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MACHADO, Arthur Lessa. Avaliacdo da Acao Esquistossomicida de Derivado
Tiazoblico PBT2, in vitro, Contra Esquistossémulos E Vermes Jovens E, in vivo,
Contra Vermes Adultos De Schistosoma mansoni. 2026. 80p. Trabalho de
Conclusdao de Curso (Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2026.

RESUMO

Diante da urgéncia por novos farmacos contra a esquistossomose, doencga tropical
negligenciada, que no Brasil possui dependéncia do praziquantel (PZQ), este estudo
investigou o potencial do derivado tiazolico PBTZ2 sintetizado no LQIT/UFPE in silico,
in vitro e in vivo, contra diferentes estadgios do Schistosoma mansoni, além da
seguranca citotoxica da molécula. As predic¢oes in silico nas plataformas SwissADME
e pkCSM indicaram que o PBT2 possui ADMET e biodisponibilidade oral satisfatérias,
validando continuidade da pesquisa in vitro e in vivo. In vitro, esquistossémulos e
vermes jovens foram incubados em meio RPMI suplementado e expostos ao PBT2
(200 a 6,25 uM) para avaliacdo da mortalidade e motilidade e o derivado demonstrou
potente atividade esquistossomicida dose-dependente contra formas imaturas. As
concentragdes de 200 e 100 puM induziram escore 0, caracterizada pela interrupgao
da motilidade corporal e do peristaltismo interno em apenas 3 horas em
esquistossdmulos e vermes jovens. A concentragado de 50 uM levou a escore 0 em 12
horas para esquistossdémulos e 24 horas para vermes jovens, enquanto a dose de 25
MM alcancou o escore 0 em 24 horas para esquistossémulos. Ensaios de MTT
confirmaram a perda de viabilidade celular nas doses de 200, 100 e 50 uM (p < 0,001),
gerando reducgdes superiores a 90% em esquistossémulos e a 80% em vermes jovens.
O CLsg estabelecido foi de 27,84 uM para esquistossdémulos e 32,85 uM para vermes
jovens. Em contrapartida, a avaliagdo em células de defesa murinas revelou baixa
toxicidade, com CCso de 193,9 uM para esplendcitos e 297,3 pM para macréfagos
peritoneais, conferindo indices de seletividade seguros de 6,96 e 5,9, respectivamente
para esplendcitos e de 9,96 e 8,44 para macrofagos peritoneais, respectivamente. Na
etapa in vivo, camundongos infectados foram tratados oralmente por 5 dias
consecutivos a partir do 452 dia poés-infeccdo. O PBT2 reduziu de forma dose-
dependente (nas doses de 200, 100 e 50 mg/kg) o numero de ovos por grama de
fezes em 75,55%, 60,91% e 56,98%, respectivamente (p < 0,001). A carga total de
vermes diminuiu em 62,31%, 45,44% e 39,65% (p < 0,001), sem distingdo entre
vermes totais e fémeas. O tratamento também afetou a carga de ovos nos tecidos,
com redugdes entre 45,79% e 36,38% (p < 0,001) no figado, e entre 57,68% e 38,60%
no intestino. Quanto ao padrao de oviposi¢cado, houve um aumento de 53,71% (p <
0,001) e 50,43% (p < 0,01) de ovos maduros nas doses de 200 e 100 mg/kg, e os
percentuais de ovos mortos no tecido intestinal foram de 19,71% (p < 0,001), 14,86%
(p <0,01) e 9,71% (p < 0,01) para as trés doses testadas. Além disso, a analise
histomorfométrica apontou que o PBT2 atenuou significativamente (p < 0,001) a
principal patogenia da doencga, promovendo uma reducao de 51,31% (200 mg/kg) e
31,75% (100 mg/kg) no volume médio dos granulomas hepaticos. Esses achados em
conjunto reforcam o potencial do PBT2 como um candidato promissor para o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas e justificam a continuidade das
pesquisas para a otimizagao de seus regimes de tratamento.

Palavras-chave: Farmaco. Esquistossomose. Quimica Medicinal. Helmintiase.
Tratamento.



MACHADO, Arthur Lessa. Evaluation of the Schistosomicidal Activity of the
Thiazole Derivative PBT2 in vitro Against Schistosomula and Juvenile Worms
and in vivo Against Adult Schistosoma mansoni Worms. 2026. 80 p. Trabalho de
Conclusdao de Curso (Graduacdao em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2026.

