England).

3.11 DETERMINACAO DA EFICACIA DO TRATAMENTO

A avaliacdo da eficAcia dos compostos da série N-fenil-2-benzilideno-
hidrazinacarbotiamida e do praziquantel foi determinada através da reducdo da

percentagem da carga parasitaria em cada grupo tratado utilizando a equacao:

Reducéo de vermes (%) = (n° de vermes no grupo controle — n°® de vermes no grupo tratado) X 100
n° de vermes no grupo controle

3.12 HISTOLOGIA E MORFOMETRIA DOS GRANULOMAS HEPATICOS DE
CAMUNDONGOS INFECTADOS COM S. mansoni

O figado total dos animais foi pesado e para caracterizacdo das lesdes hepaéticas,
fragmentos de figado medindo 1 cm? foram fixados em formalina tamponada (10%),
incluidos em parafina e cortados (4 pm) em micrétomo. Os cortes foram corados pela
hematoxilina-eosina. Todos os granulomas periovulares centralizados por ovos, cascas de
0VO0S Ou vermes, presentes nos campos selecionados, confluentes ou ndo, foram avaliados.

Para efeito de calculo estereoldgico, foram considerados os granulomas
esquistossomoticos como estrutura esferoides, apresentando distribuicdo normal de
tamanho. Os dados obtidos foram utilizados para o calculo da area seccional ocupada. A

quantificacdo de tecido fibroso hepatico foi obtida através das sec¢fes hepaticas coradas
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por Tricrémico de Masson e foi diretamente medida e calculada, como um percentual do

total da area examinada.
3.13 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Os vermes adultos obtidos ap6s a eutanasia dos animais que foram tratados com
0s compostos JF31, JF43 e NJ22, foram processados de acordo com rotina padréo para
MEV no Laboratdrio de Microscopia Eletrénica do LIKA. Primeiramente foram lavados
em tampdo cacodilato de sddio a 0,1 M, pH 7.2, em seguida fixados em tampao cacodilato
de sodio a 0,1 M e glutaraldeido a 2,5%. A pos-fixacdo foi realizada em tetréxido de
6smio a 1% em tampdo cacodilato 0,1 M por 90 min. Em seguida foram realizadas trés
lavagens em tampdo cacodilato 0,1 M para posterior desidratacdo, utilizando série
crescente de etanol a 30%, 50%, 70%, 90% e 03 vezes de 100% por 10 minutos cada
etapa. Apds a desidratacdo foi realizado o ponto critico para a substituicdo do etanol por
dioxido de carbono, obtendo-se o material desidratado para montagem em stubs metalicos
utilizando uma fita dupla face de carbono. Em seguida, o material foi metalizado numa
atmosfera de uma fina camada de ouro, para visualizacdo e andlise no microscépio
eletronico de varredura JEOL JSM-5600 LV do Laboratério de Microscopia Eletronica
do iLIKA.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas de citotoxicidade foram feitas por regressao linear no
programa IBM SPSS Statistics 25 para Windows.

Para analise da producdo de Oxido nitrico, genotoxicidade e atividade
esquistossomicida in vivo foram feitas analises de significancia (p < 0.05), através do teste
ANOVA e 0 pés-teste de Tukey no programa GraphPad Prism 5 para Windows.

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada para verificar possiveis
agrupamentos, eliminar redundancias e definir as varidveis mais importantes durante a
separacdo dos grupos experimentais. Para isso, os dados foram transformados (variando)
para padronizacdo devido a diferentes magnitudes de escala. O nivel de importancia de
cada variavel foi determinado pelos valores do vetor proprio (McGarigal et al., 2000),
com valores substanciais de correlagcdo determinados para cada atributo em relacéo aos

principais componentes (PC) 1 e 2.
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O nivel de importéncia de cada PC foi determinado pelo método Broken-stick,
onde valores proprios que excediam os valores esperados foram mantidos para
interpretacdo. As analises foram realizadas no software Fitopac 2.1.2.85 (Shepherd,
2010).
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4 RESULTADOS

4.1 CITOTOXICIDADE EM MACROFAGOS J.774A1 E POTENCIAL DE
HEMOLISE

O estudo para avaliagdo da citotoxicidade em macréfagos J.774A1, indica que o
composto mais promissor da série foi o JF31, pois apresentou um indice de CC50 mais
alto, 219,82uM. O composto JF43 apresentou valor de CC50 de 57,41uM, enquanto o0
composto NJ22 apresentou indice de 70,35uM, conforme a Tabela 1. O controle positivo
(PZQ) teve como valor de CC50 340,48uM.

Os valores do potencial hemolitico variaram de 0,04 (controle negativo) até 1,42
(controle positivo), conforme a Tabela 2. Dentre as moléculas testadas, 0 composto JF31
foi o que apresentou a menor taxa de hemolise de 0,22 na concentracdo de 200 pg/ML.
Este valor ndo tem diferenca estatistica para o Praziquantel (PZQ), utilizado como
parametro de confiabilidade por ser o farmaco atualmente utilizado no tratamento da
esquistossomose.

