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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca infecto parasitaria de paises tropicais e
subtropicais e tem como agente etiolégico espécies do género Schistosoma spp.
A infeccéo tem alto impacto epidemiolégico, visto que é endémica em dezenas
de paises, sendo causa de aproximadamente 200.000 ébitos todos os anos. A
esquistossomose mansénica € uma doenca crbénica que tem o figado, intestino
e bagco como principais 6rgdos de acometidos. Na falta de vacina, saneamento
basico e politicas publicas eficazes para reduzir ou erradicar a doenca,
atualmente a estratégia amplamente utilizada contra a esquistossomose é o
tratamento realizado unicamente com Praziquantel. Dessa forma, o presente
trabalho avaliou o potencial esquistossomicida de novos derivados tiazois, in
vitro, contra vermes jovens e casais de vermes adultos de S. mansoni. Quanto
aos estudos, foram realizados o teste de citotoxicidade promovidos pelos
compostos frente a linhagens celulares de macréfagos RAW.264.7, fibroblastos
V79, células Vero e hepatoma (HepG2); a avaliacdo da atividade hemolitica in
vitro; avaliacdo da motilidade e mortalidade de vermes adultos; determinado o
indice de seletividade; analise ultraestrutural e avaliacdo in silico dos para@metros
farmacocinéticos dos compostos. O presente trabalho teve como objetivo a
realizacdo de ensaios bioldgicos in vitro de compostos tiazois contra vermes
adultos de Schistosoma mansoni, bem como a determinacédo in silico dos
parametros farmacocinéticos para prever a biodisponibilidade oral desses
compostos. Além de apresentarem citotoxicidade moderada a baixa contra
células de mamiferos, os compostos tiazois ndo foram considerados hemoliticos.
Todos os compostos foram inicialmente testados em concentracbes que
variaram de 200 a 6,25 pyM contra vermes adultos de parasitas S. mansoni. Os
resultados mostraram melhor atividade com os compostos PBT2 e PBT5 na
concentracdo de 200 uM, que causou 100% de mortalidade apés 3 h de
incubacdo. Enquanto as 6 h de exposicado, 100% de mortalidade foi observada
na concentracao de 100 uM. Estudos posteriores com estes mesmos compostos
permitiram classificar os compostos PBT5, PBT2, PBT6 e PBT3, que foram
considerados ativos e os compostos PBT1 e PBT4, que foram considerados
inativos. Na analise ultraestrutural os compostos PBT2 e PBT5 (200 uM)
promoveram alteragcdes tegumentares nos parasitos com exposicdo da
musculatura, formacédo de bolhas tegumentares, tegumentos com morfologia
anormal e destruicdo de tubérculos e espiculas. Portanto, os compostos PBT2 e
PBT5 sédo antiparasitarios promissores contra S. mansoni.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; tiazois; microscopia eletrénica; ADMET



ABSTRACT

Schistosomiasis is an infectious parasitic disease of tropical and subtropical countries
and its etiological agent is species of the genus Schistosoma spp. The infection has a
high epidemiological impact, as it is endemic in dozens of countries and causes
approximately 200,000 deaths every year. Schistosomiasis mansoni is a chronic disease
in which the liver, intestine and spleen are the main organs affected. In the absence of a
vaccine, basic sanitation and effective public policies to reduce or eradicate the disease,
the current strategy widely used against schistosomiasis is treatment with Praziquantel
alone. This study therefore evaluated the schistosomicidal potential of new thiazole
derivatives in vitro against young worms and pairs of adult worms of S. mansoni. As for
the studies, cytotoxicity tests were carried out on RAW.264.7 macrophage cell lines, V79
fibroblasts, Vero cells and hepatoma cells (HepG2); evaluation of hemolytic activity in
vitro; evaluation of motility and mortality of adult worms; determination of the selectivity
index; ultrastructural analysis and in silico evaluation of the pharmacokinetic parameters
of the compounds. The aim of this study was to carry out in vitro biological tests of
thiazole compounds against adult Schistosoma mansoni worms, as well as to determine
in silico pharmacokinetic parameters to predict the oral bioavailability of these
compounds. In addition to showing moderate to low cytotoxicity against mammalian
cells, the thiazole compounds were not found to be hemolytic. All the compounds were
initially tested at concentrations ranging from 200 to 6.25 uyM against adult worms of S.
mansoni parasites. The results showed better activity with compounds PBT2 and PBT5
at a concentration of 200 uM, which caused 100% mortality after 3 h of incubation. At 6
h of exposure, 100% mortality was observed at a concentration of 100 yuM. Further
studies with these same compounds made it possible to classify the compounds PBT5,
PBT2, PBT6 and PBT3, which were considered active, and the compounds PBT1 and
PBT4, which were considered inactive. In the ultrastructural analysis, the compounds
PBT2 and PBT5 (200 uM) caused tegumental alterations in the parasites with exposure
of the musculature, formation of tegumental blisters, teguments with abnormal
morphology and destruction of tubercles and spicules. Therefore, compounds PBT2 and
PBT5 are promising antiparasitic agents against S. mansoni.

Keywords: Schistosomiasis; Schistosoma mansoni; thiazoles.
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(TU) com espiculas (S). Imagens SEM de S. mansoni tratado com
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca infecto parasitaria de paises tropicais
e subtropicais e tem como agente etioldégico espécies do género Schistosoma
spp (CHUAH et al., 2019). A infeccdo tem alto impacto epidemioldgico, visto que
€ endémica em 78 paises e representa ameaca iminente de infeccdo para 700
milhdes de pessoas, além disso, a doenca acomete 240 milhdes de pessoas no
mundo, constituindo a causa de aproximadamente 200.000 6bitos todos os anos
(WHO, 2020). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), S.
intercalatum, S. japonicum, S. hematobium, S. mekongi e S. mansoni sao as
cinco espécies de importancia médica. A Ultima espécie é responsavel pela
patologia no Brasil (esquistossomose mansoénica), apresentando-se endémica
em 19 unidades federativas, fazendo com que seja um pais com alta taxa de
morbimortalidade (KATZ et al., 2018). Em Pernambuco, h& destaque para a Zona
da Mata e Regibes Litoraneas e Metropolitanas do Recife, sendo o estado que
apresenta maior taxa de internagdo hospitalar e mortalidade no pais (BARBOSA
et al., 2018).

A esquistossomose mansonica € uma doenca crbnica que tem o figado,
intestino e baco como principais 6rgdos de acometidos. Dessa forma, causa
diversas alteragfes no sistema hepatoesplénico e trato gastrointestinal, podendo
causar os quadros mais comuns desta patologia: hepatoesplenomegalia, ascite
e hipertenséo portal (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013; GLASER et al. 2015;).
Na falta de vacina oferecida pelo Sistema Unico de Salde, saneamento basico
e politicas publicas eficazes para reduzir ou erradicar a doenga, atualmente a
estratégia utilizada para reduzir a prevaléncia da esquistossomose é 0
tratamento realizado unicamente com Praziquantel (PZQ) (DINIZ et al., 2014;
ROSS et al., 2015). Trata-se de um medicamento com alta taxa de cura, efeito
ovicida e baixos efeitos colaterais, contudo, apresenta acdo apenas nos vermes
adultos de Schistosoma spp (GARBA et al., 2013). Devido a inexisténcia de
compostos com a mesma eficacia, PZQ vem sendo amplamente utilizado para o
tratamento da esquistossomose desde a década de 70, e em paises endémicos,
€ utilizado como forma de profilaxia através do tratamento em massa da

populacéo, locais em que ja foi relatado o desenvolvimento da resisténcia e/ou
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tolerancia das cepas de S. mansoni frente ao PZQ (ZWANG; OLLIARO, 2014;
MENDONCA et al., 2016; VALE et al., 2017).

Esse cenario encoraja novas pesquisas para a busca de alternativas
terapéuticas, para controle e tratamento da esquistossomose. Como alternativa
de estudo para desenvolvimento de novos compostos esquistossomicidas, estéo
os derivados tiazois produzidos pela quimica médica. S8o uma classe de
heterociclicos aromaticos de cinco membros amplamente estudada, com o
enxofre e nitrogénio em sua composicdo (CHHABRIA et al., 2016). Foi
primeiramente descrito por Hantzsch e Weber (1887) e vem sendo considerada
uma importante classe encontrada em muitos farmacos como: sulfatiazois
(antimicrobiano), ritonavir (antirretroviral), abafungin (antifingico) e tiazofurin
(antineoplasico). Além disso, ja foram relatadas diversas outras atividades dessa
classe de composto, tais como: antineoplasica (LUZINA; POPOV, 2009),
leishmanicida (BRITTA et al., 2014) e anti-Trypanosoma cruzi (GOMES et al.,
2016), antimicrobiana (SANTIAGO et al., 2014), e efeito esquistossomicida
(BARBOSA et al., 2019; PEREIRA et al, 2019). Ademais, na avaliacao in vitro
com derivados tiazois realizada por Oliveira et al., (2018) foi possivel notar uma
inibicdo da oviposicéo, além da mortalidade de vermes imaturos e adultos de S.

mansoni, demonstrando menor efeito citotéxico comparados ao PZQ.

Dessa forma, o presente trabalho avaliou o potencial esquistossomicida
de novos compostos tiazois, atraves da atividade in vitro, analise ultra-estrutural
e propriedades farmacocinéticas in silico contra casais de vermes adultos de S.

mansoni.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:
Avaliar o potencial esquistossomicida de novos compostos tiazois, atraves
da atividade in vitro, andlise ultra-estrutural e propriedades farmacocinéticas in

silico contra casais de vermes adultos de S. mansoni.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos em linhagens celulares de
macréfagos RAW.264.7, fibroblastos V79, células Vero e hepatoma
(HepGZ2);

e Analisar atividade hemolitica in vitro;

e Avaliar a motilidade e mortalidade de vermes adultos;

e Avaliar e viabilidade celular dos parasitos;

e Determinar o indice de seletividade;

e Avaliar in silico os parametros farmacocinéticos dos compostos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE
A esquistossomose € uma doenca crénica tropical negligenciada, que tem

como agente etioldgico o parasita sanguineo do género Schistosoma spp. Ocupa
0 segundo lugar das infeccfes parasitarias, perdendo apenas para a malaria, €
prevalente em areas tropicais e subtropicais, acometendo principalmente
individuos residentes de localidades sem saneamento basico (GRYSEELS et al.
2006). Afeta aproximadamente 240 milhGes de pessoas no mundo, onde cerca
de 700 milhdes vivem em risco constante de infec¢cdo pois habitam em areas
endémicas, além disso, € a responsavel por cerca de 200.000 mil Obitos
anualmente (WHO, 2020).

Entre as sete espécies causadoras da esquistossomose mostradas na
figura 1, cinco possuem maior interesse medico: o S. haematobium é
normalmente encontrado na Africa e Oriente Médio e é responséavel pela
esquistossomose urogenital devido a sua instalacdo no plexo nervoso pélvico;
as espécies S. intercalatum (Africa Ocidental e Central), S. mekongi (Sudeste da
Africa e rio de Mekong), S. japonicum ( China, Indonésia e Filipinas) e S. mansoni
(Américas, Africa, Oriente Médio e indias Ocidentais) sdo responsaveis pela
esquistossomose intestinal e hepatica, pois sdo parasitos que se instalam na
veias mesentéricas do individuo (CARVALHO et al., 2018). Vale ressaltar que é
uma patologia de ciclo biolégico heteroxénico, ou seja, € necessario a presenca
de um hospedeiro definitivo (homem) e o hospedeiro intermediario (molusco) do
género Biomphalaria spp quando a espécie é S. mansoni. No Brasil, os
responsaveis pela perpetuacdo do parasito como hospedeiros intermediarios
sao as espécies B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea (COLLEY et al., 2014;
CARVALHO et al., 2018).
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Figura 1: Distribuic@o global das espécies de Schistosoma.

<. *

= 8. mansoni

m S. haematobium

m S. japonicum

m Both S. mansoni and
S. haematobium

= S intercalatum

m S. mekongi

Fonte: adaptado de Gryseels et al. (2006).

Nas Américas do Sul e Central, a Unica espécie prevalente é o S. mansoni
pois neste territério ndo ha presenca do hospedeiro intermediario suscetivel a
infeccdo das outras espécies (BRASIL, 2014). Dessa forma, € a espécie
causadora da esquistossomose mansoénica no Brasil. Acredita-se que a doenca
foi instalada no pais através do trafico de escravos da costa ocidental da Africa,
chegando primeiramente em Recife e Salvador, e devido as condi¢bes
favoraveis para seu desenvolvimento e permanéncia (molusco do género
Biomphalaria e clima) espalhando-se pelo Nordeste e migrou para os demais
estados do pais como ilustrado (Figura 2) (MARTINS et al., 2019). Estima-se
que no periodo de 1975 a 2012, a doenca atingiu uma positividade de 4,5 a
23,3% no Brasil, como maior prevaléncia no Nordeste (BARBOSA, 2014),
ademais, a taxa de internacéo teve variacdo de 2,5 a 0,8/100.000 habitantes no

periodo de 1988 a 2013 (BRASIL, 2014).
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Figura 2: Expansédo da esquistossomose mansoni no Brasil.
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Fonte: Brasil (2014).

A esquistossomose mansoni esta implantada em 19 estados brasileiros
com prevaléncia na costa litoranea do Nordeste, contudo, devido a migracao do
parasito pelo pais, é possivel notar uma certa incidéncia nas demais regioes do
pais. E necessario ressaltar que mesmo com as formas de controle implantadas
nas cidades, cerca de 17 milhdes de pessoas estédo vivendo em regides com alto
risco de contaminacéo, sendo que 80% residem na regido Nordeste, tendo os
estados endémicos Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais (Figura 3) (BRASIL, 2014). Pernambuco
€ 0 estado com mais casos notificados de esquistossomose (GOMES, 2016), o
estado € dividido em 12 regides com a finalidade de organizar os servicos de
saude, regifes essas que sao distribuidas em quatro macrorregiées como
demonstrado (Figura 4): Metropolitana, Agreste, Sertdo, e sub-regido do Vale do
Sao Francisco e Araripe, no qual a primeira compreende 0s municipios com alta
taxa de notificacdo. Esse fendmeno esta diretamente associado com sua
localizacgéo, visto que esta presente na faixa litoranea do estado onde € possivel
encontrar abundéancia de hospedeiro intermediario (BRITO; SILVA; QUININO,
2020).
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Figura 3: Distribui¢cdo da esquistossomose mansoni no Brasil de acordo com inquéritos

coproscopicos.
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Figura 4: Divis&o do estado de Pernambuco nas macrorregifes.
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Fonte: Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco (2011).
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3.2 MORFOLOGIA E BIOLOGIA DO Schistosoma mansoni

Schistosoma mansoni é um parasito trematédeo sanguineo que pertence
ao filo Platyhelminthes, Classe Trematoda, Ordem Strigeiforme, Familia
Schistosomatidae e género Schistosoma. As principais caracteristicas deste
parasita sédo o corpo achatado, dimorfismo sexual acentuado em que na fase
adulta sdo encontrados nos vasos mesentéricos e sao responsaveis pela doenca
cronica esquistossomose mansoni, visto que podem sobreviver por anos no
corpo do individuo parasitado. Para descrever as caracteristicas morfolégicas e
bioldgicas do Schistosoma mansoni é preciso considerar todos 0s estagios de
desenvolvimento do parasito. Desde a liberacdo dos miracidios a partir de ovos
maduros presentes em colec¢des hidricas de agua doce, passando pelas formas
evolutivas de esporocisto no hospedeiro intermediario e liberados como
cercarias, até sua forma de esquistossémulos e vermes adultos no hospedeiro
definitivo (NEVES, 2016).

