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Resumo

FERNANDES, Fabiane Knepper Zehetmeyr. Avaliacdo da acao anti-helmintica
in vitro de 2-aril-3-(2-morfolinoetil)tiazolidin-4-onas e de 2-aril-3-(3-
morfolinopropil)tiazolidin-4-onas contra ovos de Fasciola hepatica
(Linnaeus, 1758). 2016. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, area do
conhecimento: Bioquimica e Bioprospecc¢ao) - Programa de Pdés-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospeccao, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

As tiazolidin-4-onas sao compostos heterociclicos dos quais vém apresentando
diferentes atividades bioldgicas. Todavia, nao ha relatos de estudos com atividade
anti-helmintica, em especifico contra o trematédeo Fasciola hepatica. Este
helminto € o agente etiologico da fasciolose, doenca que acomete humanos e
animais, causando les6es no figado e ductos biliares. O tratamento se da através
do uso de farmacos fasciolicidas como, por exemplo, triclabendazol e outros
benzimidazois, aos quais este parasito ja apresenta resisténcia e estudos para o
desenvolvimento de novos farmacos fasciolicidas sdo escassos. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo ovicida in vitro por meio de ensaio de
eclosdo de ovos (EHA) de duas séries sistematicas de tiazolidin-4-onas (2-aril-3-
(2-morfolinopropil) tiazolidin-4-onas (la-h) e 2-aril-3-(3-morfolinopropil) tiazolidin-
4-onas) (2a-h) sobre ovos de F. hepatica. Os EHA foram realizados em triplicata e
acompanhados de controle negativo (agua destilada e a suspensao de ovos),
controle positivo (Tiabendazol 25 pg/mL e a suspensao de ovos) e controle do
solvente Dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 0,5% e a suspensao de
ovos. Os compostos foram diluidos em DMSO de forma a se obter as
concentragdes finais de 0,002 pg/mL, 0,02 pg/mL, 0,2 pg/mL, 2 pg/mL e 20
pug/mL. O ensaio de citotoxicidade avaliou a funcdo metabdlica por atividade de
desidrogenase mitocondrial de células de rim bovino (MDBK), utilizando o 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) para indicar a viabilidade celular. Foi
observado que os compostos la-h ndo apresentaram reducdo na relacéo de
eclosdo dos ovos em comparagdo ao grupo controle negativo. A série de
compostos 2a-h apresentaram efetiva reducao (p<0,001) na relacdo de eclosao
dos ovos. O composto 2b (aril = CsH4-2,4-F) apresentou uma eficacia de 96% na
maior concentracao (20 pg/mL) e uma viabilidade celular de 96%. O composto 2e
(aril = CeHs-4-Cl) apresentou eficacia contra os ovos de F. hepatica em todas as
concentracdes testadas, e a maior viabilidade celular (92%) ocorreu nas menores
concentragdes (0,02 pg/mL e 0,002 pg/mL). De acordo com os resultados obtidos,
pode-se afirmar que, os compostos la-h ndo apresentam acéo ovicida contra
ovos de F. hepatica, e os compostos 2a-h, em especial os compostos 2b e 2e
inibem a eclosdo dos ovos de F. hepatica, podendo ser uma alternativa
promissora para o controle da fasciolose.

Palavras-chave: Tiazolidinonas; Fasciola hepatica; Fasciolicidas; Ensaio de

eclosao de ovos.



FERNANDES, Fabiane Knepper Zehetmeyr. Anthelmintic action evaluation in
vitro of 2-aryl-3-(2-morpholinoethyl)thiazolidin-4-ones and of 2-aryl-3-(3-
morpholinopropylthiazolidin-4-ones against Fasciola hepatica eggs
(Linnaeus, 1758). 2016. 60 pg. Dissertation (Master of Science, knowledge area:
Biochemistry and Bioprospecting) - Biochemical and Biopropection Post
Graduation Program, Chemical Sciences Center, Pharmaceutical and Food,
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2016.

Abstract

Derivatives thiazolidin-4-onas are heterocyclic compounds which have shown
different biological activities. However, there are no reports of studies with
anthelmintic activity, in particular against the trematode Fasciola hepatica (F.
hepatica). This helminth is the etiologic agent of fascioliasis, a disease that affects
humans and animals, causing damage to the liver and bile duct. The treatment
takes place by using fasciolicidas drugs such as, for example, triclabendazole and
other benzimidazoles, of which already shows this parasite resistance and studies
for the development of new drugs are scarce fasciolicidas. Therefore the objective
of this study was to evaluate the action ovicida through eggs hatch assay (EHA) of
two systematic series of derivatives of thiazolidin-4-ones (2-aryl-3-(2-
morpholinoethyl)thiazolidin-4-ones (1a-h) and 2-aryl-3-(2-morpholinopropyl)
thiazolidin-4-ones) (2a-h) on F. hepatica eggs. The EHA were performed in
triplicate and accompanied by a negative control (distiled water and the
suspension egg), positive control (Thiabendazole 25ug/mL and the suspension
eggs) and control dimethylsulfoxide solvent (DMSO) in the concentration of 0.5 %
and the suspension eggs. The Compounds were diluted in DMSO in order to
obtain final concentrations of 0.002 pg/mL, 0.02 pg/mL, 0.2 pg/mL, 2 pg/mL e 20
pug/mL. The cytotoxicity assay evaluated the metabolic function by mitochondrial
dehydrogenase activity bovine kidney cells (MDBK) using 3- (4,5-dimethylthiazol-
2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) to indicate the viability cell. It was
observed that the la-h compounds presented no reduction in hatching ratio of
eggs compared to the negative control group. The series of compounds 2a-h show
effective reduction (p <0.001) in the ratio of hatching eggs. Compound 2b (aryl =
CsH4-2,4-F) showed an efficacy of 96% at the highest concentration (20 pg/ml)
and a cell viability of 96%. Compound 2e (aryl = CeHs4-4-Cl) showed efficacy
against F. hepatica eggs in all tested concentrations and the higher cell viability
(92%) occurred at low concentrations (0.02 pg/ml to 0.002 pg/ml). According to the
results, it can be stated that the compounds 1a-h show no ovicidal activity against
F. hepatica eggs, and compounds 2a-h, in particular the compounds 2b and 2e
inhibit hatching of eggs F . hepatica and could be a promising alternative for the
control of fascioliasis.

Key words: Thiazolidinones; Fasciola hepatica; Fasciolicides; Eggs hatching
assay
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1 INTRODUCAO

O estudo e sintese de novos farmacos vém explorando os compostos
heterociclicos, uma vez que a maioria dos farmacos utilizados possui em sua
estrutura quimica, pelo menos, um anel heterociclico. Suas atividades bioldgicas
sdo das mais variadas, tendo aplica¢des na area médica e veterinaria (BARREIRO;
FRAGA, 2008; KATZUNG et al., 2014; SPINOSA et al., 2014).

Dentre estes compostos tém-se os derivados de tiazolidin-4-onas,
heterociclico proveniente da tiazolidina, os quais vém apresentando grande
interesse cientifico (CUNICO et al., 2008; DEEP et al., 2012; TRIPATHI et al.,
2014). Ha duas estratégias que podem ser empregadas para a sintese dessas
moléculas, a saber: uma envolvendo rea¢des entre compostos aceto-halogenados
e tioaminas, e a outra através de reag¢des de condensagdo com trés componentes
(aminas, aldeidos e acido mercaptoacético) (LIESEN et al., 2008).

Os estudos avaliando atividades bioldgicas dos compostos derivados de
tiazolidin-4-onas tem sido relatado em varios estudos (CUNICO et al., 2008; JAIN
et al., 2012; TRIPATHI et al., 2014). Todavia, até o presente momento nao foram
encontrados estudos sobre ac&o ovicida em Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758).

A fasciolose € uma doencga parasitaria causada pelos helmintos F. hepatica
e F. gigantia. Trata-se de uma parasitose que acomete humanos e animais (por
exemplo, bovinos e ovinos), causando lesdes no figado e ductos biliares do
hospedeiro. Seu tratamento € realizado com farmacos anti-helminticos
conhecidos como fasciolicidas, como o triclabendazol, bitionol, closantel,
niclosamida, clorsulon, entre outros (COUTURIER et al., 1999; MCCARTHY et al.,
2012; RAMACHANDRAN et al., 2012; CHEN et al., 2013; ALMEIDA; AYRES,
2014a; KATZUNG et al., 2014).