Os compostos JF43 e NJ22 na concentragdo de 200 pg/mL, ndo apresentaram
diferenca estatistica comparada ao controle positivo, enquanto o composto JF31 apresenta
0s menores valores para a concentracdo dos testes in vivo. 0,22% né&o apresenta diferenca
estatistica significante quando comparado ao controle negativo e ao PZQ, que é o
medicamento utilizado atualmente para a quimioterapia da esquistossomose.

Os controles foram utilizados em diferentes concentracfes, sendo proximos 0s
valores encontrados, a média do grupo foi apresentada na tabela abaixo:

Percebeu-se que, de acordo com o comportamento nas concentragdes testadas, o
potencial hemolitico ndo se mostrou dose dependente, ou seja, 0 aumento ou diminuicao

do quantitativo ndo foi um fator preponderante para oscilacdes constantes.
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Tabela 1 — Citotoxicidade em Eritrocitos e Células de Macréfagos J774A.1

PERCENTUAL HEMOLITICO (%) CCso
GRUPOS gimL) J774A1
m
TESTES " (M)
200 100 50 25 12,5
022+ 007+ 010+ 011+ 011
JF31 219,82

0,30 0,13 0,14 0,13 0,13

1,89+ 0,13+ 0,16+ 0,12+ 9+
JF43 57,41
0,39 0,24 0,18 0,10 24,92

107+ 050+ 024+ 0,29% 0,07 +
NJ22 70,35
0,29 0,28 0,15 0,25 0,13

011+ 022+ 0,10+ 0,23+ 0,16 +
PZQ 340,48
0,22 0,18 0,22 0,24 0,19

CONTROLE
04 + 0,001
NEGATIVO
CONTROLE
1,42 £ 0,39
POSITIVO

Fonte: Autor, 2022.

4.2 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

Sobre a producéo de éxido nitrico, foram realizadas medi¢des indiretas através da
quantificacdo de nitrito de sddio. Conforme a figura 3, os compostos JF43 e NJ22
apresentaram diferenca estatistica significante para a quantificacdo de nitrito de sédio.
JF43 nas concentracbes de 50, 100 e 200uM, enquanto NJ22 apresentou nas
concentracdes de 50 a 200uM. O composto JF31 apresentou perfil de producéo
semelhante ao PZQ, sendo ambos poucos produtores de tal substancia.
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Figura 3 - Graficos de nitrito de sodio para quantificacdo de 6xido nitrico.
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Legenda: p <0,0001
Fonte: Autor, 2022

4.3 POTENCIAL GENOTOXICO

Foram analisadas 2.000 células por animal, totalizando 10.000 células por grupo,
distinguindo-as em PCE e NCE, observando cuidadosamente a presenca ou ndo de
possiveis fragmentos compativeis com micronucleos. Ao final da contagem, o grupo JF31
apresentou um total de 33 PCEMN e 06 NCEMN; os numeros do composto JF43 foram
de 15 PCEMN e 10 NCEMN; ja o composto NJ22 apresentou 17 PCEMN e 12 NCEMN,
conforme a figura 10.

O grupo controle negativo (DMSO) apresentou um indice baixo de formacéo de
micronucleos, com apenas 01 PCEMN e 02 NCEMN. O grupo controle positivo
ciclofosfamida (CPA) demonstrou a confiabilidade dos experimentos, apresentando 164

PCEMN e 31 NCEMN, conforme a fig. 4 abaixo:
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Figura 4 — NUmero de eritrécitos policromaticos (PCE) e normocromaticos (NCE) com

micronucleos.

N° TOTAL DE PCE COM MICRONUCLEOS N° TOTAL DE NCE COM MICRONUCLEOS
200+ 40-

150+

1004

PCEMN

] ] ] U L}
JF31 JF43 NJ22 CPA DMSO JF31 JF43 NJ22 CPA DMSO

Fonte: Autor, 2022.

44  TOXICIDADE AGUDA

4.4.1 Analise dos parametros fisicos e comportamentais

Ap0s a administracdo dos compostos JF31, JF43 e NJ22 na dose de 2000 mg/Kg,
os animais foram acompanhados a fim de estabelecer a influéncia deles em parametros

comportamentais e fisicos, como descrito na tabela 3:
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Tabela 2 — Par@metros e Tempos de Analise para a deteccdo de Toxicidade Aguda

TEMPOS DE OBSERVACAO

PARAMETROS DEOA DIAO1 A DIA0O6 AO DIA11AO
12H DIA 05 DIA 10 DIA 15

Pele S.A S.A S.A S.A
Olhos e membranas

MUCOSAS S.A S.A S.A S.A
Sinais cardiacos e

respiratorios SA SA SA SA
Padrdo de comportamento SA SA SA SA
Atividade motora S.A S.A S.A S.A
Salivacgéo N.O N.O N.O N.O
Tremores N.O N.O N.O N.O
Convulsdes N.O N.O N.O N.O
Letargia N.O N.O N.O N.O
Sonoléncia N.O N.O N.O N.O
Coma N.O N.O N.O N.O
Morte N.O N.O N.O N.O

Necropsia* - - - -
S.A = Sem alteracGes; N.O = N&o observado.
* A necrdpsia foi realizada ao final do 15° dia de observacdo, posteriormente a pesagem.
Nenhuma alteracdo foi observada, garantindo assim que 0s compostos ndo tém

uma toxicidade aguda, garantindo assim uma seguranga na utilizagdo, uma vez que a dose

alvo do estudo é 10 vezes menor do que a administrada nos grupos testes.