O ovo é a forma evolutiva liberada no meio ambiente pelas fezes,
apresentam um formato oval, possuindo o polo anterior mais delgado e o polo
posterior mais espesso, em relacdo ao tamanho, quando maduros exibem
aproximadamente 150 ym de comprimento e 60 ym de largura, além disso, ha
um espiculo lateral voltado para tras localizado no polo posterior. E formado
pelas glandulas vitelinicas e ovéario das fémeas e, quando liberado, sao
considerados imaturos pois o miracidio ainda ndo est4 formado no seu interior,
apos 7 dias, com a chegada do ovo na cavidade intestinal, 0 ovo ja se encontra
com o miracidio determinando assim sua fase madura. Normalmente ha apenas
um miracidio presente em ovos maduros, porém, ja foi relatada a presenca de
ovos com dois miracidios em fezes humanas. Vale ressaltar que os ovos podem
sobreviver nos tecidos do hospedeiro definitivo por cerca de 20 dias, caso néo
ocorra sua expulsdo nas fezes o miracidio morrerd (DIAS; RIBEIRO, 1980;
BRASIL, 2014; NEVES, 2016).

O miracidio, primeiro estagio de vida livre aquatica, corresponde a fase
larval do S. mansoni, possuindo tamanho médio de 180 ym de comprimento e
64 um de largura, nele ha células epidérmicas ciliadas e anucleadas, as quais
sdo responsaveis pelo movimento aquatico (NEVES, 2016). Observa-se na

regido anterior uma papila apical no formato de cone (terebratorium) que contém
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glandulas de penetracdo, cilios maiores e espiculos anteriores, estruturas
importantes na penetracdo nos hospedeiros intermediarios, os caramujos do
género Biomphalaria (NEVES, 2016). A atracdo pelos moluscos esta
correlacionada a quimiorreceptores de fibras ligadas as células nervosas que
captam substancias, como glicoconjugados presente no muco do molusco
(HAAS, 1995).

Durante a infeccdo do molusco, o miracidio sofre alteracGes estruturais
logo apos a penetracdo (BOYLE et al., 2003). A formacao do esporocisto passa
pela diferenciacdo das células germinativas, que mantém o sexo do miracidio de
origem, além disso, a troca de nutrientes com o hospedeiro é realizada através
do tegumento, ja que ndo ha boca nem sistema digestivo nesse estagio
(YOSHINO; BOYLE; HUMPHRIES, 2001). Somente apés 3 ou 4 semanas de
desenvolvimento ocorre a maturidade, por fim, ha liberacdo das cercarias
através do poro de nascimento (BAYNE; GREVELDING, 2003).

Na segunda fase de vida livre aquética do parasito, a cercéaria apresenta
corpo alongado e cilindrico, com aproximadamente 500 um de comprimento e
uma cauda bifurcada, fundamental para seu deslocamento no ambiente aquético
(NEVES, 2016). Ademais, a regido anterior apresenta receptores sensoriais para
sinais mecanicos, quimicos e térmicos, além da ventosa oral, onde desembocam
as glandulas de penetracéo (DORSEY et al., 2002). Outra estrutura importante
€ 0 acetabulo ou ventosa ventral, que exibe musculatura mais desenvolvida, esta
€ responsavel pela fixacao sua fixacdo na pele do hospedeiro definitivo, no qual
ocorre a liberacdo de mucossubstancias facilitadoras da adesdo (DORSEY et
al., 2002). Apés a fixagdo, a cercaria é estimulada por &cidos graxos a realizar a
penetragdo cutdnea no hospedeiro definitivo, acarretando alteragdes
morfolégicas, perde sua cauda no processo, se transformando em
esquistossémulo (HAAS et al., 2002).

A passagem para a vida parasitaria necessita de modificacdes
bioguimicas e morfoldgicas, assim, o esquistossémulo passa a apresentar
respiracdo anaerobica, diminuicdo das glandulas secretoras e alteracbes no
tegumento, além do acumulo da proteina transportadora de glicose (SKELLY;
SHOEMAKER, 2000). Além dessas caracteristicas, nessa fase, o tubo digestivo

passa a ser funcional, contendo vesiculas que podem ser ricas em lisossomos
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(SANTOS et al., 2001). Considerando a penetracao do parasito nos tecidos, foi
observado que os esquistossémulos orientam seu eixo ventral para 0s maiores
gradientes quimicos de L-arginina e D-glicose, que aumentam gradativamente
ao adentrar as camadas da derme e no vaso sanguineo, respectivamente
(GRABE; HAAS, 2004). Apo6s passar pela pequena circulacdo e chegar ao
pulmdo, ha aumento no comprimento e estreitamento das extremidades,
também é visto pigmento no ceco devido a digestdo de hemoglobina, essas
alteracbes na atividade e nas dimensbes podem ser importantes para sua

migracao até o figado (REY, 2001).

Uma vez que o parasito apresenta dimorfismo sexual, apds a maturacao,
as fémeas possuem cerca de 1,5 cm comprimento, sendo o ceco uma regido de
coloragéo escura, devido ao sangue semidigerido, além disso, apresenta corpo
em formato cilindrico, com extremidades afiladas e tegumento liso (NEVES,
2016). Na regiao anterior esta a ventosa oral e 0 acetabulo, em seguida a vulva,
o Utero e ovario, jA na regido posterior ha as glandulas vitelinas e o ceco
(OLIVEIRA, 2000). Por outro lado, os machos s&o menores, medem
aproximadamente 1 cm, possuem coloracdo esbranquicada, nota-se também a
presenca de tubérculos no seu tegumento (NEVES, 2016). Na porcéo anterior
esta a ventosa oral e a ventral, ja na posterior o canal ginecéforo, resultado das
dobras laterais do corpo, essa € a estrutura que alberga as fémeas e realiza a
fecundacao, através da liberacdo dos espermatozoéides diretamente no poro
genital (SILVA, 2008). Proximo a ventosa oral esta presente o es6fago, que se
bifurca na regido do acetabulo e depois é fundido formando um Unico ceco
(REY,2001).
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3.3 TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO

A transmissdo do Schistosoma mansoni para o hospedeiro definitivo
ocorre ap0s o contato da cercaria com a pele ou mucosa do individuo. A
penetracdo normalmente € relatada nas pernas e bragos pois sao os locais que
frequentemente entram em contato com as cole¢des de agua doce (rios, lagos,
cachoeiras, acudes) contendo as cercarias. Além disso, essa forma evolutiva
também pode penetrar a mucosa da cavidade oral através da ingestao de agua
contaminada (KATZ, 2003)

Para garantir sua sobrevivéncia, os parasitos devem sofrer inUmeras
adaptacdes complexas, assim, € comum que seus ciclos bioldgicos consigam se
adaptar aos diferentes meios (NEVES, 2016). Nesse contexto, 0 S. mansoni é
um nitido exemplo de modificacdo adaptativa ao hospedeiro. O parasito possui
ciclo heteroxénico (Figura 5), por isso, necessita de dois hospedeiros: 0s
intermediarios, os quais sao moluscos do género Biomphalaria que vivem em
colecBes de agua doce, nestes ocorre a fase de reproducdo assexuada e o
hospedeiro definitivo (homem) onde ocorre a reproducéo sexuada (KATZ, 2003;
NEVES, 2016).

Figura 5: Ciclo bioldgico do S. mansoni.
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ApOGs atravessarem o epitélio e chegarem a luz intestinal, os ovos séo
excretados em ambientes aquaticos doces, através das fezes do hospedeiro
definitivo (MASSARA et al.,, 2013). A guantidade de ovos liberados esta
relacionada com a idade da fémea, podendo chegar a 400 ovos por dia quando
possui de um a dois anos, acredita-se que 50% deles seguem para o0 ambiente
externo (COELHO, 1957). A liberacdo dos miracidios dos ovos maduros
depende de condi¢cBes especificas como luminosidade intensa, temperatura
proxima aos 28 °C e boa oxigenacado, ademais, a sobrevida dos ovos também
depende de fatores como a temperatura do meio, além da consisténcia das fezes
(NEVES, et al., 2016; SILVA et al., 2008).

Os miracidios nadam ativamente até o encontro dos hospedeiros
intermediarios e ao entrar em contato com o caramujo, a larva movimenta-se
ativamente, libera enzimas proteoliticas, adere e penetra nos tecidos moles do
molusco, esse processo pode durar até 15 minutos (REY, 2001). No interior do
hospedeiro, o miracidio sofre reorganizacdo celular e transforma-se numa
estrutura sacular primaria (esporocisto primario), originando esporocistos filhos,
que sofrerdo intensas multiplicacbes até se transformarem em esporocisto
secundarios (COELHO, 1957). Por fim, as células germinativas dos esporocistos
secundarios se diferenciam e ddo origem as cercérias, estima-se que um
miracidio possa produzir entre 100.000 e 300.000 cercérias (SILVA, 2018).

As cercarias dependem essencialmente da luz e calor para sua liberacdo
do hospedeiro intermediario até o meio aquatico, onde nadam ativamente até a
penetragdo em diversos animais, porém seu desenvolvimento sO ocorre no
vertebrado adequado (SILVA, 2018). Uma vez ocorrida a penetracdo, a cauda
bifurcada € perdida e o corpo cercariano permanece na derme ou tecido
conjuntivo por dois ou trés dias e origina o esquistossémulo de pele. Ao alcancar
a corrente circulatoria, podendo também migrar pela circulacdo linféatica, séo
bombeados pelo lado direito do coracdo para os pulmdes, nessa fase do ciclo
sao denominados de esquistossomulo pulmonar (REY, 2001). Cerca de duas
semanas apés a infeccdo, acontece o retorno ao coracdo pelas veias
pulmonares e entrada na grande circulacdo, o desenvolvimento em vermes
adultos acontece nos vasos intra-hepaticos (PINTO; ALMEIDA, 1948). No
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sistema porta hepatico, os vermes adultos acasalam e realizam a migracao para
as veias mesentéricas inferiores, onde ha postura dos ovos, parte deles serédo
liberados e dardo continuidade ao ciclo, enquanto outros causam as reacfes

inflamatorias caracteristicas da doenga (REY, 2001).

3.4 ASPECTOS CLINICOS E FISIOPATOLOGICOS DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONI

A evolucgédo da esquistossomose mansoni, assim como a sintomatologia e
as lesbes, estd diretamente relacionada a fatores como idade, estado
imunologico da pessoa infectada, além da carga parasitaria estimada pela
guantidade de ovos nas fezes, e numero de reinfeccbes (NEVES, 2016). A
patologia compreende a fase aguda, dividida em pré-patente e pos-patente, e a

fase crbnica.

A fase aguda pré-postural tem sintomatologia variada, podendo ser
assintoméatica ou causar mal-estar geral (NEVES, 2016). Ainda nessa fase, a
dermatite cercariana pode estar presente devido a morte de parte das cercarias
(LAMBERTUCCI, SILVA, VOIETA, 2005). O desenvolvimento dos
esquistossémulos pode ocasionar tosse, febre alta, nduseas, cefaléia e diarréia,
gue sédo sintomas inespecificos para diversas parasitoses (DOMINGUES, 1994).
Esses sintomas podem regredir e 0 paciente permanecer assintomatico até a
observacdo das manifestacbes clinicas intestinais que abrangem
emagrecimento, distensdo abdominal, cdlicas intestinais e diarreia alternada de
constipacdo (KATZ, 2003). ApGs o acasalamento, ocorre a oviposi¢cdo, no qual
parte dos ovos ficardo retidos na mucosa intestinal, gerando hiperplasia,
ulceracédo e formacao de microabcessos (CHEN, 1991), ou chegaréo ao figado,
originando a reacdo inflamatoéria granulomatosa hepatica (REY, 2001). Um

guadro leve de anemia e eosinofilia também podem ser observados.

A fase crbnica apresenta variacdes clinicas, porém as manifestacdes sédo
predominantemente hepatointestinais e hepatoesplénicas (NEVES, 2016). A
formacdo dos granulomas, ocorre através da resposta imunologica aos
antigenos liberados pelos ovos do S. mansoni, ocorrendo nessa fase a producgao
da interleucina 10 e imunomodulacéo da resposta do tipo Th2, com producéo de
granulomas menores que a fase aguda (BARSOUM et al. 2013). No processo

granulomatoso, os fibroblastos substituem gradativamente as células
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inflamatorias, produzindo colageno abundantemente, com isso, ocorre o

acumulo de proteinas na matriz extracelular formando a fibrose ao redor do ovo.

O processo inflamatdrio crénico pode formar diversos pontos de fibrose e
consequentemente diminuir o tamanho dos vasos sanguineos e sua
elasticidade, dessa forma, gerando um quadro de hipertensédo portal (DAVIS;
KRESINA, 1996). Na forma hepatoesplénica, grande parte dos ramos venosos
esplénicos estdo congestionados, além da diferenciacdo plasmocitaria,
producéo de imunoglobulinas devido aos antigenos, alteracdes fisiopatologicas
e clinicas (HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013). A formacao do tecido fibroso
também pode ocasionar o desenvolvimento de circulagdo colateral, varizes
esofagianas, ascite ou até chegar nos pulmdes através das circulacdes
colaterais anormais (NEVES, 2016).

3.5 TRATAMENTO
Diversos medicamentos foram utilizados no inicio do tratamento da

esquistossomose, sendo o tartarato de antimoénio e potassio um dos primeiros
agentes terapéuticos utilizados contra a doenca (CHRISTOPHERSON, 1918),
outros sais de antimoénio, como o, disulfonato-bis-pirocatecol de soédio e
antimoénio (Stibofen) também foram introduzidos na clinica através da
administragao intramuscular ou venosa, no entanto, foi suspenso devido aos
fortes efeitos colaterais seu uso (DIAS, 1949). O lucanthone (Miracil D), foi
desenvolvido pela industria farmacéutica Bayer no periodo da Segunda Guerra
Mundial, e representou o primeiro medicamento utilizado na clinica pela via de
administracdo oral. Além dos graves efeitos colaterais, o farmaco possuia
eficacia apenas contra S. mansoni e S. harmatobium (SIQUEIRA et al., 2017).
Outro medicamento administrado via oral foi o niridazol (Ambilhar), sua aplicagéo
clinica também nado obteve sucesso por apresentar efeitos deletérios como
toxicidade renal e convulsdo. Semelhantemente aos medicamentos anteriores,
o hycanthone, originado pela hidroxilagdo do lucanthone e utilizado em dose
Gnica por via oral ou intramuscular, também apresentou efeitos graves como
necrose hepatica, por isso, também teve uso suspenso (ARCHER; YARINSKY,
1972). Todos esses medicamentos citados anteriormente apresentaram efeitos

adversos graves, entre eles também foram observadas lesdes hepaticas,
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convulsdes, alucinacdes auditivas e visuais e confusdo mental (NOVAIS et al.,
1999).

A oxamniquina, medicamento ainda liberado para comercializacéo e uso,
foi desenvolvido na década de 1970 pela industria farmacéutica Pfizer, no qual
apresentou boa tolerancia e taxa de cura consideravel, principalmente em paises
americanos (FREZARD, 1997). Quanto a sua atividade esquistossomicida, foi
possivel notar que os vermes machos sdo mais suscetiveis que as fémeas,
entretanto, ha reducéo significativa na postura de ovos da espécie S. mansoni
(CIOLI, 1992). O farmaco apresenta boa absor¢cdo apds administracdo oral,
apesar disso, sua acdo em apenas contra o Schistosoma mansoni nao torna sua
producéo atrativa fora da América do Sul (RIDI; TALLIMA, 2013). Sua acéo esta
relacionada com a capacidade de alquilar o DNA do parasito (CIOLI et al., 1993).
Ainda na década de 70, notou-se um avanco no que diz respeito a medicamentos
com acao parasitaria com o surgimento do praziquantel, no qual foi planejado
para uso veterinario contra cestédeos, contudo, também foi observada sua acao
esquistossomicida e dessa forma, tornou-se o0 primeiro medicamento
esquistossomético a atender os requisitos da OMS (KUMAR; GRYSEELS, 1994;
MALHADO et al., 2016).