Os fasciolicidas podem ser divididos em cinco grupos conforme suas
estruturas quimicas. O triclabendazol pertence a classe dos benzimidazois e é o
farmaco mais utilizado, possuindo acao sobre os estagios adultos e imaturos de
F. hepatica (FAIRWEATHER; BORAY, 1999; ALMEIDA; AYRES, 2014a).

Todavia, casos de resisténcia de F. hepatica aos fasciolicidas ja vém sendo
relatados desde a década de 1980 (BORAY; BONO, 1989). Estudos mais

recentes relatam a resisténcia a este parasito em animais, tanto nas condi¢cdes de
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campo como de laboratério (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2006; ORTIZ et al.,
2013; SANABRIA et al., 2013; HANNA et al., 2015), bem como em humanos (GIL
et al., 2014).

Diante deste panorama onde ha uma escassez de trabalhos sobre novos
fasciolicidas e a eminente resisténcia aos farmacos existentes no mercado, se faz
necessario estudos que busquem novas moléculas para o tratamento da
fasciolose. Devido ao fato de que as moléculas de tiazolidin-4-onas vem
apresentando diferentes atividades bioldgicas é possivel que esses compostos
também apresentem acao fasciolicida.

Desta forma, a investigacdao da acao ovicida de novas moléculas derivadas
de tiazolidin-4-onas sobre o tremadddeo F. hepatica, é inovadora e tem muito a
contribuir com a descoberta de novos farmacos ativos na terapéutica da

fasciolose.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar a ag&do anti-helmintica ovicida in vitro de duas séries sistematicas
de de 2-aril-3-(2-morfolinoetil)tiazolidin-4-onas (aril = CeHs-4-OMe; CsH4-4-NOo;
CeHs-4-ClI; CeH4-2-F; CeH4-2,4-F; CeHs-2,4-Cl; CeHs-2,6-Cl; CeH4-2-F,6-CI) e de2-
aril-3-(3-mofolinopropil)tiazolidin-4-onas (aril = CeHs-2-OMe; CeHs-4-OMe; CeHa-4-
NO2; CeHs-4-Cl; CeHa-4-F; CeHa-2,4-F; CsHs-2,4-Cl; CsH4-2,6-Cl) sobre ovos de F.

hepatica.

2.2 Objetivos Especificos

(a) Avaliar o potencial ovicida in vitro dos compostos derivados de 2-aril-3-(2-
mofolinoetil)tiazolidin-4-onas (Figura 1a) e derivados de 2-aril-3-(3-

morfolinopropil)tiazolidin-4-onas (Figura 1b).

(a) OﬁA (b) O§/\\S
S
N N
/\/ J_/ QAR
N N\~ R / \ / /
(\ / / o N
\__/ =
R=2-OMe; 4-OMe; 4-NO2; 4-CI; 4-F; 2. 4-F; 2,4-Cl; 2,6-Cl; 2-F,6-Cl

Figura 1. Estrutura quimica geral: (a) 2-aril-3-(2-morfolinoetil)tiazolidin-4-onas; (b) 2-aril-3-(3-

morfolinopropil)tiazolidin-4-onas.

(b) Inferir a melhor concentracdo ovicida de 2-aril-3-(2-morfolinoetil)tiazolidin-4-
onas e de 2-aril-3-(3-mofolinopropil)tiazolidin-4-onas, para classifica-los
segundo o indice de eficacia proposto pelo World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP).

(c) Determinar a citotoxicidade in vitro de derivados de 2-aril-3-(2-
morfolinoetil)tiazolidin-4-onas e de 2-aril-3-(3-mofolinopropil)tiazolidin-4-onas.



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Compostos Heterociclicos

Os compostos heterociclicos possuem um papel importante quando o
assunto trata-se de sintese de novos farmacos. Isso é confirmado pelo fato de que
a maioria dos farmacos possui em sua estrutura quimica, pelo menos, um anel
heterociclico. Estes apresentam atividades farmacologicas diversificadas e sao
consumidos mundialmente, tanto na area humana como também na area
veterinaria (BARREIRO; FRAGA, 2008; KATZUNG et al., 2014; SPINOSA et al.,
2014)

Alguns exemplos de farmacos que possuem em sua estrutura anéis
heterociclicos podem ser citados, tais como: furosemida (diurético); captopril (anti-
hipertensivo); diazepam (sedativo-hipnético); imipramina (antidepressivo);
piroxicam (antiinflamatorio); fluconazol (antifungico); penicilina (antibidtico);
aciclovir (antiviral); albendazol (antiparasitario); amorolfina (antifungico) e
rosiglitazona (reduz a resisténcia da insulina) (Figura 2) (BARREIRO; FRAGA,
2008; KATZUNG et al., 2014).

o™ CH; HC. JR
— HS \/l\fo s O
- N
HN N (0] /N 03H7 \@ \>—NJLO’CHS
N H
H

cl COOH OH
) . cl albendazol
0\\ captopril _
) furosemida diazepam
o’ N
NH;

OH O = | OH A r_—_——_N o

N N N O _N
SONTN <|i]—.:-v" eN=/ HO ™" \)\ﬁH
H N=
N N at

S” “CHj I
HSC=N/\) 3% aciclovir NH,

) o ) piroxicam F
CH;  imipramina
fluconazol

H =N CH3;
" jr—,/ S_CH \
0o 3 CH; HsC CHs; o
N CHs; CH; S
o oH © CHs oA A
penicilina iglitazons N™~0
o N rosiglitazona
HSCJ\/ H
amorolfina

Figura 2. Estruturas quimicas de alguns farmacos que possuem na sua estrutura ciclos

heterociclicos.
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Os compostos heterociclicos a serem estudados neste trabalho referem-se a
duas séries sistematicas denominados genericamente de tiazolidin-4-onas
(heterociclico de cinco membros com um atomo de enxofre na posi¢ao-1, um
atomo de nitrogénio na posi¢do-3 e uma carbonila na posi¢do-4) (CUNICO et al.,
2008; TRIPATHI et al., 2014).

3.2 Tiazolidin-4-onas

3.2.1 Estrutura e sintese

Compostos contendo o anel tiazol (Figura 3a) ou o anel tiazolidina (Figura
3b) sédo de consideravel interesse em diferentes areas da quimica medicinal. No
entanto, as classes derivadas da tiazolidina, como as tiazolidinonas sdo as mais
estudadas. As tiazolidinonas s&o derivadas da tiazolidina, ciclo de cinco membros
com um atomo de enxofre na posi¢do-1 e um nitrogénio na posigcédo-3 (Figura 3).
O primeiro reconhecimento da aparicao do ciclo tiazolidina, em farmacos naturais,
foi na estrutura da penicilina (Figura 2) (JAIN et al., 2012, 2013; TRIPATHI et al.,
2014).

A classe de moléculas compostas por derivados de tiazolidin-4-onas
representa grande interesse cientifico devido as suas propriedades quimicas e
biologicas (CUNICO et al., 2008; JAIN et al., 2012; TRIPATHI et al., 2014). A
estrutura base da tiazolidin-4-onas pode apresentar diversos grupos quimicos

como substituintes nas posicdes 2, 3 e 5 (Figura 3c).

(a) (b) R} /S ©
[T\ /5 \ 5 4

4
s N sl . 3NH sl _ 3N
\F 2 \2( >R
tiazol tiazolidina
R1

tiazolidin-4-ona

R!, R?, R = alquil, aril, hetroalquil, heteroaril

Figura 3. Estrutura quimica do (a) anel tiazol, (b) anel tiazolidina e do (c) anel tiazolidin-4-ona.
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Com base na analise retrossintética (Figura 4) as estratégias que podem
ser empregadas na sintese de tiazolidin-4-onas s&o duas, a saber: (i) formacao
das ligagbes Cs-S e C4-N, a partir de reagbes envolvendo compostos a-aceto-
halogenados e tioamidas (Figura 4, 1) e (ii) formacao das ligacbes C,-S e Cs-N
envolvendo reacdes entre iminas substituidas e acido mercaptoacético (Figura 4,
2a) ou através de reacdes de condensacado entre aminas, aldeidos e acido
mercaptoacético (Figura 4, 2b) (CUNICO et al., 2008; LIESEN et al., 2008).