4.4.2 Mudancas de peso/grupo

Os animais foram pesados antes da inoculagdo dos compostos e ao 15° dia, antes
da eutanésia, a fim de verificar possiveis alteracdes de ganho ou perda de peso. Em
nenhum grupo houve perda de peso e os indices de incremento ndo ultrapassaram valores

de + 20%, conforme a tabela 4 e a figura 5.

Tabela 3 — Médias de Peso Pré e P6s-Tratamento para Deteccdo de Toxicidade Aguda

MEDIA DE PESO MEDIA DE PESO % DE INCREMENTO

PRE-_ POS- DE PESO
INOCULAGAO (g)  INOCULAGAO (g)
JF31 30,8 +0,84 32,4+2,07 6,5%
JF 43 324+181 35,6 +2,70 9,9%
NJ 22 31,6 +1,14 36,2+1,48 14,5%
(SALINA) 31,2+ 1,30 31,8+ 1,48 2%

Fonte: Autor, 2022
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Figura 5 — Gréafico de incremento de peso no teste de Toxicidade Aguda
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Fonte: Autor, 2022.

4.4.3 Alteracdes morfoldgicas pos eutanasia

Apo6s o0 15° dia de observacdo, os animais foram eutanasiados por sobredose
anestésica (Ketamina + Xilazina), e tiveram a cavidade abdominal exposta a fim de
observar possiveis diferencas de coloracdo, tamanho e texturas macroscopicas nos

principais orgdos (figado, baco, rins).

Em nenhum grupo teste (JF31, JF43 e NJ22) foram observadas alteragdo dos
orgdos em analise, mantendo o tamanho, coloracdo e texturas iguais. No grupo controle
negativo (salina), observou-se um pequeno aumento no tamanho do bago e no tamanho

do rim, porém o figado manteve-se com tamanho e texturas convencionais.
45  AVALIACAO DA ATIVIDADE in vivo.

4.5.1 Determinacdo da eficacia do tratamento

Para a determinacdo da eficicia do tratamento, 06 animais tiveram o sistema
porta-hepatico perfundidos para a recuperacdo de vermes, assim como tiveram as al¢as
intestinais avaliadas para a visualizacdo e contagem dos vermes presentes. Os vermes

foram classificados em machos (M), fémeas (F) e casais (C).
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No grupo NJ22, foram recuperados 8C + 2M, somando 18 vermes. Ja para o
composto JF31, foram recuperados 14C + 1F, totalizando 29 vermes. O grupo JF43
totalizou 74 vermes recuperados, sendo 37C. No grupo controle positivo (PZQ), foram
recuperados 4C + 1M, tendo como numero final 9 vermes.

Todos os indices foram comparados com o grupo controle negativo (DMSO), que
foram recuperados 28C, totalizando 56 vermes.

O composto JF31 apresentou uma eficacia de 48,21% no tratamento in vivo,
enquanto o composto NJ22 obteve indices de 67,86%. Dentre 0s grupos testes, apenas o
composto JF43 néo apresentou reducdo no quantitativo de vermes recuperados quando
comparado ao grupo controle negativo em 32,14%. O grupo controle positivo garantiu a

confiabilidade dos dados, obtendo uma eficacia de 83,93%.

4.5.2 Contagem de ovos pela técnica de Cheever

Apds a digestdo dos figados e intestinos, foram contados 0s ovos presentes
conforme a tabela 5. Levando em consideragéo o figado, o composto que apresentou uma
menor quantidade relativa de ovos foi o composto JF31, com uma média 116,5 ovos e
53,76 ovos/g de 6rgdo. Ja analisando o intestino, o mais eficaz na diminuigdo do
quantitativo de ovos foi 0 composto JF43, apresentando uma média de 26,25 ovos e 6,74
ovos/g. Estatisticamente (Fig. 7), ndo ha diferenca entre o composto JF31 e 0 PZQ quando
comparados os numeros de ovos presentes no figado; também n&o ha diferenca entre o
composto JF43 e 0 PZQ quando comparado a média de ovos no intestino.

Os controles positivos e negativos apresentaram respectivamente, médias de ovos
de 90,37 e 305,58 no figado. Analisando os intestinos, as médias foram de 13 ovos no

controle positivo e 42,25 ovos no controle negativo.
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Tabela 4 — Contagem de ovos nos figados e intestinos e correlagdo com as médias de peso

dos 6rgaos.
FIGADO INTESTINO
. MEDIA MEDIA  MEDIA MEDIA .
M ves = PESODO DEOVOS ~ DE  PESODO 'SR OF
ORGAO (g) © OVOS  ORGAO(g) ©)
JF31 116,510 2,17+0,14 53,76 32,544 4,18+0,29 7,7
JF43 20476 2,77+1,25 87,93 26,2518 3,89+0,69 6,74
NJ22 173,80+8 2,21+0,20 78,71 55,7+7 4,45+0,54 12,51
PZQ 90,377 2,1+0,39 43,03 13+3 3,51+1,13 3,70
DMSO  305,58+36 2,19+0,43 139,32 42,756 4,32+0,28 9,90
Fonte: Autor, 2022.
Figura 6 — Contagem de ovos pela técnica de Cheever.
CHEEVER - OVOS NO FiIGADO CHEEVER - OVOS NO INTESTINO
) | ek k = i 80+ k .!. ekl
& . ) I
®» e Ry < 60+ ¥ t
(] (7}
3 2004 S
g § —Ewe
g 100 = <
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DMSO PzQ JF31 JF43 NJ22 DMSO PZQ JF31 JF43 NJ22

Legenda: p <0,0001
Fonte: Autor, 2022.