Atualmente, o PZQ é o medicamento recomendado pela OMS (2020) para
tratamento populacional em larga escala contra as espécies de Schistosoma spp
em diversos paises endémicos. Quando a sua descoberta, o medicamento foi
lancado pelas industrias farmacéuticas Merck e Bayer, através do estudo de
compostos tranquilizantes com atividade antiparasitaria, contudo seu
lancamento no Brasil foi inicialmente direcionado para o tratamento de cestédeos
(SEUBERT et al., 1977). No fim da década de 1970 foram realizados testes pré-
clinicos que comprovaram sua eficacia no periodo de 5 a 6 semanas apos a
infeccdo (DAVIS et al., 1979), logo apos, ensaios clinicos demonstraram sua
acdo contra todas as espécies de Schistosoma spp, além disso, o PZQ
apresentou baixa toxicidade e boa absorcdo pela administracdo oral
(FROHBERG, 1984).

E um derivado pirazino-isoquinolina, que apresenta carbono quiral em sua
estrutura, 0 composto possui baixa solubilidade em agua e moderada em etanol,
entretanto, € muito soltvel em dimetilsulfoxido (DMSO) e cloroférmio (OTHMAN;
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SOLIMAN, 2015; RIDI; TALLIMA, 2013). Sua forma comercial € uma mistura
racémica (figura 6), ou seja, ha proporc¢des iguais dos dois enantibmeros, porém,
apenas a conformacdo (R)-PZQ contém acdo antiparasitaria, enquanto a
conformacao (S)-PZQ néo apresenta eficacia (CAMPOS, 2009). Considerando
o Sistema da Classificagdo Biofarmacéutica, o PZQ R esté incluso na classe I,
apresentando alta permeabilidade a tecidos e baixa solubilidade, sendo essa de
0,4 mg/ml. Além disso, o farmaco sofre extensa metabolizacdo hepatica, em que
ocorre a hidroxilagdo, gerando metabdlitos inativos e provavelmente
responsaveis por parte dos efeitos colaterais (OTHMAN; SOLIMAN, 2015). Ja
gque metade da dose nao possui atividade farmacoldgica e apenas baixas
concentracfes sanguineas atingem o parasito, o comprimido deve conter 600
mg para oferecer dose final de 40-60 mg/kg (OLLIARO, 2014).

Figura 6: Estrutura quimica do praziquantel.
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Fonte: Siqueira et al. (2017).

O tratamento contra a esquistossomose mansoni consiste em dose Unica
por via oral. A eficacia do PZQ varia conforme a idade e o grau de infec¢ao, onde
o indice de cura é aproximadamente 80% para adultos e 70% em criancgas, além
de reducéo dos ovos em cerca de 80 a 98% (BRASIL, 2014). O PZQ apresenta
rapida absorgéo e sofre influéncia direta da dieta, além disso, o metabolismo de
primeira passagem acontece principalmente pela CYP450 3A4, sua
biodisponibilidade é baixa e sua excrecdo ocorre principalmente pelos rins
(DINORA et al., 2005; MEISTER et al., 2016). Os efeitos colaterais sao de baixa
intensidade, frequéncia e transitorios, tais como sonoléncia, urticéria, dor
abdominal e dor de cabeca (BRASIL, 2014). Esses efeitos estédo relacionados
com a intensidade da infeccéo pelo parasito e geralmente sdo mais fortes em

areas com alta taxa de infeccéo, além disso acredita-se que os efeitos colaterais
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estdo mais relacionados com a liberacdo de antigenos e metabdlitos pelo

parasito do que pelo préprio farmaco (MEISTER et al., 2016).

Mesmo apdés décadas de utilizacdo do PZQ, seu mecanismo de acao
ainda ndo é bem elucidado, apesar disso, diversos alvos tém sido apontados
como responséaveis pelo seu efeito farmacolédgico (VALE et al., 2017). Entre os
primeiros estudos que investigaram os efeitos do PZQ, o influxo de calcio foi tido
como o principal causador da contracdo muscular e modificacées no tegumento
do parasito (VALE et al., 2017). No entanto, a forma como o medicamento age
altera a homeostase de célcio permanece desconhecida, além disso, foi
observado que apenas 0 acumulo de calcio ndo elucida a atividade
esquistossomicida do farmaco (NOGI, CHAN, 2009). Outras abordagens
utilizando a transcriptbmica demonstraram mais de 600 genes como possiveis
alvos do PZQ, ademais, observou-se a correlacdo de genes do metabolismo
aerobico e regulacdo do célcio citosdlico, sugerindo uma resposta similar ao
estresse oxidativo (ARAGON, 2009). Em 2015, Rinaldi e colaboradores
observaram que a proteina quinase dependente de calcio/calmodulina Il parece
ser importante alvo do PZQ. Além disso, um estudo utilizando espectrometria de
massa identificou diferentes marcadores quimicos relacionados ao sexo do
parasito (FERREIRA et al., 2015), assim como foi observado que o PZQ parece
prejudicar a liberacdo de ovos através da inibicdo da atividade da
esfingomielinase, como também inibe a da Na*/K*- ATPase em parasitos

machos.

Considerando o uso prolongado de apenas um tratamento ao longo de
anos, soma-se a isso a ineficacia contra esquistossémulos de pele e de pulméo,
€ aceitavel o relato de uma possivel resisténcia e/ou tolerancia ao farmaco, além
disso, 0 PZQ néo previne a reinfeccdo (OTHMAN; SOLIMAN,2015). A resisténcia
generalizada ainda nao foi relatada, entretanto, pesquisadores identificaram
cepas induzidas experimentalmente e de campo que exibiram menor
suscetibilidade ao farmaco, isso demonstra um risco eminente de resisténcia dos
vermes ao medicamento (DOENHOFF et al., 2002; WANG; LIANG, 2012). A
maior parte das pesquisas de campo sobre resisténcia focam no S. mansoni ,
conforme esses estudos, em locais de maior endemicidade como Egito e

Senegal, a sensibilidade é reduzida, neste ultimo pais foi observada uma taxa
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de cura de 18% (GRYSEELS, 2001). Entretanto, outros fatores além da
resisténcia ao PZQ também foram sugeridos, como a transmisséo intensa e a
presenca de vermes jovens. Estudos posteriores realizados na mesma regiao
nao obtiveram os mesmos resultados de resisténcia (BOTROS, 2005). Tanto as
evidéncias quanto os critérios utilizados para classificar a resisténcia do parasito
ao farmaco sao controversos e necessitam de maiores esclarecimentos (WANG,
2012).

3.6 DERIVADOS TIAZOIS
Através do método empirico ou racional, a descoberta de uma nova

molécula com potencial terapéutico constitui 0 primeiro passo para 0
desenvolvimento de novos farmacos (ANDRADE; ALMEIDA; GUIDO, 2018).
Devido aos varios tipos de atomos que podem estar presentes no nucleo dos
compostos heterociclicos, essa classe tem caracteristicas fisico-quimicas
diversas e relacionadas a esses heteroatomos presentes. Essa variedade
estrutural proporciona a classe diversas atividades terapéuticas, sendo o0s
compostos nitrogenados os mais comuns entre eles (VITAKU; SMITH;
NJARDARSON, 2014). Além disso, a vasta literatura sobre esses compostos e
a comercializacdo de diversos medicamentos que possuem o0 nucleo
nitrogenado como principio ativo estimulam a busca por novos farmacos com
essa estrutura quimica (ANDRADE; ALMEIDA; GUIDO, 2018)

Nesse contexto, os derivados tiazois sdo moléculas privilegiadas, ou seja,
possuem conformacdao estrutural capaz de oferecer alvos para varios receptores
(BARBOSA et al., 2019). Esses heterociclicos arométicos sdo compostos por
cinco membros: um atomo de enxofre, um de nitrogénio e trés atomos de
carbono. Quanto a sua conformagéo, pode se apresentar como o 1,2-tiazol e o
1,3-tiazol, como mostra a figura 7. Em relacdo a sintese, ocorreu em 1887 e foi
realizada por Hantzsch e Waber, por meio da reac&o de halocetonas e tioamida,
esse método ficou bem estabelecido como o mais utilizado para obter tiazos,
apesar de existirem outros métodos, logo no ano seguinte sua estrutura foi
confirmada por Popp (YADAV; DEVPRAKASH; SENTHILKUMAR, 2011).



32

Figura 7: Estrutura quimica do tiazol.
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Fonte: a autora (2020).

Devido a diversidade de efeitos terapéuticos, o tiazol e seus derivados
representam um grupo farmacoférico altamente relevantes para a quimica
medicinal (RANGAPPA et al., 2015; SILVA et al., 2017). Além disso, a estrutura
também esta presente em compostos naturais, como a exemplo da vitamina B1,
necessaria para a sintese de neurotransmissores como o0 acido gama-
aminobutirico e a acetilcolina, participando também de processos bioquimicos
(PASQUALOTTO; THIELE; GOLDANI, 2010). A classe apresenta acoes (tabela
1): antineoplasica (LUZINA; POPOV, 2009), antibacteriana (KASHYAP, 2012),
anti-inflamatéria (MOHAREB,; ZAKI; ABBA, 2015), antidiabética (DATUSALIA;
KHATIK, 2018), anti-helmintico (AMNERKAR; BHONGADE; BHUSARI, 2014),
antitumoral (EJAZ et al.,2018), antituberculose (MORASKI, et al., 2016)
antirretroviral (MELEDDU et al., 2016) imunomoduladora (SANTOS et al., 2016),
esquistossomicida (SANTIAGO et al.,, 2014) anti-hipertensiva (AYATI et

al.,2015), entre outras.

Tabela 1 — Medicamentos contendo o anel tiazol.

Estrutura quimica Medicamento Classe terapéutica Mecanismo de agéo

O (o
Q - Age inibindo a sintese da
H;,C/O\N NN N Cefepima Antibacteriano parede celular bacteriana
HQN\(DJ\H---— ) (KASHYAP et al., 2012),
S
/ H H
5} 0

Tem acao ao inibir a
proteina Quinase
(KANTARIJAN et al.,
2010).

Dasatinibe Antineoplasico

Estabilizador da formacéo
Ixabepilona Antineoplasico dos microttbulos (RUGO
et al., 2012).




Meloxicam

Nitazoxanida

Ritonavir

Anti-inflamatério

Antiparasitario

Antirretroviral
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Inibe a ciclooxigenase
(COX), preferencialmente
COX 2 (TURCK et al.,
1997).

Inibidor da PFOR (WHITE
JR., 2004).

Inibidor de protease
(GALLANT et al., 2013).

Fonte: A autora (2022).

Tratando-se da atividade esquistossomicida, Santiago e colaboradores

(2014) identificaram atividades esquistossomicidas promissoras em derivados

tiazois, entre eles o protétipo LpQM-45 causou a destruicdo do tegumento de

vermes machos e fémeas. Recentemente, outros derivados tiazois foram

testados in vitro e demonstraram boa atividade contra 0 S. mansoni como mostra

a tabela 1, considerando os resultados, esses compostos podem compor um

novo arsenal de farmacos esquistossomicidas (PEREIRA, 2019; FILHO, 2020;

OLIVEIRA, 2018). Diante desses estudos ja descritos, acredita-se que o0s

farmacos do presente trabalho por possuirem confirmacéo quimica semelhante,

também podem compor esse arsenal com atividade esquistossomicida in vitro

contra estagios imaturos e casais adultos de Schistosoma mansoni.

Tabela 2 — Farmacos promissores contendo o tiazol

Farmacos promissores

Resultados obtidos

Pesquisador/ano

3 \—-(/U )
\_TY“ S w‘\/ S\/}

HR=—

/\

R

R =-0-CH3 em LpQM-45.

O composto LpQM-45
mortalidade de 100% dentro de 144h;
auséncia de ovos no meio de cultura;
danos extensos ao tegumento dos

causou

vermes machos e fémeas

SANTIAGO et al., 2014.
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R = NO? para NJO5;
R = Br para NJO7.
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R = Cy,H1p em 2;
R = 2-CiyHg em 2J.

7a: 86% de mortalidade em 24h em 100
ng/ml;

7h: foi observado 100% de mortalidade
em 24h em 100 pg/ml;

Ambos provocaram alteracbes na
coloracéo do parasito, apresentando-se
mais escura e opaca, danos ao
tegumento com  destruicdo  de
tubérculos, reducdo da motilidade, as
fémeas apresentaram destruicdo das
ventosas orais e ventrais, hdo ocorreu
oviposicdo e todos o0s casais
desacasalaram. Os dois farmacos
apresentaram efeito menos téxico que o
PZQ.

A associacdo de NJO5 e NJO7 causou
forte atividade contra vermes jovens e
auséncia de ovos.

NJO5: causou fortes lesBes no
tegumento das fémeas, além de
formacao de bolhas, grandes
descamac0es e reducdo da oviposi¢ao.
Em machos causou lesdes no
tegumento e perda de tubérculos.
NJO7: formacdo de bolhas em toda
extensdo do parasito e ovos pequenos e
sem discos germinativos.

NJO5, NJO7 e NJO5 + NJO7 causaram
reducdo da viabilidade, motilidade,
emparelhamento, oviposicao,
alteracbes graves no tegumento e
mortalidade de vermes.

2M em testes in vitro: causou
mortalidade apds 96h, danos graves ao
tegumento, diminuicdo da oviposicdo,
baixa citotoxicidade em  células
saudaveis de mamiferos,

2M em testes in vivo: pouca diminui¢do
na quantidade de ovos maduros e
inviaveis no intestino, reducéo da carga
parasitaria nos animais apos tratamento
com 5 dias com 200 mg/kg.

Os dois compostos causaram 100% de
mortalidade. Sendo o 2l mais eficaz,
pois causou aumento de ovos inviaveis
e a morte do parasito tanto in vitro
guanto in vivo (por via oral e
endovenosa). Ambos causaram
ulceracdes, desintegracéo do
tegumento, destrui¢cdo dos tubérculos e
espiculas e presenca de bolhas.
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OLIVEIRA et al., 2018.

PEREIRA et al., 2019.

BARBOSA et al., 2019.

FILHO et al., 2020.

Fonte: A autora (2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLVENTES
Foram utilizados reagentes e solventes obtidos comercialmente, de

acordo com a seguinte lista 2-bromo-acetofenona (Merck, CAS 70-11-1), 2-
bromo-4-nitroacetofenona  (Merck, CAS 2227-64-7), 2-bromo-4-cloro-
acetofenona (Merck, CAS 536-38-9), 2,4-dibromoacetofenona, 2-cloro-4-fluor-
acetofenona (Merck, CAS 456-04-2), isotiocianato de 4-nitro-fenilo (Merck, CAS:
2131-61-5), isotiocianato de 4-clorofenilo (Merck, CAS 2131-55-7), 4-hidroxi-
benzaldeido (Merck, CAS 123-08-0), solucao de hidrazina (Merck, CAS 302 -01-
2), dimetilsulféxido (Merck, CAS: 67-68-5), meio de cultura RPMI 1640 (Thermo
Fisher Scientific), triton-X (Merck, CAS: 9036-19-5), MTT (Merck, CAS: 57360-
69-7), cloreto de sodio (Merck, CAS:7647-14-5), cloreto de calcio (Merck,
CAS:10043-52-4), Praziquantel (Merck, CAS: 55268-74 -1).