O

R—C=NR' Hs\)j\
H ' OH

iminas - "
acido mercaptoacético

o
!
S.. o
. o]
compostos' . tioamidas @ ]/ % . ;
a-mercaptoacético R @ NHR! + RCHO + HS OH
b

aminas aldeidos
acido mercaptoacético

R! R? = alquil, aril; X= SH

Figura 4. Representacdo da anélise retrossintética de tiazolidin-4-onas (Adaptado de LIESEN et
al., 2008).

De acordo com as revisdes de Jain e colaboradores (2012) e Tripathi e
colaboradores (2014) existem varias metodologias de sintese de tiazolidin-4-ona
relatadas na literatura. Todavia, as principais vias de sintese sao as que envolvem
0os trés componentes (um aldeido ou cetona, uma amina primaria e o acido
mercaptoacético).

O presente estudo trabalhou com duas séries de tiazolidin-4-onas sobre
ovos de F. hepatica, a saber: 2-aril-3-(2-morfolinoetil) tiazolidin-4-onas (aril =
CsH4-4-OMe; CeHs-4-NOo; CeHs-4-Cl; CeHs-2-F; CsHs-2,4-F; CeHs-2,4-Cl; CeHa-
2,6-Cl; CeHs-2-F,6-Cl) e de 2-aril-3-(3-mofolinopropil) tiazolidin-4-onas (aril = CsHs-
2-OMe; CesH4-4-OMe; CsHs-4-NO2; CeHs-4-Cl; CeHs-4-F; CsHs-2,4-F; CsH4-2,4-Cl;
CeHs-2,6-Cl). Os compostos foram sintetizados (Esquema 1) e caracterizados
conforme metodologia adotada por Gouvea e colaboradores (2016).
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Esquema 1.
O H 0
S
& (\N%NHZ L (\Nqﬁ/\O . o/j T\
(Zr0 ) o X N, o
la-h (n=2)
2a-h (n=3)

n= 2 (etil) ou 3 (propil)
R=2-F; 4-F; 2 4-F; 2,4-Cl; 4-Cl; 4-NO,; 4-OCHj3; 2-F.6-Cl; 2-OCH;
Reagentes e condigdes: (i) tolueno, 110°C, 3h; (ii) HSCH,COOH, 110°C, 16h.

3.2.2 Estudos de atividade biol6gica de tiazolidinonas

A fim de contribuir com a ampliacdo e disponibilidade de moléculas com
potencial biologico, varios estudos estdo sendo realizados avaliando a atividade
biolégica de diferentes moléculas derivadas de tiazolidin-4-onas (CUNICO et al.,
2008; JAIN et al., 2012; TRIPATHI et al., 2014). Buscas realizadas, em diferentes
bases de pesquisa, por trabalhos que envolvem tiazolidin-4-onas e atividade
biolégica revelam que essa classe de moléculas vem mostrando diferentes
potenciais biologicos.

Algumas atividades biolégicas destas moléculas podem ser citadas, a
saber: anti-HIV (RAVICHANDRAN et al., 2009; CHEN et al., 2011); anti virus
hepatite C (RAWAL et al., 2008); antibacteriana (RANE et al., 2012); anti-
diabetes (OTTANA et al., 2011); antifibrotica (KAMINSKYY et al., 2016); anti-
inflamatorio (DEEP et al., 2012); antimicobacteriano e antitumoral (GUZEL;
SALMAN, 2006); anti-oxidante (OTTANA et al., 2011; JUNIOR et al., 2013);
antiprotozoarios (HAVRYLYUK et al., 2013; OLIVEIRA FILHO, DE et al., 2015),
antifungica (KUNZLER et al., 2013; MARQUES et al., 2014; MONTE, DE et al.,
2016; SECCI et al., 2016), anti-tumoral (GUZEL; SALMAN, 2006); antiviral
(KUCUKGUZEL et al, 2013; MANVAR et al., 2016), anti-tuberculose
(VINTONYAK et al., 2011).

Embora haja uma grande variedade de relatos de atividades biologicas das
moléculas derivadas de tiazolidin-4-onas, ndo foi encontrado nenhum trabalho
relatando atividade ovicida contra trematédeos, em especifico para ovos de F.

hepatica.
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3.3 Parasitismo

Parasitismo € uma relacdo desarménica onde existe unilateralidade de
beneficios entre dois organismos: o hospedeiro e o parasito, vivendo o segundo a
custa do primeiro, pois dele obtém nutrientes e abrigo (VILLELA; FERRAZ, 2007;
MORAES et al., 2008). Os parasitos podem ser classificados como fitoparasitos e
zooparasitos. Sendo que, bactérias e fungos compdéem os fitoparasitos e os
protozoarios, helmintos e artropodes compdéem os zooparasitos (VILLELA;
FERRAZ, 2007).

Os parasitos que podem acometer os animais e o homem estao incluidos
em cinco grandes filos, a saber: (a) Platyhelminthes: formado por parasitos
achatados; (b) Nematoda: parasitos que apresentam a forma de filo ou filamento;
(c) Acantocephala: constituido por parasitos arredondados; (d) Protozoa: seres
unicelulares; e (e) Arthropoda: insetos e acaros em geral (VILLELA; FERRAZ,
2007).

Eles podem ser divididos em dois grupos: os endoparasitos que vivem
dentro do corpo do hospedeiro, representados pelos filos Platyhelminthes,
Nematoda, Acantocephala e Protozoa, e os ectoparasitos que vivem sobre o
corpo do hospedeiro, sendo representados pelo filo Arthropoda. Ha também os
hiperparasitos que se refere aos parasitos que parasitam outro parasito. Um
exemplo de hiperparasito sdo os cocobacilos que parasitam o protozoario
Entamoeba histolytica (VILLELA; FERRAZ, 2007; GUIMARAES, 2012).

Os filos ainda podem ser subdividos em classes como ocorre com o filo
Platyhelminthes, no qual seus representantes estdo distribuidos pelas classes: (i)
Tubbelaria, (ii) Trematoda e (iii) Cestoda. Sendo que, as classes de interesse para
parasitologia humana sdo somente as classes Cestoda e Trematoda. A classe
cestoda é constituida por parasitos endoparasitas de corpo, em geral, alongado e
constituido por segmentos; e a classe trematoda € constituida por ecto e
endoparasitos habitualmente achatados dorsoventralmente e forma tipica de folha
(URQUHART et al., 1998; GUIMARAES, 2012).

O parasito deste estudo pertence ao Filo Platyhelmintos, Classe
Trematoda, Familia Fasciolidae, género Fasciola e espécie F. hepatica
(URQUHART et al., 1998; FORTES, 2004).
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3.4 Biologia da F. hepatica: Habitat e Ciclo biolégico

As espécies de Fasciola, comumente conhecidas como trematdédeos
hepaticos, pertencentes a Classe Trematoda da Familia Fasciolidae, sendo F.
hepatica e Fasciola gigantica as espécies mais importantes. A distribuicdo
geografica € cosmopolita, todavia F. hepatica € mais encontrada em areas
temperadas e em areas mais frias de grande altitude nos tropicos e subtropicos, e
a ocorréncia de F. gigantica predomina nas areas tropicais (SILVA et al., 1980;
URQUHART et al., 1998).

Fasciola hepatica tem como hospedeiros a maioria dos mamiferos, sendo
0s ovinos e bovinos os mais importantes. Nos hospedeiros habituais as espécies
adultas sdo encontradas nos ductos biliares mais calibrosos e, os trematodeos
imaturos no parénquima hepatico. O homem nao é um hospedeiro habitual da F.
hepatica, todavia quando infectado por este parasito o mesmo pode ser
encontrado nas vias biliares, nos alvéolos pulmonares e, esporadicamente em
outros locais (URQUHART et al., 1998; MULLER, 2007).

Os espécimes adultos possuem formato de folha, coloracdo castanho-
acinzentada e medem cerca de 3,5 cm de comprimento e 1 cm de largura (Figura
5). Seu ciclo biolégico necessita de hospedeiro intermediario, os caramujos do
género Lymnaea, € um hospedeiro definitivo (mamifero) (URQUHART et al.,
1998; FAIRWEATHER; BORAY, 1999; MULLER, 2007).