4.5.3 Contagem e classificacdo de ovos pela técnica do Oograma

As porcbes do intestino foram analisadas em microscopia Optica a fim de
classificar os ovos presentes em maduros (M), imaturos (IM) e inviaveis (Fig. 8). Os
compostos JF43 e NJ22 apresentaram 0s maiores indices de ovos maduros, com 8,9% e
9,38% respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica parao DMSO. Quanto aos
ovos inviaveis, ambos obtiveram a taxa de 5,33%, acima do indice de 2,44% obtidos pelo

controle negativo.
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Diferente dos demais compostos, o JF31 apresentou um indice de 2,83% de ovos
maduros e 12,16% de ovos inviaveis. Estes nUmeros ndo apresentam diferenca estatistica
quando comparados ao controle positivo, que apresentou indices de 2,33% e 13,22% para
ovos maduros e inviaveis respectivamente.
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DE DESENVOLVIMENTO DOS OVOS

Figura 7 — Classificagdo dos ovos pela técnica do Oograma
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Distribuicdo de ovos maduros (M), imaturos (IM) e inviaveis (1) nos grupos testes e controles.
Fonte: Autor, 2022.
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46  AVALIACAO HISTOLOGICA DA FIBROSE HEPATICA

4.6.1 Perfil dos granulomas hepaticos

Os figados avaliados mostraram presenca de células inflamatérias crénicas
localizadas, apresentando células epitelidides e células gigantes multinucleadas
conhecido como granulomas os quais foram contados e analisados a fim de verificar a
média das areas ocupada.

Observamos a formacdo de granuloma na regido periovular de ovos viaveis,
inviaveis e cascas (Fig. 9), como também, em vermes de S. mansoni aprisionados (Fig. 9
- D) no figado, que ndo migraram para o sistema porta-hepatico ou para 0s ramos
esplénicos.

Naimagem 9 - A, os camundongos tratados com o controle negativo apresentaram
granulomas com hepatocitos preservados, com alteracdo nos vasos sinuséides (entre os
hepatocitos). No controle positivo, ovos inviaveis foram aprisionados pelo sistema
imunolégico (Fig. 9 - B), evidenciando assim uma grande alteracdo morfoldgica dos
hepatocitos e uma grande quantidade de vasos sinuséides, em especial aos vasos
sanguineos presentes no 6rgéo.

Os grupos JF31 e NJ22 ndo apresentaram alteracdes significativas nos
hepatdcitos, conforme as Fig. 9 — C e E, respectivamente. Vasos sinusdides evidentes
foram identificados em regifes proximas aos granulomas e aos vasos sanguineos. A
migracdo dos parasitos em diferentes estagios é caracteristica da esquistossomose,
contudo, € raro analisar a presenca de vermes dentro do tecido hepatico, conforme a Fig.
9D. Identificamos um verme macho em corte longitudinal e um verme em corte seccional,
préximo de estruturas ligadas ao aporte sanguineo do 6rgdo. Hepat6citos em morfologia
normal e poucos vasos sinusoéides.

O grupo que apresentou a menor area de granulomas foi o grupo NJ22 (Fig. 9 -
E), com uma média de 87.772,371um?. Em seguida veio o grupo JF31 (Fig. 9 - C) com
uma média de 98.929,852um?. O grupo JF43 (Fig. 9 - D) obteve uma média de
106.265,264um?,

Estatisticamente, ndo houve diferenca entre os grupos testados comparados ao
Praziquantel (Fig. 9 - B) que apresentou uma média de 100.680,352um?. O grupo

controle negativo apresentou area de 99.669,095um?.



Figura 8 — Perfil dos granulomas hepaticos dos grupos teste e controles.

Granulomas hepéticos corados em Hematoxilina-Eosina (HE). Legenda: C — cascas de ovos; O — ovo; V — veia; Ol — ovo imaturo; OM — ovo maduro.
Fonte: Autor, 2022
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Analisando a deposi¢do de colageno, o grupo que apresentou a menor area, foi o
grupo JF31 com uma média de 11+4,63% (Fig. 10), seguido pelo grupo NJ22 com
20+7,28% e o grupo JF43 com 23+9,73%. O controle positivo obteve um indice de
21+6,08% e o controle negativo, o maior indice, com 32+9,29%. Apenas o grupo JF31
apresentou diferenca estatistica significante quando comprado ao grupo controle

negativo.

Figura 9 — Analise da deposi¢do de colageno.
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Fonte: Autor, 2022.