4.2 SINTESE DOS NOVOS DERIVADOS TIAZOIS
Os derivados tiazois foram sintetizados e cedidos pelo Laboratério de

Quimica e Inovagdo Terapéutica (LQIT) do Departamento de Antibidticos,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil. A
sintese dos compostos foi realizada em trés etapas, segundo metodologia
proposta por Oliveira et al. (2015), Oliveira Filho et al. (2017) e Alves et al. (2021)
(Figura 8). Etapa 1: As obtencdes das tiossemicarbazidas foram realizadas
através de reacdo de adicdo nucleofilica entre a hidrazina com o 4-nitrofenil
isotiocianato ou com o 4-clorofenil isotiocianato, utilizando como solvente o
diclorometano a temperatura ambiente sobre agitacdo magnética por 1 h. Etapa
2. A obtengcdo das tiossemicarbazonas ocorreu através da reacdo das
tiossemicarbazidas com o 4-hidroxi-benzaldeido sobre agitacdo magnética em
etanol absoluto e na presenca de acido acético, que foi utilizado como
catalizador. Etapa 3: Através da reacdo de ciclizacdo da tiossemicarbazonas
com diferentes acetofenonas substituidas por fenil-, 4-bromofenil-, 4-clorofenil-,
4-nitrofenil, para a obtencdo dos seis compostos tiazéis (PBT1, PBT2, PBTS3,
PBT4, PBT5 e PBT6). A Fig. 1 apresenta o esquema de sintese dos compostos

tiazois obtidos.



36

Figura 8. Esquema de sintese dos Tiazo6is
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Fonte: a autora (2020)

4.3 AVALIACAO IN SILICO DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS:
ABSORCAO, DISTRIBUICAO, METABOLISMO, EXCRECAO, TOXICIDADE
(ADMET) E PREVISAO DA BIODISPONIBILIDADE ORAL

Os perfis ADMET foram previstos com o objetivo de avaliar se os compostos
sintetizados (PBT) possuem boa disponibilidade oral (Pires et al., 2015; Daina et
al., 2017). Além disso, o perfil do praziquantel (PZQ) também foi avaliado. Para
a analise desses perfis, foram utilizadas as plataformas disponiveis
gratuitamente SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina et al., 2017) e

pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) (Pires et al., 2015).

4.4 CULTIVO E MANUTENCAO DE LINHAS CELULARES DE MACROFAGOS
RAW.264.7, FIBROBLASTOS V79, CELULAS VERO E HEPATOMA (HEPG2)

As linhas celulares de macrofagos RAW.264.7, fibroblastos V79, células

Vero e células de hepatoma (HepG2) foram mantidas em condi¢cfes de cultura
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no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Instituto Aggeu Magalhées,
Fundagao Oswaldo Cruz, Recife, Pernambuco, Brasil. O procedimento de
manutencao das células foi realizado de acordo com Gouveia et al. (2022), com
modifica¢des. Inicialmente, as células foram cultivadas em garrafas de cultura
celular (75 cm?3, correspondendo a 250 mL), em meio de cultura RPMI 1640
contendo vermelho de fenol, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidticos (penicilina 100 pg /mL e estreptomicina 100 pg/mL) e incubadas
numa atmosfera hiumida de 5% de CO2 a 37°C. As células foram mantidas por
passagens em série a cada 48 h, removendo a monocamada de células em
RPMI sem soro fetal bovino com um raspador de células. Em seguida, elas foram
removidas dos frascos de cultura e transferidas para tubos de centrifuga de 15
mL e centrifugadas a 400G por 5 min a 37°C. ApGs o descarte do sobrenadante,
as células foram homogeneizadas em 1 mL de meio de cultura RPMI com 10%
de soro fetal bovino e distribuidas em novos frascos de cultura. Apds esse

processo as células foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

4.5. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE CELULAR DE MACROFAGOS RAW.264
.7, FIBROBLASTOS V79 E HEPATOMA (HEPGZ2)

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando o método
colorimétrico do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolina]
de acordo com a metodologia proposta por Gomha et al. (2017), Ribeiro et al.
(2018), Rodrigues et al. (2018) e Gouveia et al. (2022), com modificacdes.
Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos (1
x 10° células/poco) contendo meio RPMI suplementado e incubadas por 24 h
(37°C e 5% CO2). Em seguida, foram tratadas com compostos tiazois em
diferentes concentragdes (400 a 0,1 uM) por 48 h. Apos esse periodo, foram
adicionados 25 pL de MTT (5 mg/mL em tampao fosfato-salino) e, em seguida,
as placas foram incubadas novamente a 37°C, por 2 h na auséncia de luz. O
meio de cultura juntamente com residuo do MTT foram removidos e substituidos
por 100uL/poco de DMSO (dimetilsulfoxido) para solubilizacdo dos cristais de
formazan. Apds a solubilizacdo, a absorbancia a 540 nm foi determinada
utilizando um espectrofotbmetro (Thermo Scientific Multiskan FC). As
experiéncias foram efetuadas em triplicado e a viabilidade celular foi calculada

utilizando a Equacéao 1.
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Ve
Viabilidade Celular (%) = (ﬁ) -100 1)

Onde: VC é o numero de células nas diferentes concentracdes, TC é a
concentracdo de células no controle que representa 100% de viabilidade. A
concentracéo de citotoxicidade que promove 50% de viabilidade celular (CC50)
foi determinada por andlise de regressdo nao linear dos dados efetuada com o
software GraphPad Prism versédo 5.0. O controle experimental consistiu apenas
em meio de cultura e células. O PZQ foi diluido nas mesmas condi¢cdes

experimentais que 0s compostos.

4.6 ATIVIDADE HEMOLITICA IN VITRO
As experiéncias de atividade hemolitica foram realizadas de acordo com

Nerys et al. (2022), com modificagdes. As amostras de sangue foram coletadas
de hamsters, Mesocriceuteus auratus, com peso corporal médio de 30 g e idade
de 7 a 8 semanas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
UFPE (n> 0060/2019 CEUA/UFPE). Os ensaios foram realizados em microplacas
de 96 pocos, onde cada poco recebeu 100 uL de uma solucdo de NaCl 0,85%
contendo CaCl> 10 mM. Os compostos foram diluidos (DMSO 1%) em
concentragcdes que variaram de 400 a 12,5 uM. Em seguida, foram adicionados
100 pL de uma suspensdo de 2% (v/v) de eritrécitos de hamster em solucdo
salina contendo 10 mM de CaClI?. O controle negativo consistiu em 100 pL de
solucéo salina mais 100 pL de suspensédo de eritrécitos (0% de hemdlise) e o
controle positivo foi uma solucéo de Triton X-100 a 1% (v/v) (100% de hemolise).
As placas foram incubadas a 30°C durante 1 h. Em seguida, 0os ensaios foram
transferidos para tubos e centrifugados a 3000 rpm durante 5 min. Finalmente, o
sobrenadante com a hemoglobina libertada foi analisado num leitor de placas a
uma absorbancia de 540 nm. A percentagem de hemdlise foi determinada pela

Equacéo 2.

(ABSamostra - ABSbranco)
Hemolise (%) = -100 2
( 0) (ABSTritonX - ABSbranco) ( )

Em que: ABS mostra CONSiSte na absorbancia da amostra; ABS ABSp,qnco S€
configura na absorbancia do controle negativo; ABS;,i1onx € absorbancia do

controle positivo. Os experimentos foram realizados em triplicata. Este estudo foi
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aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Aggeu

Magalhdes/Fundagédo Oswaldo Cruz, protocolo nimero 164/2020.

4.7 ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO

4.7.1 Comité de ética, animais e infecédo
Ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do

Centro de Biociéncias da UFPE (n- 0060/2019 CEUA/UFPE), 19 camundongos
Swiss Webster fémeas, pesando 28 = 2 g, foram infectados percutaneamente
(Olivier e Stirewalt, 1952), com cerca de 120 cercarias de S. mansoni (cepa BH),
mantidas no Instituto Keizo Asami (iLIKA/UFPE). Os camundongos foram
obtidos e mantidos em um biotério do iLIKA, em ambiente controlado (20 £ 2°C,
ciclo de 12 h de luz do dia) com livre acesso a alimentos (Labitum/Purina, Sao

Paulo-SP) e agua.

4.7.2. Recuperagao de vermes e avaliacdo esquistossomicida in vitro de

derivados de tiazois contra vermes adultos de S. mansoni

Apés 45 dias da infe¢do, os camundongos foram submetidos a eutanasia
por deslocamento cervical e os vermes foram recuperados assepticamente por
perfusdo do sistema portal e das veias mesentéricas com solucéo salina estéril
(0,9% de NaCl p/v) (Smithers e Terry, 1965). Apenas os casais de vermes
intactos foram imediatamente transferidos para um meio RPMI 1640
suplementado com 20 mM HEPES, 100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, sendo lavados quatro vezes com este
meio. Em seguida, os vermes foram distribuidos em placas de cultura de 24
pocos com 2 mL desse meio (dois casais de vermes por poco), e incubados a
37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO?. Apds duas horas de exposicédo
para permitir a adaptacdo dos vermes, 0s seis compostos tiazois (PBT1, PBT2,
PBT3, PBT4, PBT5 e PBT6), diluidos em DMSO 1%, foram adicionados ao meio
de cultura para obter concentracdes finais de 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pM.
As concentracdes avaliadas foram determinadas através do trabalho de Araujo
et al. (2019). Os vermes de controle foram testados em meio RPMI 1640
suplementado (controle 1) ou meio RPMI 1640 suplementado com 1% de DMSO

(controle 2) como um grupo de controle negativo e em 10 yM PZQ como um
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grupo de controle positivo. Foram realizadas duas experiéncias independentes

(16 pares de vermes por concentracdo), em quadruplicado.

4.7.3 Avaliagédo da motilidade e da mortalidade dos vermes adultos
Um microscoépio invertido (Leica Microsystems, DM IL Wetzlar, Alemanha)

foi utilizado para avaliar a motilidade e a sobrevivéncia de pares de vermes,
inicialmente monitoradas as 3, 6, 12 e 24 h e, posteriormente, as observacdes
foram realizadas a cada 24 h durante cinco dias consecutivos (intervalos de 24,
48,72, 96 e 120 h). A motilidade e a sobrevivéncia dos parasitos foram avaliadas
de acordo com os critérios e pontuadas em uma escala de viabilidade de 3 - 0
conforme proposto por Aradjo et al. (2020a), sendo: escore 3, minhocas que
apresentam movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos o6rgdos internos,
ventosas em movimento, aderidas ao fundo ou as laterais da placa de cultura;
descri¢des tipicas de minhocas do controle negativo; escore 2, movimentos
reduzidos em todo o corpo, peristaltismo dos 6rgdos internos e ventosas; escore
1, movimentos apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades
(regiBes anterior e/ou posterior), com auséncia de peristalse dos 6rgaos internos
e ventosas ndo aderidas; escore 0, auséncia completa de movimentos e
tegumento com ou sem alteracdes na coloracdo. O tratamento foi considerado

letal quando néo foi possivel observar movimentos do parasita por até 2 min.

4.7.4 Ensaio de viabilidade celular de vermes adultos
A viabilidade celular dos vermes adultos de S. mansoni, ap0s o

tratamento, foi determinada pelo ensaio de citotoxicidade baseado no 3-(4,5-
dimetiltiazolic2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), de acordo com as condi¢des
previamente relatadas por Aires et al. (2014). Resumidamente, dois casais de
vermes adultos foram transferidos para uma placa de cultura de 96 pocos
contendo 100 yL de MTT (5 mg/mL diluido em tampéao fosfato, PBS) e incubados
por 30 min no escuro a 37°C. Posteriormente, a solucdo de MTT foi removida e
200 uL de DMSO foram adicionados a cada po¢o da placa, a fim de dissolver os
cristais de formazan. A placa foi mantida sob agitacdo durante 1 h a temperatura
ambiente e a densidade 6tica foi medida a 550 nm num leitor de microplacas
(M680, Bio Rad Laboratories, Inc.). Os vermes dos grupos do controle positivo e

negativo foram submetidos ao mesmo teste. Todas as experiéncias foram
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efetuadas em quadruplicado e repetidas pelo menos duas vezes. A diferenca
significativa foi estabelecida como p < 0,05. IC50, e foi calculado utilizando Prism

(Graphpad) a partir da curva de inibicdo dose-resposta.

4.7.5. Determinacao do indice de seletividade
O indice de seletividade (SI) dos compostos foi determinado como uma

relacdo entre a citotoxicidade do composto para células de mamiferos e sua
atividade parasitaria (Padalino et al., 2021). Este parametro é a relacdo entre a

citotoxicidade para as células (CC50) e a atividade contra o parasita (IC50).

4.8 ESTUDO DAS ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS DO TEGUMENTO
POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As anadlises ultraestruturais foram realizadas de acordo com a
metodologia proposta por Araujo et al. (2020b), com modificagbes. Os vermes
adultos expostos aos compostos tiazois e dos grupos controle negativo e positivo
foram fixados em glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% em tampéao cacodilato
de sddio 0,1M, pH 7,2, por 12 h em temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavados no mesmo tampéo e pés-fixados em OsO* a 1% em tampdao cacodilato
de sddio 0,1M, pH 7,2, durante 1 h & temperatura ambiente. Apds a pos-fixacao,
o material foi lavado no mesmo tampdao, desidratado em séries crescentes de
etanol e subsequentemente seco em CO? liquido num secador de ponto critico
(modelo Hitachi HCP-2, Hitachi, Japdo). Ap6s a montagem e metalizacdo, 0s
vermes foram observados e fotografados com o auxilio de um microscopio

eletrénico de varredura (JEOL-25SII, Toéquio, Japao).

4.9 ANALISES ESTATISTICAS
As analises de dados foram efetuadas com o software Graphpad Prism 5

(GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, EUA) e expressas como média * desvio
padrdo. Utilizando a analise de variancia (ANOVA), além do teste de Tukey para
comparacdes multiplas post-hoc, com nivel de significancia determinado em p <
0,05.
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5 ARTIGO

Potencial esquistossomicida de novos compostos tiazois: atividade in
vitro, analise ultraestrutural e propriedades farmacocinéticas in silico

contra casais de vermes adultos de Schistosoma mansoni
Resumo

O presente trabalho teve como objetivo a realiza¢do de ensaios biolégicos in vitro
de compostos tiazois contra vermes adultos de Schistosoma mansoni, bem
como determinacdo in silico dos parametros farmacocinéticos para prever
biodisponibilidade oral desses compostos. Além de apresentarem citotoxicidade
moderada a baixa contra células de mamiferos, os compostos tiazois ndo foram
considerados hemoliticos. Todos os compostos foram inicialmente testados em
concentragbes que variaram de 200 a 6,25 pM contra vermes adultos de
parasitas S. mansoni. Os resultados demonstraram melhor atividade com os
compostos PBT2 e PBT5 na concentracdo de 200 uM, que causou 100% de
mortalidade apos 3h de incubacdo. Enquanto as 6h de exposicdo, 100% de
mortalidade foi observada na concentracéo de 100 pM. Estudos posteriores com
esses mesmos compostos permitiram classificar PBT5, PBT2, PBT6 e PBT3,
considerados ativos; e PBT1 e PBT4, considerados inativos. Na analise
ultraestrutural, os compostos PBT2 e PBT5 (200 uM) promoveram alteracfes
tegumentares nos parasitos com exposi¢cdo da musculatura, formacéo de bolhas
tegumentares, tegumentos com morfologia anormal e destruicdo de tubérculos
e espiculas. Portanto, PBT2 e PBT5 sao antiparasitarios promissores contra S.
mansoni.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; tiazois; microscopia eletronica; ADMET
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1 Introducéo

A esquistossomose é uma doenca cronica e debilitante causada por um
verme do género Schistosoma spp. e é uma das doencas mais prevalentes e
negligenciadas das regides tropicais e subtropicais (Chuah et al., 2019). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as estimativas mostraram que
pelo menos 251,4 milh&es de pessoas precisavam de tratamento preventivo para
a esquistossomose em 2021. O tratamento preventivo, que deve ser repetido ao
longo de varios anos, reduzird e evitara a morbilidade e a transmissédo da
esquistossomose em 78 paises e territdrios endémicos em todo o mundo
(Organizacdo Mundial de Saude, 2023).