1

i 35mm

Figura 5. Imagem de um espécime de Fasciola hepatica logo apos retirada do ducto biliar de

figado bovino contaminado com fasciolose (Fonte: Autor).

O ciclo biologico de F. hepatica compreende desde a eliminagdo dos ovos

nas fezes do hospedeiro mamifero, penetracdo do miracidio no hospedeiro



intermediario até a ingestdo das metacercarias pelo hospedeiro definitivo

(mamifero) (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo biologico da Fasciola hepatica.

Fonte:http://www.cdc.gov/parasites/fasciola/biology.html (Adaptado)
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As formas adultas de F. hepatica eliminam os ovos operculados (150 pm x

90 um) nos ductos biliares e, com a bile, passam pelo intestino e sdo juntamente

eliminados com as fezes. Estando os ovos em ambiente favoravel, temperatura

entre 25 - 30 2C e umidade acima de 80 °C, o embrido se desenvolve numa larva

puntiforme ciliada denominada miracidio (Figura 7) (SILVA et al., 1980;

URQUHART et al., 1998).

Figura 7. Ovos de Fasciola hepatica: (a) recém eliminado, somente células germinativas; (b) apos

desenvolvimento do miracidio (Fonte: Autor). Amplia¢gdo da imagem x 170.


http://www.cdc.gov/parasites/fasciola/biology.html
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Sob o estimulo da luz, o miracidio libera uma enzima que digere o cemento
protéico que mantém o opérculo no lugar, liberando o miracidio (Figura 8)
(URQUHART et al., 1998).

Figura 8. Ovos em fase de eclosdo e miracidio: (a) Momento da eclosdo do miracidio; (b)
miracidio; (c) Ovo de Fasciola hepatica com opérculo aberto (Fonte: Autor). Ampliagdo da imagem
x 200.

Para dar continuidade no seu desenvolvimento, o miracidio deve encontrar
um molusco do género Lymnaea em poucas horas. A literatura relata que
supostas respostas quimiotasticas direcionem o miracidio para encontrar o
molusco e, ao contato, adere por sucgdo ao molusco e penetra em seus tecidos
moles com o auxilio de uma enzima citolitica (URQUHART et al., 1998).

Apo6s o miracidio penetrar no molusco perde seus cilios, e desenvolve em
um saco alongado, o esporocisto. Este contém uma série de células que se
desenvolvem em rédias, que também s&o formas larvais. Das células
germinativas das rédias, em condicées ambientais favoraveis para os caramujos,
surgem aos estagios finais no hospedeiro intermediario, as cercérias. Estas s&o
trematddeos jovens com caudas longas que emergem ativamente do caramujo,
em quantidades consideraveis, sob estimulo de alteragcdo na temperatura ou na
intensidade da luz (BORAY, 1969; SILVA et al., 1980; URQUHART et al., 1998).

As cercarias nhadam por algum tempo, aproximadamente uma hora, fixam-
se a vegetacao, como as folhas de capim, perdem a cauda e se encistam. Assim,
tem-se o estagio denominado metacercaria infectantes. Neste estagio ha um
grande potencial de sobrevivéncia que se estende por meses. O processo de
desenvolvimento do miracidio a metacercaria compreende um minimo de seis a

sete semanas e, a infecgado de um caramujo por um miracidio pode produzir cerca
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de 225 metacercarias, as quais possuem a maior longevidade infectiva na faixa
de 10 a 15°C (URQUHART et al., 1998; MULLER et al., 1999).

ApoOs ser ingerida pelo hospedeiro definitivo a parede externa da
metacercaria € removida no tubo digestivo pela acdo de enzimas digestivas, pH,
CO: e sais biliares. A liberagao da larva ocorre no intestino delgado por acao de
origem enzimatica, atravessam a parede intestinal e migram para o parénquima
hepatico (formas imaturas) e os ductos biliares (formas adultas) e ocasionalmente
para a vesicula biliar (URQUHART et al., 1998).

3.4.1 Fasciolose

A fasciolose é uma doenca parasitaria causada pelo trematdédeo F.
hepatica ou F. gigantia. Trata-se de um processo inflamatério cronico do figado e
ductos biliares. Sua ocorréncia € mais acentuada em ovinos, bovinos, podendo
atingir varios mamiferos domésticos e silvestres e, inclusive o homem (ADRIEN et
al., 2013; TESSELE et al., 2013).

Esta parasitose pode ser aguda, subaguda ou cronica. Na doencga aguda
ha uma ingestdo de grandes quantidades de metacercarias (acima de 2000) e o
figado encontra-se dilatado e hemorragico, resultado da ruptura de vasos
sanguineos pelos jovens trematddeo migrando no parénquima hepatico. Quando
sao ingeridas metacercarias por um tempo mais longo, ocorre a chamada doenca
subaguda. Nesta, o figado também se encontra dilatado com numerosos trajetos
necroticos ou hemorragicos visiveis na superficie e no parénquima. A fasciolose
cronica corresponde a forma mais comum da doencga e, € causada apos ingestao
de quantidades moderadas de metacercarias (200 a 500) (URQUHART et al.,
1998; ADRIEN et al., 2013; TESSELE et al., 2013).

Dentre os efeitos patogénicos da fasciolose nos bovinos e ovinos
encontram-se a anemia, a hipoalbuminemia, a perda progressiva de condi¢coes
fisicas e de desenvolvimento, com prejuizo de produtividade de leite e de carne,
além da mortalidade dos animais (OAKLEY et al.,, 1979; URQUHART et al.,
1998). Um trabalho de revisdo sobre F. hepatica estima que mundialmente mais
de 330 milhdes de bovinos e 250 milhdes de ovinos pastam em areas onde ha
formas infectantes de F. hepatica, representando perdas anuais de trés bilhées de
dolares (ALEIXO et al., 2015).
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No homem o numero de formas presentes no organismo nao costuma ser
elevado. Quando presentes as formas imaturas do parasito, devido a sua
migragdo, provocam lesdes no parénquima hepatico. Na forma adulta este
parasito provoca ulceragoes e irritacdes do endotélio dos ductos biliares, levando
a uma hiperplasia epitelial. As alteragdes decorrentes levam a uma diminuicao do

fluxo biliar, provocando cirrose e insuficiéncia hepatica (GUIMARAES, 2012).
3.4.2 Diagnostico e Epidemiologia da Fasciolose.

O diagnostico clinico da fasciolose € dificil de ser feito, por isso o
diagnostico laboratorial € o mais recomendado. Este pode ser feito pela pesquisa
de ovos nas fezes ou na bile. No homem a producéo de ovos € pequena, logo, o
diagnostico sorologico € o mais recomendado por oferecer uma maior
confiabilidade no resultado (ROJO-VAZQUEZ et al., 2012; ADRIEN et al., 2013).

Ha alguns fatores principais que influenciam a producdao de quantidades
elevadas de mertacercarias e consequiente episoédios de surtos de fasciolose, a
saber: disponibilidade de habitats adequados para os caramujos (locais umidos,
lodosos e temperatura entre 14,4-22,8°C); temperatura (o desenvolvimento e
eclosdo dos ovos de F. hepatica, bem como a reproducdo do hospedeiro
intermediario, cessam a 5°C); umidade, a qual é estabelecida quando as chuvas
excedem a transpiracao e se atinge a saturagao do meio ambiente. (MULLER et
al., 1998; URQUHART et al., 1998).

No homem a forma de infeccdo se da através da ingestdo de agua ou
verduras contaminadas com metacercarias (GUIMARAES, 2012). A fasciolose é
uma zoonose que ja vem sendo relatada em diversos trabalhos. Dentre estes
estudos podem ser citados os casos relatados na Franca (COUTURIER et al.,
1999), em diferentes estados da india (RAMACHANDRAN et al., 2012), na China
(CHEN et al., 2013), no Reino Unido (DRONAMRAJU et al., 2014), no Paquistao
(QURESHI et al., 2016), em Cuba (ESCALONA et al., 2012), no Chile (GIL et al.,
2014), na Venezuela (NOYA et al., 2006), e no estado do Rio Grande do Sul -
Brasil (CORAL et al., 2007).