As deposicdes de colageno através da coloracdo de Tricromico de Manson, e

foram percebidos perfis diferentes nos grupos testes e grupos controles (Fig. 11).
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Figura 10 — Perfil de deposicdo de colageno nos granulomas hepaticos dos grupos teste e controles.
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Colageno ao redor dos granulomas hepaticos corados com Tricromico de Massom (TM). Legenda: C — casca de ovo; Ol — ovo imaturo; Pl — processo isquémico; A — artéria;
V —veia.
Fonte: Autor, 2022.
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47  AVALIACAO ULTRAESTRUTURAL DOS VERMES DE S. mansoni

Os vermes obtidos pos-tratamento foram analisados para a verificacdo de
alteracOes ultraestruturais. Os espécimes do grupo controle negativo ndo apresentaram
alterac@es estruturais (Fig. 12). A musculatura esta bem definida com a presenca das rugas
paralelas (RP) (Fig. 12 — B), tubérculos (T) preservados em quantidade e morfologia,
além da presenca das espiculas (E) distribuidas de maneira uniforme (Fig. 12 — C).

O grupo controle positivo demonstrou atividade do farmaco frente aos vermes
com diversos aspectos ultraestruturais: eliminacdo das espiculas e alteracdes
morfoldgicas dos tubérculos (Fig. 12 — E, F).

nos vermes do grupo JF31, observou-se a presenca de tubérculos estourados (TE)
conforme a figura 12 (K), préximos ao canal ginecéforo (CG) do verme macho.
Observou-se uma deposicdo de material nas estruturas tegumentares, impedindo que o
parasito fique recoberto de material do hospedeiro (Fig. 12- L).

O composto JF43 agiu nos tegumentos dos vermes causando descamacdes
tegumentares (DT) (Fig. 12 — K, L); enquanto o composto NJ22 demonstrou atividade
frente ao tegumento dos vermes com a destruicao de tubérculos (TE), presentes na fig. 12
-1

Os vermes obtidos dos grupos testes encontravam-se contorcidos (Fig. 12 —

G,J,M), diferente do encontrado no grupo controle positivo (Fig. 12 — D).
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Figura 11 — Alteracdes ultraestruturais visualizadas por Microscopia Eletronica de Varredura

DMSO PZQ NJ22 JF31 JF43

Coluna I - Vermes do grupo controle negativo (DMSQ); Coluna Il — Vermes do grupo controle positivo (Praziquantel); Coluna Il — Vermes obtidos do grupo NJ22; Coluna
IV — Vermes obtidos do grupo JF31; Coluna V — Vermes obtidos do grupo JF43. Legendas: RP — rugas paralelas; E — espiculas; CG — canal ginectforo; T — tubérculos; TE —
tubérculos estourados; DT — descamagao tegumentar.

Fonte: Autor, 2022.
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48  ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS — PCA

A variacao total dos dados foi de 79,69%, com os atributos mais importantes do grupo com valores de correlacdo> 0,6 (Figura 18). Para
PCL1 (eixo horizontal), os atributos mais relevantes e seus valores de correlagdo foram nimero de vermes (0,2994), PCEMN (-0,3624), NCEMN (-
0,3308), Ovos maduros (0,3729), ovos imaturos (0,3731), ovos inviaveis (-0,3803), Cheever figado (0,3660), Cheever intestino (0,2656).

No PC2 (eixo vertical), os parametros responsaveis pela separacdo dos tratamentos foram Peso Tox. Ag. (%) (-0,3225), Peso do figado

(0,4805), Numero de vermes (0,3465), Cheever intestino (-0,4279), fibrose hepatica (0,5584).



Figura 12 — Anélise de Componentes Principais — PCA dos grupos teste e controles.
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5 DISCUSSAO

O composto JF31 é uma tiossemicarbazona que apresenta 0 grupamento
metilsulfonil no anel heterociclico. Este grupo apresenta uma série de caracteristicas
como: é um grupo polar, ou seja, apresenta uma separacdo de cargas elétricas em sua
estrutura além de possuirem alta afinidade nas estruturas de aminoacidos presentes nas
enzimas associadas aos sitios ativos, favorecendo assim o processo farmacodinamico.
Também € capaz de doar um préton em solucdo aquosa; apresenta boa reatividade, sendo
um bom grupo de saida em reagdes de substituicdo nucleofilica e solivel em solventes
polares.

O composto JF43 é uma tiazolidina que tem no anel heterociclico um
trifluorometdxi substituido. Este grupo é considerado funcional, altamente polar, estavel
e reativo, com efeito eletronico negativo e alta solubilidade em solventes polares. De
acordo com seus estudos, 0os grupos tiazolidinas fornecem uma estrutura-base capaz de
fornecer aceptores de hidrogénio, bem como ligar-se a estruturas aromaticas substituidas
que participam especificamente com os sitios ativos (ABDELLATIF et al., 2016).

O composto NJ22 é uma tiazolidinona que apresenta um grupamento carbonila no
anel tiazolidinico. O grupamento carbonila é encontrado em diversos compostos
organicos, como aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, ésteres, amidas, entre outros. Os
trés compostos compartilham do elemento oxigénio (O) nos substituintes.

A busca por novos agentes com atividade frente ao S. mansoni é um dos grandes
desafios da quimica medicinal. Segundo Santos et al., (2020), a descoberta de novos
farmacos para a esquistossomose é tardia, fazendo com que estratégias quimicas como o
reposicionamento e descoberta de novos compostos sejam utilizados. Nesta perspectiva,
alguns farmacos ja utilizados no tratamento de outras parasitoses estdo sendo
remodelados quimicamente na tentativa de obter-se farmacos com acédo
esquistossomicida (MOREIRA et al., 2022).