No entanto, atualmente dependemos apenas do praziquantel (PZQ) para a
guimioterapia e o controle da esquistossomose, especialmente em regides onde
as pessoas e as comunidades sdo alvo de tratamento em grande escala, o que
€ 0 caso em 51 paises com transmissdo moderada a elevada (Organizacéo
Mundial de Saude, 2023; Xue et al., 2023). Apesar de o PZQ ter uma elevada
taxa de cura parasitologica (Aires et al., 2023) e ser seguro (Olds, 2003), a sua
utilizacdo exclusiva e em larga escala ao longo de mais de 50 anos tem gerado
grande preocupacdo nas comunidades cientifica e médica, uma vez que ha
relatos de estirpes de S. mansoni com resisténcia ou baixa sensibilidade ao PZQ
(Doenhoff e Pica-Mattoccia, 2006; Pica-Mattoccia et al., 2009). Esse cenario
contribui para a manutencdo da alta prevaléncia e um potencial colapso no
tratamento da esquistossomose. Esse fato configura uma situagao que dificulta
o cumprimento integral do Roteiro de Doencas Tropicais Negligenciadas 2021-
2030, apresentado na Assembleia Mundial da Saude (Organizacdo Mundial da
Saude, 2021).

Perante a necessidade de procurar novas formas terapéuticas para o
tratamento da doenca, o nucleo tiazolico surge como uma escolha para a sintese
de moléculas bioativas (Niu et al., 2023). O tiazol € uma molécula nao
cancerigena que pode ser facilmente metabolizada por rea¢es bioquimicas de
rotina e exibe uma variedade de atividades biolégicas, como se manifesta pela
sua presenca em muitos compostos biologicamente ativos (El-Achkar et al.,
2015). Os tiazbis sdo uma classe de compostos altamente versateis e que

podem promover diferentes atividades biologicas (Gupta e Kant, 2013; GUmus,
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et al., 2019; Niu et al., 2023). Esta versatilidade esta diretamente relacionada
com a sua estrutura quimica (Gupta e Kant, 2013). Este nucleo possui diversas
atividades biologicas descritas na literatura, tais como antiparasitaria (Queiroz et
al., 2020), antimicrobiana (Sengel e Sahiner, 2017), anti-inflamatoria (Nalawade
et al., 2019), antioxidante e antimitotica (Pund et al., 2022) e anticancerigena
(Oliveira et al., 2021). Em relagéo ao efeito esquistossomicida, estudos recentes
destacam a atividade promissora de compostos tiazois contra S. mansoni
(Santiago et al., 2014; Oliveira et al. 2018; Barbosa et al., 2019; Pereira et al.
2019; Miranda-Filho et al., 2020; Rocha et al., 2022).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar as atividades citotoxicas em
células de mamiferos e a atividade esquistossomicida in vitro promovida por
compostos tiazois (PBTs) derivados de tiossemicarbazonas. Estes testes foram
realizados com o intuito de contribuir com o arsenal terapéutico no combate a
vermes adultos de S. mansoni e alteragcbes de tegumento por microscopia

eletrbnica de varredura.

2 Metodologia

2.1 Reagentes e Solventes

Foram utilizados reagentes e solventes obtidos comercialmente, de
acordo com a seguinte lista 2-bromo-acetofenona (Merck, CAS 70-11-1), 2-
bromo-4-nitroacetofenona  (Merck, CAS 2227-64-7), 2-bromo-4-cloro-
acetofenona (Merck, CAS 536-38-9), 2,4-dibromoacetofenona, 2-cloro-4-fluor-
acetofenona (Merck, CAS 456-04-2), isotiocianato de 4-nitro-fenilo (Merck, CAS:
2131-61-5), isotiocianato de 4-clorofenilo (Merck, CAS 2131-55-7), 4-hidroxi-
benzaldeido (Merck, CAS 123-08-0), solucdo de hidrazina (Merck, CAS 302 -01-
2), dimetilsulféxido (Merck, CAS: 67-68-5), meio de cultura RPMI 1640 (Thermo
Fisher Scientific), triton-X (Merck, CAS: 9036-19-5), MTT (Merck, CAS: 57360-
69-7), cloreto de sédio (Merck, CAS:7647-14-5), cloreto de calcio (Merck,
CAS:10043-52-4), Praziquantel (Merck, CAS: 55268-74 -1).

2.2 Sintese dos novos derivados tiazois

Os derivados tiazois foram sintetizados e cedidos pelo Laboratério de

Quimica e Inovacdo Terapéutica (LQIT) do Departamento de Antibioticos,
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Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil. A
sintese dos compostos foi realizada em trés etapas, segundo metodologia
proposta por Oliveira et al. (2015), Oliveira Filho et al. (2017) e Alves et al. (2021)
(Figura 1). Etapa 1: As obtencbes das tiossemicarbazidas foram realizadas
através de reacdo de adicdo nucleofilica entre a hidrazina com o 4-nitrofenil
isotiocianato ou com o 4-clorofenil isotiocianato, utilizando como solvente o
diclorometano a temperatura ambiente sobre agitacdo magnética por 1 h. Etapa
2. A obtencdo das tiossemicarbazonas ocorreu através da reacdo das
tiossemicarbazidas com o 4-hidroxi-benzaldeido sobre agitacdo magnética em
etanol absoluto e na presenca de acido acético, que foi utilizado como
catalizador. Etapa 3: Através da reacdo de ciclizacdo da tiossemicarbazonas
com diferentes acetofenonas substituidas por fenil-, 4-bromofenil-, 4-clorofenil-,
4-nitrofenil, para a obtencdo dos seis compostos tiaz6is (PBT1, PBT2, PBTS3,
PBT4, PBT5 e PBT6). A Fig. 1 apresenta o esquema de sintese dos compostos

tiazois obtidos.

Figura 1. Esquema de sintese dos Tiazo6is
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2.3Avaliagéo in silico dos parametros farmacocinéticos: absor¢ao, distribuicéo,

metabolismo, excrecao, toxicidade (ADMET) e previsao da biodisponibilidade

oral

Os perfis ADMET foram previstos com o objetivo de avaliar se 0s compostos
sintetizados (PBT) possuem boa disponibilidade oral (Pires et al., 2015; Daina et
al., 2017). Além disso, o perfil do praziquantel (PZQ) também foi avaliado. Para
a analise desses perfis, foram utilizadas as plataformas disponiveis
gratuitamente SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina et al., 2017) e
pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) (Pires et al., 2015).

2.4Ensaios de citotoxicidade em células animais

2.4.1. Cultivo e manutencdo de linhas celulares de macréfagos RAW.264.7,
fibroblastos V79, células Vero e hepatoma (HepG2)

As linhas celulares de macrofagos RAW.264.7, fibroblastos V79, células
Vero e células de hepatoma (HepG2) foram mantidas em condi¢cfes de cultura
no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, Pernambuco, Brasil. O procedimento de
manutencao das células foi realizado de acordo com Gouveia et al. (2022), com
modificagdes. Inicialmente, as células foram cultivadas em garrafas de cultura
celular (75 cm?, correspondendo a 250 mL), em meio de cultura RPMI 1640
contendo vermelho de fenol, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidticos (penicilina 100 ug /mL e estreptomicina 100 pg/mL) e incubadas
numa atmosfera humida de 5% de CO2 a 37°C. As células foram mantidas por
passagens em série a cada 48 h, removendo a monocamada de células em
RPMI sem soro fetal bovino com um raspador de células. Em seguida, elas foram
removidas dos frascos de cultura e transferidas para tubos de centrifuga de 15
mL e centrifugadas a 400G por 5 min a 37°C. Ap0s o descarte do sobrenadante,
as ceélulas foram homogeneizadas em 1 mL de meio de cultura RPMI com 10%
de soro fetal bovino e distribuidas em novos frascos de cultura. Apds esse

processo as células foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.
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2.4.2. Ensaios de citotoxicidade celular de macréfagos RAW.264 .7, fibroblastos
V79 e hepatoma (HepG2)

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando o método
colorimétrico do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolina]
de acordo com a metodologia proposta por Gomha et al. (2017), Ribeiro et al.
(2018), Rodrigues et al. (2018) e Gouveia et al. (2022), com modificacdes.
Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos (1
x 10° células/poco) contendo meio RPMI suplementado e incubadas por 24 h
(37°C e 5% CO2). Em seguida, foram tratadas com compostos tiazois em
diferentes concentracfes (400 a 0,1 yM) por 48 h. Apds esse periodo, foram
adicionados 25 pL de MTT (5 mg/mL em tampao fosfato-salino) e, em seguida,
as placas foram incubadas novamente a 37°C, por 2 h na auséncia de luz. O
meio de cultura juntamente com o MTT foram removidos e substituidos por
100uL/poco de DMSO (dimetilsulféxido) para solubilizagdo dos cristais de
formazan. ApGs a solubilizacdo, a absorbancia a 540 nm foi determinada
utiizando um espetrofotbmetro (Thermo Scientific Multiskan FC). As
experiéncias foram efetuadas em triplicado e a viabilidade celular foi calculada
utilizando a Equacao 1.

Ve
Viabilidade Celular (%) = (ﬁ) - 100 (1)

Onde: VC é o numero de células nas diferentes concentracbes, TC é a
concentracdo de células no controle que representa 100% de viabilidade. A
concentracao de citotoxicidade que promove 50% de viabilidade celular (CC50)
foi determinada por analise de regressao néo linear dos dados efetuada com o
software GraphPad Prism versao 5.0. O controle experimental consistiu apenas
em meio de cultura e células. O PZQ foi diluido nas mesmas condicdes

experimentais que 0S Compostos.
2.4.3. Atividade hemolitica in vitro

As experiéncias de atividade hemolitica foram realizadas de acordo com
Nerys et al. (2022), com modificacdes. As amostras de sangue foram coletadas
de hamsters, Mesocriceuteus auratus, com peso corporal médio de 30 g e idade
de 7 a 8 semanas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
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UFPE (n°- 0060/2019 CEUA/UFPE). Os ensaios foram realizados em microplacas
de 96 pocos, onde cada poco recebeu 100 uL de uma solucdo de NaCl 0,85%
contendo CaCl> 10 mM. Os compostos foram diluidos (DMSO 1%) em
concentracdes que variaram de 400 a 12,5 pM. Em seguida, foram adicionados
100 pL de uma suspensdo de 2% (v/v) de eritrécitos de hamster em solucdo
salina contendo 10 mM de CaClI?. O controle negativo consistiu em 100 pL de
solucéo salina mais 100 pL de suspensédo de eritrécitos (0% de hemdlise) e o
controle positivo foi uma solucédo de Triton X-100 a 1% (v/v) (100% de hemolise).
As placas foram incubadas a 30°C durante 1 h. Em seguida, 0s ensaios foram
transferidos para tubos e centrifugados a 3000 rpm durante 5 min. Finalmente, o
sobrenadante com a hemoglobina libertada foi analisado num leitor de placas a
uma absorbancia de 540 nm. A percentagem de hemdlise foi determinada pela

Equacéo 2.

(ABSamostra - ABSbranco)
Hembolise (%) = =100 2
( 0) (ABSTritonX - ABSbranco) ( )

Em que: ABS mostra CONSiSte na absorbancia da amostra; ABS ABSp,qnco S€
configura na absorbancia do controle negativo; ABSr,i:onx € absorbancia do
controle positivo. Os experimentos foram realizados em triplicata. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Aggeu

Magalhdes/Fundacéo Oswaldo Cruz, protocolo niumero 164/2020.
2.5. Atividade esquistossomicida in vitro
2.5.1. Comité de Etica, animais e infecéo

Apos aprovagdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do
Centro de Biociéncias da UFPE (n- 0060/2019 CEUA/UFPE), 19 camundongos
Swiss Webster fémeas, pesando 28 * 2 g, foram infectados percutaneamente
(Olivier e Stirewalt, 1952), com cerca de 120 cercarias de S. mansoni (cepa BH),
mantidas no Instituto Keizo Asami (iLIKA/UFPE). Os camundongos foram
obtidos e mantidos em um biotério do iLIKA, em ambiente controlado (20 £ 2°C,
ciclo de 12 h de luz do dia) com livre acesso a alimentos (Labitum/Purina, Séo

Paulo-SP) e agua.
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2.5.2. Recuperacdo de vermes e avaliacdo esquistossomicida in vitro de

derivados de tiazo6is contra vermes adultos de S. mansoni

Apés 45 dias da infe¢do, os camundongos foram submetidos a eutanasia
por deslocamento cervical e os vermes foram recuperados assepticamente por
perfusdo do sistema portal e das veias mesentéricas com solucéo salina estéril
(0,9% de NaCl p/v) (Smithers e Terry, 1965). Apenas 0s casais de vermes
intactos foram imediatamente transferidos para um meio RPMI 1640
suplementado com 20 mM HEPES, 100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, sendo lavados quatro vezes com este
meio. Em seguida, os vermes foram distribuidos em placas de cultura de 24
pocos com 2 mL desse meio (dois casais de vermes por poco), e incubados a
37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO?. Apds duas horas de exposicédo
para permitir a adaptacdo dos vermes, 0s seis compostos tiazois (PBT1, PBT2,
PBT3, PBT4, PBT5 e PBT6), diluidos em DMSO 1%, foram adicionados ao meio
de cultura para obter concentracdes finais de 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pM.
As concentragBes avaliadas foram determinadas através do trabalho de Araujo
et al. (2019). Os vermes de controle foram testados em meio RPMI 1640
suplementado (controle 1) ou meio RPMI 1640 suplementado com 1% de DMSO
(controle 2) como um grupo de controle negativo e em 10 yM PZQ como um
grupo de controle positivo. Foram realizadas duas experiéncias independentes

(16 pares de vermes por concentracdo), em quadruplicado.
2.5.3. Avaliagdo da motilidade e da mortalidade dos vermes adultos

Um microscoépio invertido (Leica Microsystems, DM IL Wetzlar, Alemanha)
foi utilizado para avaliar a motilidade e a sobrevivéncia de pares de vermes,
inicialmente monitoradas as 3, 6, 12 e 24 h e, posteriormente, as observacdes
foram realizadas a cada 24 h durante cinco dias consecutivos (intervalos de 24,
48, 72,96 e 120 h). A motilidade e a sobrevivéncia dos parasitos foram avaliadas
de acordo com os critérios e pontuadas em uma escala de viabilidade de 3 - 0
conforme proposto por Araudjo et al. (2020a), sendo: escore 3, minhocas que
apresentam movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos o6rgdos internos,
ventosas em movimento, aderidas ao fundo ou as laterais da placa de cultura;
descricdes tipicas de minhocas do controle negativo; escore 2, movimentos

reduzidos em todo o corpo, peristaltismo dos 6rgaos internos e ventosas; escore
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1, movimentos apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades
(regibes anterior e/ou posterior), com auséncia de peristalse dos 6rgdos internos
e ventosas ndo aderidas; escore 0, auséncia completa de movimentos e
tegumento com ou sem alteracdes na coloracdo. O tratamento foi considerado

letal quando néo foi possivel observar movimentos do parasita por até 2 min.
2.5.4. Ensaio de viabilidade celular de vermes adultos

A Vviabilidade celular dos vermes adultos de S. mansoni, apds o
tratamento, foi determinada pelo ensaio de citotoxicidade baseado no 3-(4,5-
dimetiltiazolic2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), de acordo com as condi¢cdes
previamente relatadas por Aires et al. (2014). Resumidamente, dois casais de
vermes adultos foram transferidos para uma placa de cultura de 96 pocos
contendo 100 yL de MTT (5 mg/mL diluido em tampéao fosfato, PBS) e incubados
por 30 min no escuro a 37°C. Posteriormente, a solu¢cdo de MTT foi removida e
200 pL de DMSO foram adicionados a cada pog¢o da placa, a fim de dissolver os
cristais de formazan. A placa foi mantida sob agitacdo durante 1 h a temperatura
ambiente e a densidade otica foi medida a 550 nm num leitor de microplacas
(M680, Bio Rad Laboratories, Inc.). Os vermes dos grupos do controle positivo e
negativo foram submetidos ao mesmo teste. Todas as experiéncias foram
efetuadas em quadruplicado e repetidas pelo menos duas vezes. O nivel de
significancia foi estabelecido em p < 0,05. IC50, e foi calculado utilizando Prism

(Graphpad) a partir da curva de inibicdo dose-resposta.
2.5.5. Determinacao do indice de seletividade

O indice de seletividade (Sl) dos compostos foi determinado como uma
relacdo entre a citotoxicidade do composto para células de mamiferos e sua
atividade parasitaria (Padalino et al., 2021). Este parametro é a relacdo entre a

citotoxicidade para as células (CC50) e a atividade contra o parasita (IC50).