No que tange aos ruminantes varios trabalhos relatam a incidéncia desta
parasitose em diferentes paises (DIJK, VAN et al., 2010; BENNEMA et al., 2014;
ANDREANI et al., 2015). No Brasil a prevaléncia de F. hepatica no periodo de
2002 a 2011 foi em média de 6,32%, sendo que no estado do Rio Grande do Sul
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a prevaléncia foi maior (14,39%), seguido pelo estado de Santa Catarina (4,5%),
enquanto que nos demais estados a prevaléncia variou entre 0 e 3% (BENNEMA
et al., 2014).

3.5 Fasciolicidas e seus mecanismos de agao

O controle de helmintos baseia-se, quase que totalmente, na utilizagao de
anti-helminticos, os quais reduzem a eliminagcdo de ovos nas fezes e assim
interrompem o ciclo biolégico do parasito. Estes farmacos, antes da década de
1960, possuiam reduzido espectro de acdo e estreita margem de seguranca
(ALMEIDA; AYRES, 2014b).

O indice de eficacia destes farmacos, segundo a World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP), deve ser expresso contra
cada género/espécie (larvas/adultos). Estes recebem uma classificagdo de acordo
com o percentual de reducao das formas larvais e/ou adultas do parasito, a saber:
altamente eficaz (mais de 98%), eficazes (90-98%), moderadamente eficazes (80-
89%) ou insuficientemente ativo (menos de 80%) (WOOD et al., 1995).

Em 1926 o tetracloreto de carbono (CCls) comega a ser utilizado como anti-
helmintico para o tratamento da fasciolose. Na década de 1961, comegcam a
serem descobertos anti-helminticos com amplo espectro de atividade, maior
eficacia e menor toxicidade (ALMEIDA; AYRES, 2014b).

O modo de acao dos anti-helminticos, em geral, esta relacionado com a
interferéncia na producdo de energia, na coordenagdo neuromuscular e da
dindmica microtubular. Estas interferéncias acabam causando a destruicdo dos
parasitos por inanicdo, quando esgotam suas reservas energéticas, ou a sua
expulsao decorrente de paralisia (ALMEIDA; AYRES, 2014b).

Os anti-helminticos utilizados para o controle e tratamento de infec¢des
causadas por F. hepatica sdo denominados fasciolicidas, os quais agem em um
ou mais estagios de desenvolvimento do trematdédeo, bem como possuem seus
mecanismos de acao diferenciados (FAIRWEATHER; BORAY, 1999; ALMEIDA,
AYRES, 2014a). Os fasciolicidas podem ser agrupados em cinco grupos de
acordo com suas caracteristicas quimicas, a saber: fenodis halogenados,
salicilanilidas, benzimidazéis, sulfonamidinas (FAIRWEATHER; BORAY, 1999;
ALMEIDA; AYRES, 2014a) e fenoxialcanos (FAIRWEATHER; BORAY, 1999).



26

Como exemplos de fenois halogenados tém-se o bitionol, hexaclorofeno,
niclofolan e nitroxinil (Figura 9). Os farmacos deste grupo s&o eficazes contra
parasitos adultos, porém nado sado eficazes nos estagios imaturos
(FAIRWEATHER; BORAY, 1999; ALMEIDA; AYRES, 2014a).

O mecanismo de acao dos fendis halogenados esta relacionado ao
bloqueio da producdo de energia por inibicdo da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial (ALMEIDA; AYRES, 2014a). Estes fasciolicidas também podem agir
como inibidores das enzimas chaves deste processo, a desidrogenase de malato
e a desidrogenase succinico (PANITZ; KNAPP, 1970; LWIN; PROBERT, 1975). A
ruptura do sistema reprodutor com a consequente diminuicdo de ovos, também é
relatada como possivel mecanismo de acdo dos fasciolicidas fendlicos
halogenados (DAWES, 1966; STAMMERS, 1976).

peacieSoleY

nitroxinil

bitionol Iluxmlmnlum

Figura 9. Estruturas quimicas de faciolicidas fendlicos halogenados: bitionol, hexaclorofeno e

nitroxinil.

No segundo grupo de fasciolicidas, as salicilanilidas, as quais foram
empregadas como anti-helmintico a partir da década de 1960, podem-se citar
como exemplo o closantel, a oxiclozanida e a rafoxanida (Figura 10). Estes
farmacos sdo altamente ativos contra formas adultas e mostra boa atividade

contra formas imaturas com mais de 6-8 semanas

I -
oxiclozanida © rafoxanida
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Figura 10. Estruturas quimicas de faciolicidas salicilanilidas: closantel, oxiclozanida e rafoxanida

As salicilanilidas sdo desacopladores da fosforilacdo oxidativa mitocondrial,

interferindo na biotransformacao energética do parasito (FAIRWEATHER,;
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BORAY, 1999; ALMEIDA; AYRES, 2014a). Ha também estudos que demonstram
a acao anti-helmintica de salicilanilidas, neste caso a rafoxanida, através da
interrupcao da espermatogénese (STAMMERS, 1975).

No grupo dos benzimidazois encontram-se, por exemplo, o albendazol, o
mebendazol, o triclabendazol e tiabendazol (Figura 11) (FAIRWEATHER;
BORAY, 1999). A maioria dos farmacos deste grupo € utilizada principalmente
para infecgbes causadas por nematddeos, possuindo pouca ou nenhuma agao
sobre F. hepatica. Entretanto, o triclabendazol apresenta alta eficacia sobre os
estagios adultos e imaturos de Fasciola. Outros benzimidazdis apresentam acgéo
contra trematodeos, porém requerem doses mais elevadas (FAIRWEATHER,;
BORAY, 1999; ALMEIDA; AYRES, 2014a).
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Figura 11. Estruturas quimicas dos fasciolicidas benzimidazéis: albendazol, mebendazol,

tiabendazol e triclabendazol.

O mecanismo de acdo dos benzimidazois esta relacionado com a
despolimerizacao de microtubulos citoplasmaticos. Estes fasciolicidas se ligam a
tubulina interrompendo assim os processos baseados em microtubulos nos
helmintos (LACEY, 1988; LUBEGA; PRICHARD, 1990, 1991).

Outro exemplo de fasciolicidas € o clorsulon (Figura 12), o qual é
classificado como sulfonamidina. Este anti-helmintico é eficaz no controle de
estagios adultos e imaturos de F. hepatica. Sua agao esta relacionada com o
bloqueio da glicdlise através da inibicGo das enzimas glicoliticas
(fosfogliceroquinase e fosfogliceromutase), resultando no bloqueio da producao
de energia do parasito (FAIRWEATHER; BORAY, 1999; ALMEIDA; AYRES,
2014a).
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Figura 12. Estrutura quimica do fasciolicida clorsulon.

No ultimo grupo de fasciolicidas, os fenoxialcanos, encontra-se a
diamfenetida. Embora Fairweather & Boray (1999) fazerem referéncia a este
grupo, uma pesquisa realizada no site Peridédicos Capes com a palavra-chave
“diamphenethide” mostrou que atualmente ndo estdo sendo publicados trabalhos
com este fasciolicida. A pesquisa gerou um relatorio de 28 trabalhos publicados
entre 1981 e 1999, sendo que a maioria encontra-se na década de 1980. Tais
dados podem inferir que a diamfenetida ndo esta sendo utilizada no combate da

fasciolose na atualidade.
3.6 Resisténcia aos anti-helminticos - fasciolicidas

A resisténcia de F. hepatica aos fasciolicidas ja vem sendo relatada desde
o final da década de 1980, quando Boray e De Bono (1989) relataram aos
primeiros casos de resisténcia em condi¢oes de campo e de laboratorio. Desde
entdo, varios casos vem sendo relatados em diversos paises: Espanha
(ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2006), Argentina (OLAECHEA et al., 2011;
SANABRIA et al., 2013), Reino Unido (CANEVARI et al., 2013), Peru (ORTIZ et
al., 2013) e Irlanda do Norte (HANNA et al., 2015).

Alvarez-Sanchez e colaboradores (2006) relatam a primeira descricao, na
Espanha, de resisténcia de F. hepatica frente aos fasciolicidas albendazol e
ticlabendazol. O estudo consistiu em selecionar animais de um rebanho de
ovelhas com suspeita de resisténcia aos anti-helminticos e, de outro rebanho
(grupo controle) sem aparente problema com tal resisténcia. Os animais foram
divididos em trés grupos, cada um recebeu um tratamento diferente, a saber: um
com triclabendazol, outro com albendazol e o terceiro com a combinagao de

ivermectina e clorsulon. Apds contagem dos ovos fecais e comparagdo com o
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grupo controle foi observada uma reduzida eficacia de ambos fasciolicidas
(albendazol de 93,6% para 46,4%; triclabendazol de 100% para 75,7%; e
ivermectina/clorsulon de 100% para 73,4%).