Os compostos tiazolidinicos tem um amplo espectro de atividade bioldgica pela
versatilidade que apresentam (SIDDIQUI et al., 2019; PRAJAPATI, PATEL, 2019).
Conforme a sua mudanca estrutural e o tipo celular utilizado, diferentes niveis de
citotoxicidade podem ser alcancados, como demonstraram Matesanz et al., (2018),

guando sintetizaram complexos unindo derivados de tiossemicarbazonas com paadio e
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platina, observando uma citotoxicidade dose dependente frente a linhagens de células
tumorais de leucemia, pulméao e 0ssos.

JF43 e NJ22 apresentaram indices de citotoxicidade moderados em macréfagos
J774A.1, com indices de 57,41uM e 70,35uM, respectivamente. O composto JF31
apresentou baixa toxicidade (219,82uM) frente as células. Estes achados corroboram com
0s numeros encontrados por Matesanz et al., (2021) que ao utilizar derivados tiazolicos
ligados com unidades heterociclicas frente a células tumorais HL-60 e MCF-3, obteve
resultados de 43 e 76uM. Em linhagens de células VERO, o valor de CCso foi de 100uM,
demonstrando assim que pode haver variacdo nos niveis de citotoxicidade quando
utilizam padrdes celulares distintos.

Estudos de Queiroz et al., (2020), demonstram que a citotoxicidade dos compostos
tiazolidinicos JW-16.2, JW-37.2, GT-12 e GT-14 (tiossemicarbazonas e tiazdis) em
macrofagos peritoniais variou entre 31,80 e 196,38uM. Em nossos estudos, foram
utilizadas culturas de macrdfagos e os indices obtidos variaram de 43 a 219,82uM,
corroborando assim com a literatura que compostos que contém derivados de tiazois
apresentam indices de CCso confiaveis.

Estes resultados também estdo expressos no trabalho de Silva et al., (2017),
quando 07 aryl-tiossemicarbazonas foram sintetizadas e tiveram o seu potencial
citotoxico analisado em macrofagos peritoneais. Ao final do estudo, 0s autores obtiveram
indices de CCso a partir de 111,8uM, até >333,2uM. Estes nimeros demonstram que 0s
compostos da série se aproximam dos valores ja descritos na literatura para estas classes
de moléculas.

Macrofagos sdo células de grande importancia, pois quando ativadas, participam
ativamente dos processos inflamatorios, produzindo inimeros subprodutos como, por
exemplo, o 6xido nitrico (ZHANG et al., 2019). De acordo com Shen et al., (2017)
quando estudaram a implicancia do NO sobre espécimes de Schistosoma, essa substancia
teve a capacidade de diminuir a evolu¢do da infeccdo por S. japonicum, atuando
principalmente na respiracdo mitocondrial e dificultando a metabolizag&o de colesterol.

Em seu estudo, Queiroz et al. (2020) demonstraram a boa producdo de 6xido
nitrico por tiossemicarbazonas e tiazdis de macrofagos peritoneais. Estes indices variaram
em macrofagos sadios e infectados com L. infantum e os indices foram estatisticamente

significativos na maior concentracdo testada (100ug/mL). Estes resultados vdo em
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consonancia com 0s nossos achados que demonstraram que a tiazolidinona JF43 e o tiazol
NJ22 tiveram uma boa producdo de NO, ratificando ainda mais a importancia de tais
compostos frente a infeccdes parasitarias.

Outro potencial citotoxico analisado foi a genotoxicidade frente a células de
medula 6ssea de camundongos. Relatos na literatura dessa abordagem com novos agentes
com potencial parasitario ndo sao relatados.

Para a averiguacdo do potencial genotédxico, existem diferentes técnicas, como por
exemplo, analise de células da medula dssea, cultivo de linfocitos e macréfagos. Zani et
al., (2017), atraves de um teste de cometa, descreveu que a tiossemicarbazona V (S-4-
isopropenylcyclohexenl-carbaldehydethiosemicarbazone) ndo apresenta potencial
genotoxico, enquanto a tiossemicarbazona T (Bis(S-4-isopropenylcyclohexen-1-
carbaldehydethiosemicarbazonato)nickel(ll)) apresentava um potencial genotdxico 1h
apos a administracdo do composto, contudo, ndo houve alteracdo da viabilidade de células
U937, linhagem celular utilizada pois mostrou-se menos sensivel do que células normais
aos efeitos toxicos das novas moléculas em teste.

A atividade antimicrobiana e hemolitica de compostos tiazolidinicos foi o objeto
de estudo de Singh et al., (2016) que demonstrou que semicarbazonas (série SC) e
tiossemicarbazonas (série TS) apresentaram potenciais hemoliticos variando entre 3.21%
e 32.01%. Estes dados se aproximam aos encontrados por Marques et al., (2020), onde
tiazodis e tiossemicarbazonas apresentaram potencial hemolitico entre 4 e 5%. Estes dados
corroboram com os encontrados em nossos estudos, onde os compostos tiazolidinicos
obtiveram indices entre 0.22% e 1.89%, sendo bem mais baixos do que 0s encontrados
nestes estudos citados com compostos da mesma classe, como as tiossemicarbazonas; ou
derivados, como as semicarbazonas.