2.5.6. Estudo das alteracfes ultraestruturais do tegumento por microscopia

eletrbnica de varredura

As andlises ultraestruturais foram realizadas de acordo com a
metodologia proposta por Araujo et al. (2020b), com modificacdes. Os vermes

adultos expostos aos compostos tiazois e dos grupos controle negativo e positivo
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foram fixados em glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% em tampé&o cacodilato
de sddio 0,1M, pH 7,2, por 12 h em temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavados no mesmo tampéo e pés-fixados em OsO* a 1% em tampao cacodilato
de sodio 0,1M, pH 7,2, durante 1 h a temperatura ambiente. Apos a pés-fixacao,
o material foi lavado no mesmo tampao, desidratado em séries crescentes de
etanol e subsequentemente seco em CO? liquido num secador de ponto critico
(modelo Hitachi HCP-2, Hitachi, Japdo). Ap6s a montagem e metalizacdo, os
vermes foram observados e fotografados com o auxilio de um microscopio

eletrénico de varredura (JEOL-25SII, Toquio, Japéo).
2.7. Andlises estatisticas

As analises de dados foram efetuadas com o software Graphpad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, EUA) e expressas como média * desvio
padrao. Utilizando a analise de variancia (ANOVA), além do teste de Tukey para
comparagdes multiplas post-hoc, as com diferencas estatisticas determinadas
em p <0,05.

3. Resultados e discussao

3.1 Avaliacéao in silico dos parametros farmacocinéticos: absorcéo, distribuicéo,
metabolismo, excre¢do, toxicidade (ADMET) e previsdo da

biodisponibilidade oral

A avaliacdo in silico e a previsdo de parametros farmacocinéticos
relacionados com a absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade
(ADMET) séo de grande importancia para a industria farmacéutica (Daoud et al.,
2021; Kumar et al., 2021). Isso porque essa avaliacao acelera o processo de
descoberta e desenvolvimento de novos compostos candidatos a farmacos
(Pires et al., 2015). A Tabela 1 apresenta os resultados ADMET para todos os
compostos tiazois avaliados neste estudo, além do medicamento padrdo
praziquantel. Os resultados da Tabela 1 mostram o perfil in silico de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, excrec¢do e toxicidade para os compostos tiazois

testados e para o praziquantel (PZQ).
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PBT-01 PBT-02 PBT-03 PBT-04 PBT-05 PBT-06 PZQ Unidade de medida
Absorcéo
Solubilidade em agua -6,52 -5,72 -6,40 -6,41 -6,36 -6,74 -4,22 Numeérico (log mol/L)
Permeabilidade CACO? 0,56 0,43 0,48 0,48 0,55 0,96 1,75 Numérico (log Papp in 106 cm/s)
Absorcao intestinal 100 97,15 100 100 100 89,81 93,42 Numeérico (%)
Permeabilidade cutédnea -2,73 -2,73 -2,73 -2,73 -2,73 -2,72 -2,98 Numérico (log Kp)
Substrato da glicoproteina Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
P
Inibidor da glicoproteina P | Sim Sim Sim Sim Sim Sim N&o Categorico (Sim/N&o)
Inibidor da glicoproteina P Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Categorico (Sim/N&o)
1]
Distribuicao
VDss -0,3 -0,54 -0,23 -0,22 -0,40 0,02 0,41 Numérico
Fracao n&o ligada 0,22 0,22 0,22 0,22 0,24 0,24 0,14 Numeérico (Fu)
Permeabilidade da BHE -0,89 -1,40 -1,08 -1,09 -1,11 0,38 0,22 Numeérico (log BB)
Permeabilidade SNC -1,73 -1,94 -1,61 -1,59 -1,78 -1,39 -1,42 Numeérico (log PS)
Metabolismo
Substrato do CYP2D6 N&o N&o N&o N&o N&o N&o Nao Categorico (Sim/N&o)
Substrato do CYP3A4 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Categorico (Sim/N&ao)
Inibidor do CYP1A2 Sim N&o Sim Sim Sim Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
Inibidor do CYP2C19 Sim N&o Sim Sim Sim Sim Sim Categorico (Sim/Nao)
Inibidor do CYP2C9 Sim Sim Sim Sim Sim Sim N&o Categorico (Sim/N&o)
Inibidor do CYP2D6 N&o N&o Nao N&o Nao N&o Nao Categorico (Sim/N&o)
Inibidor do CYP3A4 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Categorico (Sim/N&o)
Excrecéo
Depuragéo total 0,03 -0,05 -0,09 -0,11 -0,22 -0,11 1.18 Numeérico (log mL/min/kg)
Substrato renal de OCT2 N&o N&o Nao N&o Nao N&o Sim Categorico (Sim/Nao)
Toxicidade
Teste de AMES Sim Sim Sim Sim Sim Sim Na&o Categorico (Sim/N&o)
Dose maxima tolerada 0,58 0,47 0,53 0,52 0,57 0,68 -0,95 Numérico (log mg/kg/day)
Inibidor de hERG | N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o Categorico (Sim/N&o)
Inibidor de hERG I Sim Sim Sim Sim Sim Sim N&o Categorico (Sim/N&o)
Toxicidade oral aguda em 2,53 2,69 2,67 2,68 2,56 1,66 2.54 Numeérico (mol/kg)
camundongos
Toxicidade oral crénica em 111 1,17 0,94 0,92 1,64 0,74 1.39 Numérico (log mg/kg_bw/day)
camundongos
Hepatotoxicidade N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o Categorico (Sim/N&o)
Sensibilizagdo cutanea N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o Categorico (Sim/N&o)
Toxicidade em T. Pyriformis 0,29 0,28 0,29 0,29 0,28 0,30 1.45 Numeérico (log pg/L)
Toxicidade aguda -0,99 -1,78 -1,63 -1,78 -1,4 -1,18 1,858 Numeérico (log mM)

Fonte: a autora (2022).

Os resultados da Tabela 1 mostram o perfil in silico de absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade para os compostos tiazois
testados e para o praziquantel (PZQ). Considerando a absor¢cdo, o primeiro
parametro avaliado foi a solubilidade em agua (LogS). A baixa solubilidade de
diferentes compostos em sistemas aquosos é um problema para o
desenvolvimento de formulagdes e para a sua absorc¢éo pelo organismo (Daoud
et al., 2021; Kumar et al., 2021). Para que um farmaco seja absorvido, €

necessario que parte dele seja solivel em solucdes aquosas (Pires et al., 2015).
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Assim, os valores de solubilidade (LogS) podem ser classificados de acordo com
a seguinte escala: insoltvel < -10 < pouco soluvel < -6 < moderado < -4 < solavel
< -2 < muito soltvel < 0 (Daoud et al., 2021; Kumar et al., 2021; Pires et al.,
2015). Os resultados mostraram que os compostos PBT1, PBT3, PBT4, PBT5 e
PBT6 foram classificados como pouco soluveis. Enquanto o PBT2 e o PZQ foram

classificados como moderadamente sollveis.

As células extraidas do adenocarcinoma do célon humano (Caco-2) tém
sido utilizadas em ensaios biologicos para avaliar a permeacédo e absorcao de
farmacos na mucosa intestinal humana (Daoud et al., 2021; Kumar et al., 2021;
Pires et al., 2015). Portanto, diferentes compostos podem ser classificados como
mal absorvidos (<1,10 ¢ cm-s - 1), moderadamente absorvidos (1 e 10. 10" ¢ cm-s
-1) e bem absorvidos> 10. 10" ¢ cm-s" %) (Pires et al., 2015). Os resultados
mostram que todos 0s compostos podem ser considerados como pouco

absorvidos. O PZQ foi considerado moderadamente absorvido.

Os compostos PBT1, PBT2, PBT3, PBT4, PBT5 e PZQ apresentaram
uma porcentagem de absorcao intestinal superior a 90%, com excecdo do
composto PBT6 que apresentou uma porcentagem de 89,81%. Em relacdo a
permeabilidade cutanea, todos os compostos e o praziquantel apresentaram alta
permeabilidade (logKp < -2,5) (Pires et al., 2015).

Por fim, os compostos e o PZQ foram avaliados como potenciais
substratos ou inibidores da glicoproteina p. Essas proteinas funcionam como
uma bomba de efluxo contra xenobibéticos, protegendo o organismo da acdo de
diferentes drogas (Daina et al., 2017; Daoud et al., 2021; Kumar et al., 2021;
Pires et al., 2015). Todos os compostos e o PZQ foram classificados como
potenciais substratos para as glicoproteinas p. No entanto, em relacdo as p-
glicoproteinas | e Il, os compostos foram classificados como inibidores, enquanto

0 PZQ néo foi considerado inibidor das p-glicoproteinas | e Il.

Em relacéo a distribuicdo, o primeiro parametro avaliado foi o volume de
distribuicdo. Os compostos apresentaram diferentes valores de volume de
distribuicdo (VDss). Os compostos PBT1, PBT2, PBT3, PBT4 e PBT5
apresentaram VDss (log VDss) 0,45, tendo uma maior tendéncia a serem

distribuidos nos tecidos. Além disso, foi observado que todos os compostos
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testados e 0 PZQ apresentaram uma baixa fracdo nao ligada as proteinas. Essa
fracdo livre mostra maior interagdo com o alvo bioldgico (Daina et al., 2017,
Daoud et al., 2021; Kumar et al., 2021).

Em relacdo a permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE), os
compostos PBT2, PBT3, PBT4 e PBT5 tendem a ser mal distribuidos para o
cérebro (logBB < -1), por outro lado, os compostos PBT1, PBT6 e PZQ podem
ter uma distribuicio moderada. Além disso, todos os compostos e 0 PZQ tém a
capacidade de penetrar no sistema nervoso central (log PS > -2).

O metabolismo foi avaliado pelo citocromo P450, uma superfamilia ampla
e diversificada de proteinas responséaveis pelo metabolismo de muitos farmacos
(Daina et al., 2017; Pires et al., 2015). Todos os compostos e o PZQ foram
classificados como ndo-substratos do CYP2D6 e foram considerados substratos
do CYP3A4. Além disso, os compostos podem ou nao inibir diferentes isoformas
do citocromo P450. Para as isoformas CYP1A2 e CYP2C19, apenas 0 composto
PBT2 ndo atua como inibidor. Contudo, para as isoformas CYP2C9 e CYP3A4,
todos os compostos foram inibidores, apenas o praziquantel nao foi inibidor de
ambas isoformas. Por fim, em relagéo a isoforma CYP2D6, todos 0os compostos

e 0 PZQ néo apresentaram atividade inibitéria dessa isoforma.

Ao nivel da excrecdo, os compostos apresentaram valores baixos de
depuracédo total e ndo foram substratos do transportador de cétions organicos
tipo 2, um transportador de captacdo renal. Este desempenha um papel
importante na disposicdo e depuracdo renal de farmacos e compostos
endogenos (Daoud et al., 2021; Kumar et al., 2021; Pires et al., 2015). No
entanto, o PZQ apresentou valores elevados de depuracdo total e foi um
substrato para o transportador de cétions organicos tipo 2.

Também foi avaliada a possivel toxicidade dos compostos em diferentes
modelos experimentais. Todos os compostos foram positivos pelo teste AMES,
indicando que podem ter potencial mutagénico (Pires et al., 2015). Por outro
lado, 0 PZQ apresentou resultado negativo para o teste. A dose terapéutica
maxima recomendada (DTMR) fornece uma estimativa da dose toxica limiar de

produtos quimicos em seres humanos. Apenas o composto PBT2 e o PZQ
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apresentaram baixa DTMR com valores inferiores ou iguais a 0,477

log(mg/kg/dia).

Os compostos e 0 PZQ foram classificados como nao inibidores da hERG
l,j& para o hERG II, todos os compostos foram classificados como inibidores, ao
contrario do PZQ (néo inibidor). Além disso, os compostos e o PZQ foram
classificados como ndo hepatotoxicos e ndo promoveram o0 aumento da
irritabilidade cutanea. A toxicidade oral aguda em ratos (DL50) variou de 1,66 a
2,69 mol/kg. A toxicidade oral cronica apresentou variedade de valores de 0,74
a 1,64 log mg/ kg bw/dia para os compostos e 0 PZQ. Além disso, os compostos
testados e o PZQ foram capazes de mostrar toxicidade contra T. pyriformis (log
pug/L > -0,5). Contudo, no ecotoxicolégico, todos os compostos tiazois
apresentaram uma toxicidade elevada (Log CLso < -0,3). O PZQ, por outro lado,

apresentou baixa toxicidade (Log CLso > -0,3).

Os compostos tiazois também foram analisados de acordo com o grafico
Radar de biodisponibilidade (Fig. 2) gerado pela plataforma SwissADME, que
correlaciona tamanho da molécula, flexibilidade, solubilidade, lipofilicidade,
saturacdo e polaridade. A area rosa delimita as condicbes ideais de
biodisponibilidade para a administracdo de um farmaco por via oral (Daina et al.,
2017). Como pode ser observado nos graficos da Fig. 2, a maioria dos
compostos parece ser excelente para a biodisponibilidade oral, uma vez que
todos os parametros avaliados estdo dentro da area rosa, que corresponde aos
padrdes ideais de biodisponibilidade (1 violagdo). O composto PBT2 apresentou
valores de insolubilidade e polaridade superestimados (2 violagdes), ou seja, fora
da area de um perfil desejavel, indicando que o composto ndo possui um bom
perfil de biodisponibilidade, no entanto, o PZQ apresentou um bom perfil de
disponibilidade oral. Estes resultados mostram que 0os compostos avaliados tém

potencial para serem utilizados por via oral.
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Figura 2. Andlise da biodisponibilidade: graficos radar para os compostos, PBT-01 (A), PBT-02
(B), PBT-03 (C), PBT-04 (D), PBT-05 (D) e PBT-06 (E) respectivamente.

A LpPo B LIPO c uPoO D LIPO

SIZE FLEX SIZE FLEX SIZE FLEX

POLAR  INSATU POLAR  INSATU POLAR INSATU
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POLAR
INSATU POLAR  ysaTu POLAR

g oL INSOLU

Legenda: LIPO (lipofilicidade)= XLOGP3; SIZE (tamanho da molécula); POLAR (polaridade)=
TPSA; INSOLU (insolubilidade); fracdo de carbonos em sp3; FLEX (flexibilidade).

3.2. Resultados da atividade citotoxica em células de mamiferos promovida por

compostos tiazois

A avaliacdo da citotoxicidade em células de mamiferos € um passo
importante para a descoberta de novos candidatos a farmacos com acao
antiparasitaria (Danso-Appiah et al., 2013; Langenberg et al., 2020). E esperado
que estes compostos apresentem menor citotoxicidade contra células de
mamiferos e maior citotoxicidade contra células de diferentes parasitas (Villiers
e Egan, 2009; Caffrey e Secor, 2011; LoVerde et al., 2021).

A Fig. 3 mostra os resultados da atividade citotoxica promovida pelos
compostos tiazois avaliados contra macrofagos RAW.264.7, fibroblastos V79,
células Vero e células hepaticas HepG2, respetivamente, em diferentes
concentracdes. As curvas foram tracadas por concentracdo de composto versus

viabilidade celular. Os resultados obtidos por todas as curvas da Fig. 3 mostram
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gue o aumento da concentracdo dos compostos foi capaz de promover uma

diminuic&o da viabilidade celular.