Na Argentina, devido a morte de bovinos por fasciolose crénica, mesmo
com quatro tratamentos com triclabendazol, foi realizado um estudo para
determinar a resisténcia da F. hepatica a este fasciolicida (OLAECHEA et al.,
2011). Os animais deste rebanho foram divididos em trés grupos, um foi tratado
com a dose recomendada de triclabendazol, outro com o dobro da dose
recomendada e o terceiro foi tratado com closantel. Os resultados mostraram uma
reducado de 100% na producdo de ovos de F. hepatica nos dias 14 e 21 apés
tratamento com closantel, porém o triclabendazol ndo mostrou nenhum efeito,
mesmo com o uso do dobro da dosagem recomendada. Tal fato demonstrou que,
para este rebanho estudado, ja havia forte indicativo de resisténcia de F. hepatica
frente ao triclabendazol.

Estes trabalhos sdo exemplos de casos, em animais, da resisténcia de F.
hepatica frente a fasciolicidas mais utilizados. Ha também relatos de casos de
resisténcia em tratamentos em fasciolose humana como, por exemplo, no Chile
(GIL et al., 2014).

Estes autores relataram quatro casos de pacientes com infeccéo
parasitaria persistente, mesmo apo6s varios ciclos de tratamento com
triclabendazol. Em trés casos a infeccao se originou pela ingestao de agrido, e o
quarto caso devido a ingestao de agua nao tratada de pocos e corregos 0s quais

0S animais tinham acesso.
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Abstract

Although there are variety biological activity reports of compounds derived from
thiazolidin-4-ones, it was not found any work related to the ovicidal activity against
trematodes, in specific for Fasciola hepatica(F. hepatica) eggs, etiological agent of
fascioliasis. Also in the literature, it is possible to find drug resistance reports used
for the treatment of this disease. Thus, this study evaluated the anthelmintic action
(ovicidal) in vitro in two systematic series of thiazolidine-4-ones against F. hepatica
eggs: 2-aryl-3-(2-morpholinoethyl)thiazolidin-4-ones derivaties (1a-h) and 2-aryl-3-
(2-morpholinopropyl)thiazolidin-4-ones derivaties (2a-h). Egg hatch assay (EHA)
was used to confirm the efficiency of the compounds tested at different
concentrations as an anthelmintic,and also to evaluatecellular metabolic function
by mitochondrial dehydrogenase activity to verify cell viability in bovine kidney
cells (MDBK).The compounds were solubilized in dimethyl sulfoxide in order to
give final concentrations equal to 20pg/mL, 2ug/mL, 0.2ug/mL, 0.02pg/mL and
0.002ug/mL. The eggs used in the EHA were obtained from parasites removed
from the liver of cattle, which were discarded from slaughterhouses after sanitary
inspection. The results of EHA, conducted in triplicate, showed that compounds
tested (1a-h) do not exhibit ovicidal activity against F. hepatica eggs. In the series
with the compounds (2a-h) exhibited some ovicidal activity, especially to
compounds 2band2e. Compound 2b showed high efficacy (91+1%) and good cell
viability (96%), in the concentration of 2ug/ml. With compound 2ethere was also a
high efficiency (96%), especially the concentrations 0.2ug/mL, 0.02ug/mL and
0.002pg/mL, which showed cell viability (T92%). These preliminary results will
guide structural changes for production and study of new molecules able to act

with anthelmintics.
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Keywords: Fasciola hepatica; fasciolicide; thiazolidinones; eggs hatching assay

1. Introduction

Compounds derived from thiazolidin-4-ones present great scientific interest
because of its chemical and biological properties (Jain et al., 2012; Liesen et al.,
2008; Tripathi et al., 2014). Some of their biological activities can be cited as: anti-
HIV(Chen et al., 2011); inhibitors of the hepatitis C virus (Rawal et al., 2008);
anti bacterial biofilms(Rane et al., 2012); aldose redutase inhibidores(Ottana
et al., 2011); antifibrotic(Kaminskyy et al., 2016); anti-inflammatory(Deep et al.,
2012); antitumor and antimycobacterial (Guzel and Salman, 2006); antioxidant
(Junior et al.,, 2013); antiprotozoal(de Oliveira Filho et al., 2015),
antifungal(Kunzler et al., 2013; Marques et al.,, 2014; Secci et al., 2016),
antitumor(Guzel and Salman, 2006); antiviral(Manvar et al., 2016), anti
Mycobacterium tuberculosis(Vintonyak et al., 2011).

Although there is a variety biological activity reports of compounds derived
from thiazolidin-4-ones, to the best of our knowledge there is no study reporting
ovicidal activity against trematodes, in specific for Fasciola hepatica.

The helminth F. hepatica belongs to Trematoda class and Fasciolidae
Family is the parasite that causes fascioliasis, a parasitic disease that affects both
animals and humans (Mas-Coma et al., 2009). In animals this disease causes
anemia, abortion, progressive loss of physical and developmental conditions
causing loss of milk and beef productivity. The estimated global annual loss of

three billion dollars(Aleixo et al., 2015; Oakley et al., 1979).
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Drugs used to control the fluke are fasciolicidas which act in one or more
steps of the trematode(Fairweather and Boray, 1999). They include halogenated
phenols, salicylanilides, benzimidazoles, sulphonamides and
phenoxyalkanesclasses (Fairweather and Boray, 1999). In humans fascioliasis is
mainly treated with these drugs : triclabendazole (benzimidazole) and bithionol

(halogenated phenol)(Chen et al., 2013; Couturier et al., 1999; Ramachandran et

al., 2012).
However, F. hepatica fasciolicidas resistance in animals already has been
reported since the 1980s(Boray and Bono, 1989). Current work on resistance in

animals can be cited: Spain (Alvarez-Sanchez et al., 2006), Argentina (Olaechea
et al., 2011; Sanabria et al., 2013), United Kingdom (Canevari et al., 2013), Peru
(Ortiz et al., 2013) e Northern Ireland (Hanna et al., 2015). Thus, there arecases of
fasciolosis resistance with triclabendazole in humans (Gil et al., 2014).

The thiazolidin-4-ones have a point in common with thiabendazole, the
presence of a heterocyclic thiazole in its chemical structure and due to the large
reporting activities performed by other biological compounds derived from
thiazolidin-4-ones it is possible that new compounds also show fasciolicide action.

As such, this study evaluates the anthelmintic action (ovicidal) in vitro, using
the eggs hatching assay (EHA), and cytotoxicityin vitroby evaluating the metabolic
function of mitochondrial dehydrogenase activity in two systematic series of
derivatives of thiazolidine-4-ones against F. hepatica eggs: )2-aryl-3-(2-
morpholinoethyl)thiazolidin-4-ones (1a-h)(Gouvea et al.,, 2016) and 2-aryl-3-(3-

morpholinopropyl)thiazolidin-4-ones(2a-h) (unpublished data).

2. Materials and methods.
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2.1. Obtaining of the compounds.

The compounds were synthesized and characterized by the research group
of Applied Chemistry Laboratory Bioactive, Federal University of Pelotas, in
accordance with its standard procedures, described in previous work(Gouvea et
al., 2016).

The tested compounds were solubilized in DMSO in order to obtain a stock
solution concentration of 20000ug/mL. The stock solution was diluted in
concentrations of 4000 pg/ml, 400 pg/ml, 40 pg/ml, 4 pg/ml and 0.4 pg/ml in

different tubes.

2.2. Obtainment of the F. hepatica eggs

Livers infected with fascioliasis were obtained in slaughterhouses located in
the city of Pelotas of Rio Grande do Sul - Brazil. Faced with the permission
conceded by the managers, the pieces were obtained from disposals, directly after
sanitary inspection. The samples were stored in labeled plastic bags and sent to
the Parasitology Laboratory of the Department of Microbiology and Parasitology
Institute of Biology of the Federal University of Pelotas, where they were
processed. The F. hepatica removal process was conducted through cuts in the
bile ducts and in the tissue of infected livers.