Apbs as analises de citotoxicidade em diversos tipos celulares, a eficacia do
tratamento in vivo foi um dos fatores abordados por Oliveira Barbosa et al., (2019) no
teste de 9 tiazois (1, 2a, 2e, 2f, 29, 2k, 21, 2m e 2n) frente ao S. mansoni em dois diferentes
estagios de vida (esquistossdbmulo e vermes adultos). Apés uma rodada de tratamentos
com o composto 2m (2-[4-(2,4-dichlorophenyl)thiazol-2-yla-mino]isoindoline-1,3-
dione) obtiveram um nimero de 2 casais (4 vermes) para 5 doses consecutivas e 9 casais
(18 vermes) para um tratamento com dose Unica. Essa reducdo também é observada no

nosso trabalho, onde o tratamento com os compostos JF31 e NJ22, utilizando 5 doses
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consecutivas, tiveram uma recuperacdo de 29 e 18 vermes, respectivamente, indices
abaixo do controle negativo.

Resultados promissores também foram descritos por Amorim et al., (2020),
quando testaram o composto GPQF-108 (derivado tiazolidinicos) em dose Unica de
400mg/Kg in vivo e obtiveram uma eficicia de tratamento em torno de 54%. Estes
numeros corroboram com os nossos achados, onde a eficacia variou de 48,21 a 67,86%,
com destaque a eficacia do tratamento in vivo com tiazol NJ22, onde no nosso estudo foi
0 composto que obteve o maior indice de eficacia no tratamento, com uma reducdo de
67,86%, demonstrando assim o grande potencial deste grupo como promissor para
tratamentos in vivo da esquistossomose mansoni.

Extratos organicos também sdo testados com a finalidade da verificacdo de
atividades biologicas diversas. Oliveira et al., (2017) demonstraram que extratos de
etandlicos e hexanicos de Phyllanthus amarus, conhecida popularmente como quebra-
pedra, obtiveram reducéo de 37,5 a 45,3% de redugdo no numero de vermes recuperados
através de perfusdo do sistema porta-hepatico e veias mesentéricas. Estes indices foram
abaixo dos 48,21% encontrado em nossos estudos através do mesmo método de
recuperacao, podendo sinalizar que moléculas sintéticas podem apresentar eficacia in vivo
superior aos testes com extratos organicos.

Diversos fatores sdo analisados para a determinagdo de uma boa eficacia de um
composto frente ao S. mansoni: quantidade de vermes recuperados pos-tratamento,
contagem de ovos em Orgados, analises ultraestruturais dos vermes obtidos e do perfil
histologico dos granulomas.

Levando em consideragdo a quantidade de ovos recuperados no figado e intestino,
no nosso estudo foram encontrados mais ovos nos figados (116,5 a 204) do que nos
intestinos (32,5 a 55,7), ndo seguindo o mesmo perfil encontrado por Oliveira Barbosa et
al., (2019) onde a tiossemicarbazonas 2m fez com que houvesse uma grande diferenca no
guantitativo de ovos recuperados (acima de 10.000 nos figados e de 50.000 nos
intestinos), mesmo o tempo de incubacao para 0s experimentos sendo 0 mesmo (45 dias)
e a quantidade de cercarias utilizadas para a infeccao, serem em ambos, 80 cercarias.

Quando analisados 0s ovos em seus estdgios de maturacdo pela técnica do
oograma, os estudos de Guerra et al., (2018) utilizando prometazina e o de Roquini et al.,

(2019) utilizando espironolactona, ambos em 05 doses consecutivas de 100mg/Kg
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perceberam um decréscimo acentuado de 95,3% e 52,8% no nimero de ovos imaturos de
S. mansoni. Contudo, ndo havia diferenca estatistica significante na quantidade de ovos
mortos ou inviaveis. Seguindo a mesma metodologia, 0s nossos dados ndo corroboram
com tais achados, uma vez que ndo houve diferenca estatistica significante na quantidade
de ovos inviaveis.

Contudo, se ainda tomarmos por base os estudos de Guerraetal., (2018) e Roquini
etal., (2019), percebemos que ndo existe diferenca estatistica nos ovos mortos, divergindo
dos achados em nossos estudos onde a tiossemicarbazonas JF31 inviabilizou 4,98 nédo
apresentando diferenca estatistica para 0 PZQ que teve 5,41 vezes mais ovos inviaveis. A
tiazolidinona JF43 e o tiazol NJ22 mataram 2,18 mais ovos que o controle negativo,
sugerindo assim que estes compostos tenham uma maior eficacia na interrup¢éo da cadeia
de transmissao da esquistossomose pela ndo propagacéao de ovos com viabilidade.

O perfil dos granulomas hepéticos presentes no nosso estudo, demonstram a
interacdo do sistema imunoldgico com fragmentos do parasita (0vos, cascas ou vermes).
Llenearne, Helmby (2021) descreveram o perfil dos granulomas hepaticos provocados
por ovos de S. mansoni como largos e contendo uma grande quantidade de eosindfilos. O
padrdo eosinofilico ndo foi visualizado nos nossos achados, porém, os granulomas se
apresentaram largos a partir das estruturas parasitarias encontradas.