Figura 3. Citotoxicidade promovida pelos compostos frente a células de macréfagos RAW.264.7

(A), fibroblastos V79 (B), células Vero (C) e células hepaticas HepG2 (D) respectivamente.
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Fonte: A autora (2022)

Perfil semelhante foi obtido por Santos et al. (2016), Sa ' et al. (2017) e
Queiroz et al. (2020), avaliando o efeito citotoxico de compostos tiazois frente a
diferentes células de mamiferos. A partir das curvas foi possivel determinar os
valores de IC50 para cada um dos compostos contra os diferentes tipos de

células.
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Tabela 2. Citotoxicidade dos compostos, expressos em CC50 (capacidade de inibicdo
do crescimento em 50%), obtidos pelos compostos contra células macrofagicas
RAW.264.7, fibroblastos V79, células Vero e células hepaticas HepG2, em
comparacdo com o padréo praziquantel, respetivamente.

Compostos Macrofagos Fibroblastos Células Vero HepG2
RAW.264.7 (V79) CC50
CC50 (uM) CC50 (uM) CC50 (um) (uM)
PBT-01 > 400 > 400 > 400 > 400
PBT-02 107.05 140.01 + 161.88 + > 400
PBT-03 > 400 > 400 > 400 > 400
PBT-04 207.34 = 24891 + 232.79 £ > 400
PBT-05 218.78 = > 400 > 400 > 400
PBT-06 > 400 > 400 > 400 > 400
PQz 74.30 = 102.17 116.45 + >400

Fonte: A autora (2022)

A tabela 2 apresenta os resultados de IC50 (concentragéo de inibicao de
crescimento de 50%) para cada um dos compostos. Os resultados mostram que
0s compostos apresentaram diferentes resultados de IC50. Para as células
macrofagicas RAW.264.7, apresentaram valores entre 107,05 e valores
superiores a 400 puM. Para os fibroblastos, valores entre 140,01 e valores
maiores que 400 uM, células Vero de 161,88 a valores maiores que 400 uM e
para as células HepG2, apesar de ser um hepatoma, possuem propriedades
fisiolégicas semelhantes aos hepatocitos, ndo foram citotdxicas nas
concentracfes avaliadas (CC50 > 400 uM) (Padalino et al., 2021). Todos os
compostos PBT foram menos toxicos do que o PZQ (valores CC50 mais
elevados). Os tiaz6is sdo uma classe de compostos altamente versateis e que
podem promover diferentes atividades biologicas (Gupta e Kant, 2013; GUmus,
et al. 2019). Essa versatilidade esta diretamente relacionada a sua estrutura

guimica (Gupta e Kant, 2013).

Diferentes valores de CC50 promovidos pelos tiazbis contra diferentes
células sdo encontrados na literatura. Santos et al. (2016), avaliando diferentes
compostos tiossemicarbazona e 1,3-tiazol, obtiveram valores de CC50 variando
de 6,50 a 182,57 uM. Além disso, os autores verificaram que os compostos 7h e
10j ndo foram citotoxicos contra células macrofagicas J774.Al. Alianca et al.
(2017), avaliando derivados ftalimidotiazois, obtiveram valores de CC50 variando
de 112,9 a 1582,9 uM contra células macrofagicas. Salehi et al. (2013) relatados

para células de fibroblastos NIH-3T3 com valores de CC50 variando de 22,1 a
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valores superiores a 100 pM. Borkova et al. (2017) obtiveram valores de CC50
variando de 15,7 a valores superiores a 50 para duas linhas celulares de
fibroblastos, MRC-5 e BJ. Alianca et al. (2017) obtiveram CC50 variando de 48,8
a 883,8 uM avaliando derivados de ftalimidotiazol contra células Vero. S' a et al.
(2015) verificaram que os derivados tiazois avaliados ndo foram capazes de
promover citotoxicidade nas concentracbes avaliadas contra células
macrofagicas e células Vero (CC50 > 100 uM). Algahtani e Bayazeed (2021)
obtiveram valores de CC50 variando de 6,78 a 40,33 uM contra células HepG2
e Gali et al. (2014) obtiveram valores de CC50 variando de 13,92 a 117,78 pM

também para células HepG2.

Para além dos ensaios de citotoxicidade em diferentes linhas celulares,
foi também realizada a atividade hemolitica in vitro. Os ensaios de hemolise tém
como objetivo avaliar se os compostos avaliados podem promover danos na
membrana dos eritrécitos. A Fig. 4 apresenta os resultados em porcentagem de
hemdlise promovida pelos compostos em diferentes concentrages. O Triton-X
apresentou 100% de hemodlise.

Figura 4. Resultados de atividade hemolitica em diferentes concentragdes promovidas pelos

compostos tiazois. Controle 1 (apenas meio de cultura) e controle 2 (praziquantel a uma
concentracéo de 400 puM).
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Os resultados mostram que as porcentagens de hemdlise promovidas
pelos compostos e pelo PZQ foram inferiores a 10%, indicando que esses
compostos ndo sdao hemoliticos. Resultados semelhantes foram obtidos por Li et
al. (2016), Queiroz et al. (2020) e Yang et al. (2022) que, avaliando o efeito
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hemolitico de compostos tiazois, observaram valores de hemdlise inferiores a
10%. Malheiros et al. (2000) e Brito et al. (2001) obtiveram resultados de
hemolise inferiores a 6% para o PZQ em concentracfes que variaram de 1500 a

4500 uM, respetivamente.
3.3. Atividade esquistossomicida in vitro

3.3.1. AlteragOes na motilidade e mortalidade de casais de vermes adultos de

S. mansoni

A Tabela 3 mostra os escores de motilidade de casais de vermes adultos
de S. mansoni incubados em PBT2, PBT5 e PBT6 apos 3, 6, 12 e 24 h. Por outro
lado, os compostos PBT1, PBT3 e PBT4 ndo apresentaram alteracbes na
mobilidade nas primeiras 24 h de observacdo. Os resultados da Tabela 3
mostram que, para o controlo positivo PZQ 10 uM, apés 3 h de incubacéo, 100%
dos vermes apresentavam uma motilidade de 0. Os grupos de controlo negativo,
incubados em meio RPMI 1640 suplementado (controlo 1) e em meio RPMI 1640
suplementado com 1% de DMSO (controlo 2), ndo apresentaram diferencas na
motilidade. Estes vermes continuaram a apresentar movimentos tipicos na
pontuagcdo 3, como 0 movimento das ventosas e a sua adesao ao lado ou ao
fundo da placa de Petri, para além de apresentarem peristaltismo dos 6rgéos

internos.

Assim, os vermes incubados no controle, 2 foram escolhidos para o
controlo negativo da motilidade. Apds 3 h de incubacdo, 100% das minhocas
incubadas em PBT2 e PBT5 a 200 pM apresentaram uma pontuagdo de O,
mostrando uma auséncia total de movimento. As 6 h de exposicdo aos
compostos tiazois, observou-se 100% de mortalidade na concentracédo de 100
UM nos compostos PBT2 e PBT5, enquanto no PBT6 25% das minhocas foram
avaliadas no score 0 e 75% no score 1. Em 12 h de exposi¢do, 100% das
minhocas incubadas a 50 pM de PBT2 e PBT5 estavam no escore 1,
apresentando movimento apenas nas extremidades, enquanto 100% da
mortalidade foi alcancada na concentracéo de 200 uM de PBT6, além da reducéo
da motilidade para o escore 1 de 100% das minhocas na concentracao de 100
MM. Durante 24 h de exposicao, 81,25% dos vermes na concentracao de 100 uM

apresentaram mortalidade.
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A tabela 4 mostra as alteracdes da motilidade entre 24 h e 120 h para as
seis concentracOes testadas. Apés 48 h de exposicao, verificou-se uma reducao
da motilidade para o score 1 de 100% dos vermes na concentracdo de 200 uM
de PBT1 e PBT4 e a 50 uM de PBT2, enquanto o numero de mortalidade em
100 uM de PBT6 aumentou para 87,5%.

Em 96 h de exposicédo, 87,5% dos vermes incubados em 200 uM de PBT1
apresentaram escore 0. Ao final do experimento, em 120 h de exposi¢ao, ocorreu
100% de mortalidade nos casais de vermes adultos em PBT1 incubados em 200
KM, além disso, observou-se 62,5% de mortalidade na concentracdo de 50 uM
de PBT2 e 12,5% na concentracdo de 200 uM de PBT3. O medicamento PBT4
nao causou mortalidade em nenhuma das concentracdes testadas durante o

periodo de 120 horas.
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Tabela 3. Escore de motilidade de vermes adultos controle, tratados com Praziquantel (PQZ -10 pM) ou com derivados tiazois (PBT-02, PBT-05 e PBT-06) apds 3, 6, 12 e 24 h de incubacéo.

Média + desvio-padrdo (DP) e percentagem de vermes (%) dos escores de motilidade apos a incubagdo

Grupos 3h 6h 12h 24h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 1 - - 16 £ 0.0 - - 16+0.0 - - - - 16 £ 0.0 - - 16 £0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
Controle 2 - - 16+ 0.0 - - - 16+£00 - - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
PZQ - 13+1.41 3=+141 - 1+0.7 15+x141 - - - 10+282 6+2.82 - - 15+00 1x0.7 - -
10 uM (81.25%) (18.75%) (6.25%) (93.75%) (62.5%) (37.5%) (93.75%  (6.25%)
PBT-02 - - - - - - - - - - - - - - - - -
200 UM 16 £0.0 - - - 16+ 0.0 - - - - 16+0.0 - - - 16 +0.0 - - -
(100%) (100%6) (100%) (100%)
100 M 14+282 2+2.82 - - 16+ 0.0 - - - - 16+0.0 - - - 16 £0.0 - - -
(87.5%) (12.5%) (100%0) (100%0) (100%)
50 UM - - 16 +0.0 - - 4+141 12+4.24 - - - 16 +0.0 - - - 13+1.41 3+141 -
(100%) (25%)  (75%) (100%) (81.25%) (18.75%)
25 UM - - - 16 +£0.0 - - 16 £0.0 - - - - 16 +£0.0 - - - 16 £0.0 -
(100%) (100%) (100%) (100%)
12,5 uM - - - 16+ 0.0 - - - 16+00 - - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0
) (100%) (100%) (100%) (100%)
6.25UM - - - 16+ 0.0 - - - 16+00 - - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0
' (100%) (100%0) (100%) (100%)
PBT-05 - - - - - - - - - - - - - - - - -
200 UM 16 £0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - - 16+0.0 - - - 16 £ 0.0 - - -
(100%) (100%) (100%) (100%)
100 pM 13+2.28 3+282 - - 16 £ 0.0 - - - - 16+£0.0 - - - 16 £ 0.0 - - -
(81.25%) (18.75%) (100%) (100%) (100%)
50 UM - - 16 £ 0.0 - - 4+00 12%£0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - -
(100%) (25%) (75%) (100%0) (100%)
25 UM - - - 16+ 0.0 - - 16 £0.0 - - - - 16+ 0.0 - - - 16 £0.0 -
(100%) (100%) (1009%0) (100%)
12.5 uM - - - 16 £ 0.0 - - - 16+0.0 - - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £0.0
: (100%) (100%) (100%) (100%)
- - - 16 £ 0.0 - - - 16+£00 - - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)

6.25uM
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PBT-06 - - - R - - - R - - - - - - - - - - R
200 UM - - - 16+00 - 4+0.0 12+0.0 - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0 - - -
(100%) (25%)  (75%) (100%) (100%)
100 M - - - 16+0.0 - - 16 0.0 - - - - 16 0.0 - - - 13+141 3+141 - -
(100%) (100%) (100%) (81.25%) (18.75%)
50 uM - - - 16+0.0 - - - 4+141 12+2.82 - - 2+141 14+141 - - - 16 + 0.0 - -
(100%) (31.25%) (68.75%) (12.5%) (87.5%) (100%)
25 UM - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0 - - - 16 0.0 - - - 10+4.24 6+4.24 -
(100%) (100%) (100%) (62.5%) (37.5%)
125 uM - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0 - - - 4+141 12+4.24
: (100%) (100%) (100%) (25%) (75%)
6.25,M - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0 - - - - 16 0.0
' (100%) (100%) (100%) (100%)

Nota: Valor médio de 16 vermes (8 casais). Experimento em quadruplicata, totalizando 32 casais de vermes adultos por concentracao.

Escore 3 = apresentam movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos érgéos internos, ventosas em movimento, aderindo ao fundo ou laterais da placa de cultura.

Pontuagao 2 = apresentam movimentos reduzidos em todo o corpo e peristaltismo dos 6rgdos internos e ventosas.

Escore 1 = apresentam movimentos apenas nas extremidades ou em uma das extremidades (regides anterior e/ou posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgaos internos e ventosas nao
aderidas.

Pontuagao 0 = auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracdes de coloragéo.

Fonte: A autora (2021).



Tabela 4. Pontuagéo da motilidade de vermes adultos de controle, tratados com Praziquantel (PQZ -10 uM) ou com compostos de tiazéis (PBT1 - PBT6 (200 - 6,25 pM)) apés 24 - 120 h de incubacgéo.
Porcentagem (%) de vermes nos scores de motilidade apds incubacé&o

Gru pos 24h 48h 72h 96h 120h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 1 - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0 - - - 16+0.0 - - - 16 £0.0
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Controle 2 - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
PZQ 15+0.0 1+0.7 - - 16 £0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - -
10 uM (93.75%) (6.25%) (100%) (100%) (100%) (100%)
PBT-01
200 M - - - 16 £ 0.0 - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - 14+2.82 2+0.0 - - - 16+0.0 - - -
(100%) (100%) (100%) (87.5%) (12.5%) (100%)
100 uM - - - 16+0.0 - - 6+1.41 - - 4+141 10+2.82 2+0.0 - 16+0.0 - - - - 16+0.0 - -
(100%) (37.5%) (31.25%) (62.5%) (12.5%) (100%) (100%)
50 UM - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0 - - 9+424 7+282 - 9+424 7+282 - - - 13+5.65 3+1.41 -
(1009%) (100%) (56.25%) (43.75%) (56.25%) (43.75%) (81.25%) (18.75%
25 UM - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - 6+1.41 10+1.41 - - 16 £ 0.0 - - -- - 16 £ 0.0 -
(100%) (100%) (37.5%) (62.5%) (100%) (100%)
12.5 uM - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - 16+0.0 - - - 16+0.0 -
: (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
6.25 uM - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0 - - - 16 £0.0 - - 16 £0.0 - - - - 16 +0.0 -
: (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
PBT-02
200 uM 16+0.0 - -- - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - - 1600 - - -
(100%) (100%) (100%) (100%) (1009%)
100 pM 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - - 16+£0.0 - - -
(100%) (100%) (100%) (1009%) (100%)
50 UM - 13+1.41 3+1.41 -- - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 10+282 6%1.41 - -
(81.25%) (18.75%) (100%) (100%) (100%) (62.5%) (37.5%)
25 uM - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 4+1.41 12+2.82 -
(100%) (100%) (100%) (100%) (25%)  (75%)
12.5 UM - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - 16+0.0 - - - - 16 £ 0.0
: (100%) (100%) (100%) (100%) (1009%)
6.25 uM - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - 16+0.0 - - - - 16+0.0
: (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
PBT-03
200 uM - - - 16+0.0 - - 16 £0.0 - - 16 £0.0 - - - 16 +0.0 - - - 2+00 14+282 - -
(1009%) (100%) (100%) (100%) (12.5%) (87.5%)