The living parasites were directly collected and stored in glass vials
containing warm saline solution (approximately 30°C).After three hours, the
parasites were removed and the solution containing the eggs, was transferred to a
beaker for sedimentation. The eggs were washed three times with distilled water,
and filtered the suspension always a set of four sieve (100, 170, 200 and 250

mesh). Directly after that, they were stored in glass containers, properly identified,
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containing sterile distilled water and were kept refrigerated until preparation of

hatching test (Ueno and Gongalves, 1998).

2.3. EHA

The EHA of F. hepatica were performed based on recently described
methodologies (Arafa et al., 2015; Robles-Pérez et al., 2014). Tests were
conducted in triplicate plates using a six-well flat bottom cell culture (Marck KASVI,
model K12-006). In addition, the test compounds were performed with positive test
using the drug Thiabendazole 25ug/mL (Vet Pharma - Handling of Pharmacy RS-
Brazil), the negative test containing only distilled water and the suspension egg
and control with dimethyl sulfoxide (DMSO) containing 30 pL of the same 4.970mL
in sterile distilled water and the suspension eggs.

In different flasks containing 4.970mL of sterile distilled water were added
30uL of each compound dilution and, after homogenization transferred to the
plates.To this was added 1 mL volume egg suspension containing approximately
100 eggs. This yields the final concentrations of the compounds of 0.002 pg/mL,
0.02 pg/mL, 0.2 pg/mL, 2.0 pg/mL and 20 pg/mL.

Subsequently the plates were incubated at 28°C with higher relative
humidity at 80%in Greenhouse Incubator Type B.O.D. (Eletrolab brand, model EL
101/03) in a dark environment for 14 days.On the fourteenth day of incubation the
plates were exposed to light for 2 h, to stimulate the emergence of
miracidium(Arafa et al., 2015; Robles-Pérez et al., 2014).

The counting of hatched and total eggs was held in inverted microscope
(Brand: Olympus - CKX 41). The results of each treatment were expressed as a

percentage using the following formulas:
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(@)  Percentageof hatching= Number of hatched eggs %100
Total number of eggs

(b)  Hatching ratio = % hatching of each concentration
% hatching of control

x100

The percentage of hatched eggs was used to calculate the efficiency of the
compounds. To compare the hatching of different EHA, the hatching ratio was
calculated for each concentration. The percentage efficacy (%E) for each tested
concentration against F. hepatica eggs was evaluated by the following formula

(Wood et al., 1995):

_ % hatched of eggs in control — % hatched eggsin treatment , 144
% hatched of eggsin control

()  %E

2.4. Citotoxicity assay

2.4.1. Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) Culture

The cell line was maintained in Eagle's minimum essential medium (MEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics and incubated at

37°C in a humidified atmosphere of 5% CO..

2.4.2. MTT cell viability assay
To assess cell metabolic function by mitochondrial dehydrogenase activity

was used 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide
(MTT)(Mosmann, 1983). MDCK cells were cultured in microplates for 24 hours in a

CO2 chamber at 37°C up to the confluence. The tested molecules were initially
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solubilized in DMSO and subsequently diluted in MEM resulting in 0.002 pg/mL,
0.02 pg/mL, 0.2 pg/mL, 2.0 pg/mL e 20 pg/mL. A cell control without adding
molecules was maintained.

Cytotoxicity was assessed 48 hours after exposure to different
concentrations of the molecules of the cells. After this period, the solution
containing the molecule was aspirated and added to 50 mL/well of MTT (1mg/ml)
in each well and the plates were maintained in a CO2 chamber for 4h. MTT was
discarded and added to 50mL/well of ethyl alcohol and the plates returned to the
CO2 chamber for another 10 minutes for subsequent reading. Absorption was
determined spectrophotometrically at 540nm. All tests were performed in

duplicate(ISO/EN10993-5, 2009).

2.5. Statistical Analysis

A one-way analysis of variance was used to evaluate differences among the
different treated groups. The multiple Dunnett comparison test was conducted to
confirm significant differences between the different groups with the control.
Differences were considered significant at p<0.05.The data were analyzed using

GraphPad PRISM ®.

3. Results

3.1. EHA
In both the negative control and control with DMSO, in the seventh dayof

incubation was observed the cell division stage (morula). Approximately in the
eleventh day, the embryonated eggs was observed, ie, the formation of
miracidium. After light exposure, on the fourteenth day, the eggs with the open

operculum were observed indicating the output egg miracidium (Fig. 1).
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Fig 1. Different developmental stages of Fasciola hepatica eggs in the negative control: (A) eggs at
day zero of incubation. (B) morula stage or cell division observed the seventh day of incubation. (C)
embryonated eggs or with miracidium, observed the fourteenth day. (D) Moment of egg hatching,
output of miracidium. (E) miracidium. (F) egg after hatching with open operculum. Image

magnification x150.

The eggs used in the EHA were sensitive to Thiabendazole (25 pg/mL)
(positive control) with an average inhibition rate development of 100£0%. In the
negative control and control with DMSO was obtained the same average
percentage as the hatching 71£5% e 70+7%, respectively.

The la-h compounds presented no significant difference (p<0.05) between
the different concentrations tested and the negative control (Table 1). The efficacy
of the compounds la-h, in the great majority, was zero and the highest efficiency

(45+6%) of compound 1hwas in the concentration 20ug/mL.

Table 1. Average hatching ratios of Fasciola hepatica eggs from

compounds 1a-h in different concentrations tested.

[e]
S

N/\/N B R
Q la-h /7/
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212

213

214

215

216

Comp. R Hatching ratio + S.D.
Dose (pug.mL") (%)
20 2 0.2 0.02 0.002

la 2-F 110 £ 5m 112 £ 6m 108 + 6ns 114 £ 8rs 116 £ 70
1b 2,4-F 114 £ 5 112 £ 3ns 117 £ 3ns 132 £ 3% 124 + 8*
1c 2,4-Cl 76 £ 2*** 79 £ 4 96 + 2ns 95 + 7ns 102 £ 8
1d 2,6-Cl 95 + 5ns 98 + 2ns 97 £ 9ns 101 £ 2 98 + 5ms
le 4-Cl 93 £ 7ns 91 £ 7ns 88 +£8* 96 + 2ns 100 +5ms
1f 4-NO, 89 & 1*** 81 £ 3% 92 + 1** 97 £ 208 102 £ 2ms
1g 4-OCH3 94 + 4ns 96 + 3ns 90 + 3** 100 + 5 74 £ 2%
1h 2-F;6-Cl 55 £ 5*** 54 £ 5*** 73 £ 6% 75 £ 9** 63 £ 12

Significant differences between the control group and the treated group are indicated by * p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001. Dunett’s test.

Table 2 shows the hatching ratios of compounds 2a-h, compared to

40

negative control group, all tested concentrations showed significant differences (p

<0.05).

Table 2. Average hatching ratios of Fasciola hepatica eggs and the percentage

efficiency of compounds 2a-h in different concentrations tested.

o§/\\s

N
T
g N
\ / 2a-h =
Comp. R Hatching ratio + S.D
Efficiency
Dose (ug.mL) (%)
Dose (pg.mL-1) (%)

20 2 0.2 0.02 0.002 20 2 0.2 0.02 0.002
2a 4-F 53 + 8*** 64 + 3*** 47 + 1+ 60 + 4*** 57 £ 2*** 46+10 36+5 53+2 40+4 43+2
2b 2,4-F 54 2% 9 £ 3% 4+ 1+ 9+ 1+ 21 £ 1% 95+ 2 91+1 96+ 1 91+1 791
2c 2,4-Cl 81+ 2% 73 £ 6*** 81 +4* 85+ 9* 84 + 9** 48+4 52+6 43+4 29+5 35+8
2d 2,6-Cl 35+ 13***  34+£5** 44 £ 3 55 + 6*** 29 + 5% 65+12 66+6 56+3 45+6 715
2e 4-Cl 2.+ 3+ 4 2%+ 6 £ 1*+* - 98 + 1 97+2 96 + 2 94 +2 96 + 1
2f 4-NO, 14 + 8*** 40 + 3*** 41 £ 5% 30 + 1%+ 13 £ 2% 86+8 60+3 59+5 70+ 1 87+2
29 4-OCH3 83 % 7*** 77 £ 3 66 + 2*** 65 + 1*** 48 + 1*** 17+7 23+3 34+2 35+ 1 28 +1
2h 2-OCH3 12+ 2% 15 + 3*** 40 + 6*** 11+ 3% 22 £ 2% 88+2 85+4 606 89+3 7810

Significant differences between the control group and the treated group are indicated by * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. Dunett's test.
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It was observed in tests (EJA) with the compounds of 2a-h series, when

hatching occurred, the miracidium had low mobility and their movement was

slower compared to miracidium EHA negative control group. The EHA of

compound 2d showed that eggs had hatched their semi miracidium(Fig. 2a) or

when fully hatched the same, it was easy to capture them next to the egg (Fig. 2b).