Analisando o perfil de deposi¢éo de colageno, Silva et al., (2016) observaram que
a imizadolidina LPSF/PT-09 em doses de 250mg/Kg e 200mg/Kg ndo apresentaram
diferenca estatistica significante quando comparada aos controles positivos e negativos.
Estes dados demonstram que o potencial do composto JF31 em ter uma deposicdo de
colageno abaixo dos controles é algo positivo uma vez que o granuloma e a deposicao de
colageno sdo oriundos do processo inflamatério.

Com relacdo as alteracGes ultraestruturais causadas por tratamentos in vivo frente
a vermes adultos de S. mansoni, a literatura é restrita e quando pesquisamos sobre a a¢do
de compostos tiazolidinicos através de microscopia eletrdnica, ndo hé relatos na literatura,
onde encontramos uma boa quantidade de trabalhos com a acdo in vitro de compostos
frente aos parasitas.

Pereira et al., (2019) em teste in vitro de 08 novos tiazois perceberam que eles
alteravam ultra estruturalmente a superficie dos vermes adultos de S. mansoni, através da

formacdo de bolhas tegumentares, destruicdo de tubérculos e espiculas e agdo das
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ventosas oral e ventral dos parasitos. Esta destruicdo pode ser visualizada parcialmente
nos vermes tratados in vivo com a tiossemicarbazona JF31 e a tiazolidinona JF43.

Este mesmo padréo de descamacao tegumentar apresentado pelo composto JF43
foi encontrado por Cérrea et al., (2019) quando vermes foram expostos ao PZQ. A perda
de espiculas em testes in vitro foi observado também por Almeida-Janior et al., (2019),
qguando vermes adultos e jovens foram expostos ao PZQ e ao composto 2b
(tiossemicarbazonas). A tiossemicarbazona JF31 também fez com que vermes adultos
perdessem estas estruturas tegumentares nos estudos de Rocha et al., (2022) que

demonstraram boa atividade in vitro destes compostos frente ao S. mansoni.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados encontrados e da relevancia da prospeccdo de novos
candidatos a farmacos com boa atividade esquistossomicida, 0s compostos da série N-
FENIL-2-BENZILIDENO-HIDRAZINACARBOTIAMIDA apresentaram resultados
promissores. A tiossemicarbazonas JF31 tem um nivel de correspondéncia de 79,69%
quando comparada ao PZQ, fazendo com que ela seja uma candidata a farmaco com boa
atividade esquistossomicida, baixo potencial citotoxico, genotoxico e hemolitico; além
de ter uma grande participacdo na inviabilidade de ovos, reduzindo a deposi¢do de
colageno e o perfil dos granulomas hepaticos, e causando altera¢fes ultraestruturais nos
vermes.

O tiazol NJ22 também se apresentou como uma alternativa viavel para a
subsequente analise e formulagdo farmacoldgica. Assim como o composto JF31, este
também se apresentou eficaz e seguro.

A tiazolidinona JF43, apesar de ndo ter apresentado uma boa eficicia no
tratamento, pode ser melhorada na tentativa de formulacdo de um novo composto ainda
menos citotdxico, preservando o seu ndo potencial genotdxico e com uma afinidade maior
por eluentes organicos, como a agua.

Mais estudos com as possiveis alteracdes causadas in vivo pelo tratamento de
novos agentes esquistossomocidas é de suma importancia para avaliar possiveis
mecanismos de acdo e elucidar novos métodos para possiveis alvos biologicos.

A necessidade de novos compostos com atividade esquistossomicida € uma
emergéncia em saude Unica, devendo ser incentivada natentativa de frear os altos indices
de infeccdo e mortalidade presente em diversos paises ao redor do mundo. As doencas
negligenciadas precisam de mais espaco nas industrias farmacéuticas para que
consigamos diminuir ou erradicar os impactos da desigualdade social e as suas

repercussdes na vida da populacao afetada.
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ANEXOS
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ANEXO 1 — Comité de Etica em Uso de Animais

Ministéno da Saude

FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz
Instituto Aggeu Magalhaes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Certificado de Aprovacao

Certificamos que © projeto intitulado “AVALIACAO DO POTENCIAL DE
ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA in vivo DE NOVOS COMPOSTOS
SINTETICOS FRENTE AO Schistosoma mansoni™ protocolado sob n°® 142/2019
pelo (a) pesquisador (a) Luiz Carlos Alves esta de acordo com a Lei
11.794/2008 e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhdes / Fundagao Oswaldo Cruz
(CEUA/IAM). Na presente versao, este projeto esta licenciado e tem validade até
11 de juiho de 2023 com a finalidade de pesquisa cientifica. Esses animais serao
advindos do Biotério de criagao do Instituto de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/Fiocruz-PE. E responsabilidade do coordenador do projeto notificar
a CEUA de quaisquer alteragdes em relagdo ao projeto. O coordenador concorda
que nenhuma dessas mudangas serdo implementadas antes de serem
aprovadas pela CEUA/IAM

Quantitativo de Animais Aprovados
Espécie/Linhagem/Raca 1 ~ N° de Animais/Pesol/ldade/Sexo

‘ Camundongo heterogénico 335 (30 gr / 30 dias / Macho ou
Swiss Webster fémea) |
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Total _ __[ 735 )
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