100 uM - - - 16 £0.0 - - 16 £ 0.0 - - 16 £ 0.0 - - - 16 £ 0.0 - - - - 16 £ 0.0 - -
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1009
S0 uM ) 1(6 + (fg) R (100%)
. (100% 9+212 7+28
ZoHM 16+ 0.0) - (56.25%) (43.750/5) ) 1600 - (100%)
12.5 uM ) - 1&-,120%) h 16+0.0 ; (100%) ’ - 16+00 - ) (100%)
= £ 0.0 - (100%) - 1600 ) (100%) 16£00 - ]
(100%) - 16 + 0.0 i (100%) - - 16+00 - (100%)
6.25 M - - 16400 (100%) - 1611 (g_o ) ) (100%) - 9+424 7+2.82
PBT-04 (100%) - 16%00 ) ( 0)0/" 1?13(‘)30-/3 - | (56:25%) (13.75%)
(100%) - 16 +0.0 ) (10_0 00/.0
200 pM - - 16400 (100%) . - 16 £0.0 - 0)
100 uM ; . (100%) ) 16 +0.0 ) (100%) - - 16400
16+ 0.0 ) (100%) ) 16+0.0 - (100%)
50 UM ; . 1(2303%) - 16 £ 0.0 . (100%) ; 16+00 - )
+0.0 _ (100%) 10+ 4.24 6+2.82 (100%) 16 £ 0.0 i ]
25 pM - . 1(:303%) - 16 + 0.0 i (62.5%) (37.5%) 16+0.0 - i (100%)
+0.0 - (100%) 9212 74282 ) (100%) 16400 - )
12.5 uM - ; 1(é0+0‘(’f)) - 16 +0.0 ) (56.25%) (43.75%) - 1600 - (100%)
(10—00/-0 - ) (100%) 531 141 11£0.0 (100%) 124212 4+141 -
6.25 uM - ; 1o Oog) 16 +0.0 ) (31.25%) (68.75%) - 16 £ 0.0 B (75%)  (25%)
PBT-05 (100% - ] (100%) - 16%00 . ] (100%) Y 6a00 -
0) 16+0.0 i (100%) - 16 £0.0 (100%)
200 Cooo OO - 16200 (100%) ) - 1600
(100%) - 16+ 0.0 (100%) ) - 16200 (100%)
100 uM 1?()10 00 - ) (100%) ) - 16 +0.0 (100%) . o
50 uM were 16£0.0 %EO%%? ; - 1(61;03 go) ) 1600 - ] (100%)
0os - 00 . (100%) - i
25 ) (100%) - . i (100%) . 16 £0.0 i i -
H - ] 3:1.41 ) (100%) - )
12.5uM ] ) ) 16 £0.0 . (18.75%) (87.25%) ) 6+2.82 10+4.24 - ) i -
16+ 0.0 . (100%) - ) ) (37.5%) (62.5%) 10+282 6+282 -
el ioz00 i A S G |
+0. ) b - 16 +0.0 ) 0%) +141 814 )
PBT-06 (100%) 16 +0.0 } (100%) - - 16+ 0.0 (50%) (50%)1
200 Lo 100%) - 16200 - (100%) i - 1600
(100%) ) 16 +0.0 (100%) ) - 16 +0.0 (10_00/')
100 uM 13+1.41 3+141 (100%) i - 16+ 0.0 (100%) R i o 000
(81.25%) (18.75%) ; 142382 2+1.41 (100%) ’ - 16+0.0 (100%)
50 uM - 16 £ 0.0 (87.5%) (12.5%) ) - 16+ 0.0 (10—0%) - } i
(100%) ) 1£1.41 15+1.41 . (100%) i - 16 + 0.0 - - .
25 uM - 10+4.24 6+424 - (6.25% (93.75%) ) 6+1.41 10+141 (100%) ) - -
(62.5%) (37.5%) - 124282 4+1.41 ) (37.5%) ' ) - 34282 04+243 - - - ]
(25%) - 13+141 3+141 - (43.75%) (56.25%) ’ 10+141 6+1.41
(100%) 16+00 -
(100%) i
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125 M - - 4£141 12+424 - - 16 +0.0 - - - - 16+0.0 - - - 16+00 - - 6+1.41 10+1.41
: (25%)  (75%) (100%) (100%) (100%) (37.5%) (62.5%)
6.25 UM - - - 16 £0.0 - - 16 0.0 - - - - 16+£0.0 - - - 1600 - - - 16 £0.0
' (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Nota: Valor médio de 16 vermes (8 casais). Experimento em quadruplicata, totalizando 32 casais de vermes adultos por concentragao.

Escore 3 = apresentam movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgados internos, ventosas em movimento, aderindo ao fundo ou laterais da placa de cultura.

Pontuagdo 2 = apresentam movimentos reduzidos em todo o corpo e peristaltismo dos 6rgéos internos e ventosas.

Escore 1 = apresentam movimentos apenas nas extremidades ou em uma das extremidades (regides anterior e/ou posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgaos internos e ventosas ndo aderidas.
Pontuacédo 0 = auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracdes de coloracao.

Fonte: A autora (2021).
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3.3.2. Resultados dos testes de citotoxicidade dos compostos contra casais de vermes

adultos de S. mansoni

A viabilidade celular dos casais de vermes adultos de S. mansoni foi avaliada
apos 120 h de exposicdo aos seis compostos tiazois. Observou-se que houve
reducbes estatisticamente significativas, P < 0,0001, quando comparadas com o
grupo C2, especialmente para os compostos PBT2, PBT5 e PBT6. As Figs. 5 e 6
mostram os resultados de viabilidade em funcdo da concentragdo para 0s compostos

avaliados.

Os resultados apresentados nas Figs. 5 e 6 mostram que a viabilidade celular
dos casais de S. mansoni diminui com o aumento da concentragdo. Um perfil
semelhante foi obtido por Oliveira et al. (2018), Pereira et al. (2019) e Barbosa et al.
(2019), que examinaram a viabilidade de vermes de S. mansoni tratados com

diferentes compostos tiazois.

Figura 5. Viabilidade celular de casais de Schistosoma mansoni tratados com Praziquantel (PQZ - 10
MM) e com derivados tiazéis (PBT-01, PBT-02 e PBT-03) ap6s 120 h de incubagéo. C1: grupo de casais
de vermes incubados em meio RMPI. C2:grupo de casais de vermes incubados em meio 1% de DMSO
em RPMI.

0.6
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C1 C2 PZQ200 100 50 25 12.56.25200 100 50 25 12,56,25200 100 50 25 12,56,25
1 J L J ! J

Viability (550 nm)

T T T
PBT-01 PBT-02 FBT-03

Fonte: A autora (2022).
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Figura 6. Viabilidade celular de casais de Schistosoma mansoni tratados com praziquantel (PQZ - 10
MM) e com derivados tiazois (PBT-04, PBT-05 e PBT-06) apds 120 h de incubacédo. C1: grupo de casais
de vermes incubados em meio RMPI. C2:grupo de casais de vermes incubados em meio 1% de DMSO

em RPMI.
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Fonte: A autora (2022).

A partir dos resultados obtidos, foi possivel determinar o IC50 (concentracao
capaz de inibir o crescimento do parasita em 50%). A tabela 5 apresenta os resultados
de IC50 e indice de seletividade promovidos pelos compostos tiazois. Os resultados
apresentados na tabela 5 demonstram que 0os compostos apresentaram valores de
IC50 que variaram de 36,7 a valores superiores a 200 pM. Esses valores foram
classificados utilizando uma escala adaptada proposta por Debbert et al. (2021) e
Padalino et al. (2021), respetivamente. Os compostos foram classificados como ativos
agueles com valores de IC50 < 50 uM, moderadamente ativos com valores variando
de 50 a 100 uM e inativos aqueles compostos com valores maiores que 100 pM.
Assim, os compostos PBT5, PBT2, PBT6 e PBT3 foram considerados ativos e 0s

compostos PBT1 e PBT4 foram considerados inativos.

Tabela 5. Resultados de IC50 (inibicdo do crescimento em 50%) e indice de seletividade promovido

pelos compostos tiazdis comparados ao praziquantel.

Composto Casais adultos ICso em UM SPi2 SIP Sl S|
PBT-01 166.7+ 5.0 >2.87 >2.87 >2.87 >2,87
PBT-02 39.21+1.0 2.71 3.57 412 >11,06
PBT-03 4592 +0.5 >9.67 >9.67 >9,67 >9,67
PBT-04 >200 <1.0 <1.2 <1,16 >2,0
PBT-05 36.7+0.4 5.96 >12.55 >12,55 >12,55
PBT-06 42.85+ 0.2 9.35 >11.52 >11,52 >11,52
PQZ 0.1+ 0.01 896.5 1184.3 1440,4 6491,8

indice de seletividade (SI) em relacdo das células de mamiferos:
aMacrdfagos RAW.264.7; PFibroblastos (V79); ¢Células Vero; ‘HepG2.
Fonte: A autora (2022).
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Entre os compostos ativos, todos apresentaram um indice de seletividade
inferior ao do farmaco PZQ, mas apresentaram valores de IC50 promissores para
serem selecionados como novos candidatos a farmacos. O aumento da atividade
biologica promovida pelos tiazois esta4 diretamente relacionado com a estrutura
quimica, sendo descritos na literatura como potenciais compostos que apresentam
atividade esquistossomicida. Oliveira et al. (2018), avaliando o efeito de compostos
ftalimidotiazois contra vermes adultos de S. mansoni , obtiveram valores de IC50
variando de 138,09 a 302,97uM. Miranda-Filho et al. (2020) também avaliaram os
efeitos de compostos ftalimidotiazéis contra vermes adultos de S. mansoni e
obtiveram valores de IC50 variando de 49,36 a 114,18uM. Santiago et al. (2014),
avaliando compostos de tiossemicarbazona e tiazol, obtiveram valores de IC50

variando de 19,97 a 84,13 uM contra vermes adultos de S. mansoni .

3.3.3. Resultados da analise ultraestrutural dos compostos contra casais de vermes

adultos de S. mansoni.

As alteracfes degenerativas nos tegumentos dos vermes adultos dos parasitas
S. mansoni sdo Uteis para elucidar o mecanismo de agdo dos compostos testados,
pois representam um importante alvo bioldgico na busca de novas alternativas para o
tratamento da doenca (Rocha et al. 2022). O tegumento cobre a superficie dos
parasitas, portanto a fisiologia da membrana superficial e a integridade do tegumento
sao fundamentais para o desenvolvimento desses parasitas. Estas estruturas
desempenham funcdes essenciais de imunidade e absorcao de nutrientes (Bertao et
al., 2012; Pereira et al., 2015; Araujo et al., 2019; 2020a; 2020b). Com o objetivo de
verificar as alteracdes superficiais e ultraestruturais dos vermes adultos tratados com

PBT2 e PBT5, os parasitas foram preparados e analisados por microscopia.
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Figura 7. (A-D) Imagens SEM de vermes adultos de S. mansoni néo tratados apds 24 h de observacéo.
(A) Ventosa oral (OS) e ventral (VS) de verme fémea adulto. (B) Fissuras paralelas (FI) e espinhos (C)
do canal ginecéforo (GC) do verme macho adulto (D) Tubérculos (TU) com espiculas (S). Imagens SEM
de S. mansoni tratado com praziquantel (10 uM) apés 24 h de observagao. (E-F e G) Vermes mostrando
corpo contorcido (seta). (H) Danos severos ao tegumento, com o aparecimento de bolhas de rutura
(BU) com perda de espiculas.

Fonte: A autora (2022).

O tratamento de vermes adultos de S. mansoni com os compostos PBT2 e
PBT5 levou a alteracbes degenerativas no tegumento. Fig. 7 (A - D) mostra a
superficie topografica de parasitas adultos fémeas e machos do controlo negativo

apos 24 h, quando todos os parasitas estavam vivos.

A observacdo do corpo da fémea mostra que a ventosa oral e as ventosas
ventrais tém tubérculos, espinhos ou papilas sensoriais (Fig. 7A) e fissuras dispostas
paralelamente aos espinhos (Fig. 7B). Os parasitas machos apresentam uma

disposicéo paralela normal das suas pregas, um corpo longo com um canal ginecoforo
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normal (Fig. 7C), apresentando tubérculos com algumas projeccdes e espiculas (Fig.
7D). Apos o tratamento com PZQ (10 uM), todos os parasitas estavam mortos apoés
24 horas. Observou-se que as superficies topograficas desses parasitas
apresentavam alguns danos, pois o corpo estava contorcido ou em forma de espiral
em machos e fémeas (Fig. 7E, F e G), com ulcerac¢des causadas pelo rompimento de

bolhas e perda de tubérculos e espiculas (Fig. 7H).

Figura 8. Imagens SEM (A-F) de vermes adultos de S. mansoni tratados com PBT2 e PBT5 (200 uM)
apos 24 h de observacgéo. (A-C) Vermes machos com extensa desintegracdo do tegumento (D),
aparecimento de erosdes (ER) e bolhas (BU), em todo o corpo. (D-F) Vermes fémeas com extensa
desintegracao do tegumento (DI) e eros@es (ER), com aparecimento e bolhas (BU), no tecido
subcutaneo (TS).

Fonte: A autora (2022).

Vérios danos ultraestruturais foram observados quando vermes adultos de
parasitas S. mansoni foram expostos ao PBT2 e PBT5 na dose de 200 uM,
caracterizados por extensa destruicdo do tegumento. Os danos causados aos
parasitas machos foram maiores, pois observa-se uma destruicao extensa em todo o
tegumento (Fig. 8A - C), com erosfes ou rupturas do tegumento proximo ao canal

ginecéforo e muitas bolhas (Fig. 8C); devido a destruicdo agressiva do tegumento. Foi
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também possivel observar a exposicdo da camada muscular e do tecido subcutaneo

destes parasitas machos (Fig. 8B).

Nas fémeas, a desintegracao de parte do tegumento e as extensas erosdes por
todo o corpo (Fig. 8D-F), bem como a descamacéao em algumas zonas (Fig. 8F), nédo
permitiram a visualizacdo das fissuras paralelas caracteristicas das fémeas, devido
ao inchaco provocado pela acdo dos compostos. A literatura relata que os tiazois sao
compostos com potencial atividade esquistossomicida, e enfatiza a destruicdo do

integumento que esses compostos podem causar.

Almeida-Junior et al. (2019) relatam os diversos danos ultraestruturais em
vermes adultos do parasita S. mansoni foram causados pela exposicdo aos
compostos indol-tiossemicarbazona e 4-tiazolidinona (200 uM), que foi caracterizada
pela extensa destruicdo do tegumento. Santiago et al. (2014) também observaram
destruicdo do tegumento pela agcdo do composto LpQM-45 em parasitos adultos de S.
mansoni na concentracdo de 80 yM em 24 h. Os autores observaram destruicao
completa de alguns tubérculos, com grande exposi¢cao da camada de tecido muscular
em parasitos machos. As fémeas apresentaram danos graves, como desintegracao
extensa do tegumento, com exposicdo e danos a camada de tecido muscular. Silva et
al. (2018) mostraram que o composto benzodioxole-4-tiazolidinonas 12 (100 uM)
apresentou desintegracdo do tegumento com formacdo de bolhas e erosdes.
Alteracbes semelhantes ocorreram com os compostos JF31 e JF43, com alteragdes
tegumentares com exposi¢ao da musculatura, formagéo de bolhas tegumentares, em
tegumentos com morfologia anormal e destruicao de tubérculos e espiculas (Rocha et
al., 2022).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresentou uma triagem para verificar o efeito biolégico do
potencial esquistossomicida de seis compostos tiazois. O estudo mostrou que estes
compostos apresentaram bons perfis farmacocinéticos, e promoveram citotoxicidade
moderada a baixa contra células de mamiferos, além de ndo serem hemoliticos. Os
ensaios antiparasitarios in vitro contra Schistossoma mansoni mostraram resultados
promissores, com destaque para 0s compostos tiazois PBT2 e PBT5, que
promoveram severa destruicdo tegumentar e formacéo de bolhas, como mostram as
imagens de MEV. Portanto, este estudo mostrou que 0s compostos avaliados podem

ser bons candidatos a farmacos esquistossomicidas.
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