Fig. 2. Fasciola hepatica eggs hatched the eggs hatching essays with the compound 2d. (A) Eggs

3.2. Citotoxicity

The front cytotoxicity tests of different compounds (1a-h and 2a-h) are

magnification x200.

with their semi miracidium hatched. (B) egg hatched miracidium with his beside. Image

shown in Table 3.Results are expressed in percentage of cell viability in vitro in

MDBK cells in different concentrations(20 pg/mL, 2 pg/mL, 0.2 pg/mL, 0.02 pg/mL

and 0.002 pg/mL).

Table 3. Cytotoxicity of compounds 1la-h and 2a-h.

Comp.

R

Cytotoxicity

Cell viablilty (ug.mL-1) (%)

Comp.

R

Cytotoxicity

Cell viablilty (ug.mL-1) (%)

20 2 0.2 0.02  0.002 20 2 0.2 0.02 0.002
la 2-F 62 80 89 98 93 2a 4-F 92 128 132 139 140
1b 2,4-F 55 75 88 92 90 2b 2,4-F 60 93 100 104 111
1c 2,4-Cl 21 68 76 87 93 2c 2,4-Cl 5 38 64 84 101
1d 2,6-Cl 2 12 48 73 89 2d 2,6-Cl 40 83 96 95 105
le 4-Cl 76 89 91 91 96 2e 4-Cl 61 79 91 92 92
1f 4-NO, 87 100 100 100 100 2f 4-NO; 62 95 105 105 121
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1g 4-OCH3 83 97 97 97 100 29 4-OCH3 86 117 134 136 143
1h 2-F;6-Cl 70 80 80 83 90 2h 2-OCH3 84 92 103 101 106

4. Discussion

The observations obtained in the EHA of DMSO negative control and for the
embryonic development of F. hepatica eggs corroborate those described by Arafa
et al (2015). The use of DMSO as solvent to a final concentration of 0.5% did not
affect the viability of the eggs, since there were no statistically significant
difference in the development of the eggs between the negative control and the
DMSO control. This observation is consistent with a previous study in vitro with
Triclabendazole drug(Fairweather et al., 2012).

Because the compounds 1a-h did not present a significant
difference(p<0,05) in the hatching relationships in regard with the negative control,
it can be induced that these compounds do not affect viability of the F. hepatica
eggs. These compounds may not possess chemical properties, such as
lipophilicity, necessary to penetrate the of the F. hepatica eggs. Previous works
suggests that inhibition of hatching depends on the hydrophobic nature of the drug
and also, the highest activity correlates with a high solubility in lipids(Lacey, 1988).

The compounds 2a-h demonstrated ability to penetrate the egg F. hepatica
since there was significant difference in hatching treatment compared with the
negative control. This fact may be related to the lipophilicity of the tested
compounds, where the 2a-h compounds are more lipophilic than compounds 1a-h.
Mottier et al.(2003) has reported that the lipophilicity of the drug albendazole can

facilitate the penetration of parasitic helminthes eggs.
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The fact of the decreased mobility of miracidium after hatching and the case
where the miracidium not came out totally egg occurred in the 2a-h compounds,
both have been reported in research Oxyclozanide drug. Trials with this drug show
that it is a highly effective compound for the treatment of fascioliasis in vivo tests,
but in vitro studies do not affect the development of eggs(Arafa et al., 2015). Thus,
while not presenting excellent results as ovicidal, compound 2d (Fig. 1) can
produce good results in in vivo assays, as shown in vitro activity against the larval
form (miracidium).

For 2a-h compounds showed a reduction in hatchability of eggs so that can
explain their efficacy. According to World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP) (Wood et al., 1995), the efficacy of a drug can
be classified against each genus/species (larvae/adults) according to the
percentage reduction of larval and / or adult forms of the parasite in: highly
efficient (over 98%), effective (90-98%), moderately effective (80-89%) or
insufficiently active (less than 80%).

In this manner, compound 2b can be classified as effective at four
concentrations (0.02 pg/mL, 0.2 pg/mL, 2 ug/mL and 20 pg/mL), compound 2e can
be rated effective at all concentrations tested. In the compound 2b better efficacy
(95 = 2%) in the concentration was 20 pg/mL, followed efficiency (91% £ 1) at a
concentration 2 ug/mL. However, the cytotoxicity assay at a concentration of 20
pug/ml showed cellviability 60% (which may characterizing a toxic compound at this
concentration) and the concentration 2 ug/mL and cell viability was 93%.Thus,
considering cell viability and effectiveness the most promising concentration of
compound 2b is 2 pg/mL, where there is a high efficacy (91 £+ 1%) and good cell

viability (96%).
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Compound 2e with all tested concentrations can be considered effective,
with an average 96% efficiency, and there was no significant differences (p <0.05)
between them. However, at concentrations of 20 pg/mL and 2 pg/mL showed cell
viability of 61% and 79%, respectively, and in the different concentrations of 0.2
pg/mL, 0.02 pg/mL, 0.002 pg/mL, cellular viability was 91 %, 92% and 92%,
respectively. Therefore, the most promising cytotoxic concentrations of compound
2e are 0.2 pg/mL, 0.02 pg/mL and 0.002 pg/mL, which can be classified as

efficacious (WAAVP) and showed good cell viability.

3. Conclusions

Based on the results of the EHA can be concluded that compounds la-h
show no ovicidal activity against F. hepatica eggs. In the series with the 2a-h
compounds showed some ovicidal activity, especially to compounds 2b and 2e,
which showed a considerable reduction in the hatching F. hepatica
eggs.Considering the effectiveness of classification according WAAVP and
cytotoxicity tests, it is concluded that compounds 2b and 2e presented the best
results. In addition to presenting a great potential ovicidal in vitro against F.
hepatica eggs, they also exhibited a good in vitro cell viability in MDBK, suggesting

continuing studies with these compounds and other derivatives of thiazolidinones.
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5 CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

Os compostos 2-aril-3-(2-morfolinopropil) tiazolidin-4-onas apresentaram
resultados promissores contra o desenvolvimento dos ovos de F. hepatica, em
contra partida os compostos 2-aril-3-(2-morfolinoetil) tiazolidin-4-onas nao
apresentam acao ovicida contra ovos de F. hepatica.

Os derivados 2-aril-3-(2-morfolinopropil) tiazolidin-4-onas (aril = CeHs-2,4-F;
CeHs-4-Cl; CeH4-4-NO2 e CesHs-2-OCHz3) apresentaram uma reducdo média na
eclodibilidade dos ovos de F. hepatica de 95% (aril = CeH4-4-F), 98% (aril = CsHs-
4-Cl), 86% (aril = CsHs-4-NO2) e 88% (aril = CeH4-2-OCH3). Nestes compostos
pode-se inferir a classificacdo de acordo com o WAAVP, e a melhor concentragao
ovicida, sendo considerados eficazes [aril = CsHs-2,4-F (20pg/mL, 2pg/mL,
0,2pg/mL e 0,02pg/mL) e os compostos [aril = CeHs-4-Cl (0,2pug/mL, 0,02pug/mL e
0,002 pg/mL)].

Os compostos (2b e 2e) que apresentaram boa ac¢ao ovicida, considerados
eficazes, apresentaram boas viabilidades celulares (91% a 93%). Em alguns
casos a viabilidade celular foi baixa (62%), fato que ocorreu com o composto 2f
de aril = CgH4-4-NOo.

Obtiveram-se resultados promissores que legitimam a continuacdo de
novos estudos, a fim de se obter compostos capazes de agirem como agentes

anti-helminticos contra F. hepatica.
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