ABSTRACT

Given the urgent need for new drugs against schistosomiasis, a neglected tropical
disease that, in Brazil, relies heavily on praziquantel (PZQ), this study investigated the
potential of the thiazole derivative PBT2 (synthesized at LQIT/UFPE) against different
stages of Schistosoma mansoni using in silico, in vitro, and in vivo approaches, while
also assessing the molecule's cytotoxic safety. In silico predictions using the
SwissADME and pkCSM platforms indicated favorable ADMET properties and oral
bioavailability for PBTZ2, validating the subsequent continuation of in vitro and in vivo
research. In vitro, schistosomula and juvenile worms were incubated in supplemented
RPMI medium and exposed to PBT2 (200 to 6.25 uM) to evaluate mortality and motility;
the derivative demonstrated potent, dose-dependent schistosomicidal activity against
immature forms. Concentrations of 200 and 100 uM induced score 0, characterized by
the cessation of body motility and internal peristalsis, within just 3 hours in both
schistosomula and juvenile worms. A concentration of 50 uM resulted in score 0 within
12 hours for schistosomula and 24 hours for juvenile worms, while a dose of 25 uM
achieved a score of 0 within 24 hours for schistosomula. MTT assays confirmed a loss
of cell viability at doses of 200, 100, and 50 pM (p < 0.001), resulting in reductions
exceeding 90% in schistosomula and 80% in juvenile worms. The established LC50
values were 27.84 uM for schistosomula and 32.85 uM for juvenile worms. In contrast,
evaluation using murine defense cells revealed low toxicity, with CCso values of 193.9
KM for splenocytes and 297.3 uM for peritoneal macrophages, yielding safe selectivity
indices of 6.96 and 5.9 for splenocytes, and 9.96 and 8.44 for peritoneal macrophages,
respectively. In the in vivo phase, infected mice were treated orally for 5 consecutive
days starting on day 45 post-infection. PBT2 reduced the number of eggs per gram of
feces in a dose-dependent manner (at doses of 200, 100, and 50 mg/kg) by 75.55%,
60.91%, and 56.98%, respectively (p < 0.001). Total worm burden decreased by
62.31%, 45.44%, and 39.65% (p < 0.001), with no distinction made between total
worms and females. Treatment also affected tissue egg burden, with reductions
ranging from 45.79% to 36.38% (p < 0.001) in the liver and from 57.68% to 38.60% in
the intestine. Regarding the oviposition pattern, there was an increase of 53.71% (p <
0.001) and 50.43% (p < 0.01) in mature eggs at doses of 200 and 100 mg/kg, while
the percentages of dead eggs in the intestinal tissue were 19.71% (p < 0.001), 14.86%
(p < 0.01), and 9.71% (p < 0.01) for the three tested doses. Furthermore,
histomorphometric analysis indicated that PBT2 significantly attenuated (p < 0.001) the
disease's primary pathogenesis, promoting a reduction of 51.31% (200 mg/kg) and
31.75% (100 mg/kg) in the mean volume of hepatic granulomas. Taken together, these
findings reinforce the potential of PBT2 as a promising candidate for the development
of therapeutic alternatives and justify further research to optimize treatment regimens.

Key words: Drug. Schistosomiasis. Medicinal chemistry. Helminthiasis. Treatment.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma infecgao parasitaria crénica e potencialmente fatal
causada por helmintos sanguineos do género Schistosoma spp (Buonfrate et al.
2025). Classificada pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO) como uma das
principais Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs), sua ocorréncia € predominante
em paises de clima tropical e subtropical, estando intrinsecamente relacionada a
precariedade ou auséncia de saneamento basico e servicos de saude, as
desigualdades sociais e a pobreza (Filho et al., 2020). Estima-se que mais de 250
milhdes de pessoas estejam infectadas globalmente, outras 800 milhdes vivendo sob
risco de infeccao em 78 paises, resultando em aproximadamente 300 mil 6bitos todos
os anos (WHO, 2025).

Na América do Sul, o Brasil destaca-se ao concentrar mais de 90% dos casos,
sendo o Schistosoma mansoni o unico agente etioldégico (Facchini et al., 2018). No
cenario nacional, Pernambuco apresenta um quadro epidemioldgico critico, com taxa
de mortalidade e internacdo hospitalar cerca de cinco vezes superior a média
brasileira. Apenas em 2024, 1,6 mil casos foram notificados no estado (Pernambuco,
2025). Historicamente, a esquistossomose € endémica nos municipios da Zona da
Mata e do Agreste, além de recente preocupag¢do com a expansao geografica, com
registros em todo o litoral pernambucano e na Regidao Metropolitana do Recife (Gomes
et al., 2024; Pernambuco, 2025).

A patogenicidade da esquistossomose decorre da migracéo das fases imaturas
do parasito e, primordialmente, da acdo antigénica dos ovos retidos nos tecidos
hepatico e intestinal do hospedeiro definitivo, desencadeando uma inflamacéao
granulomatosa (McManus et al, 2018). No curso da infeccao ocorre
hepatoesplenomegalia, inflamacdo granulomatosa, hipertensao portal e a fibrose,
comprometendo o sistema hepatoesplénico e o trato gastrointestinal (Buonfrate et al.,
2025). Além do impacto clinico, a enfermidade impbe um expressivo custo
socioecondmico, perpetuando ciclos de pobreza por meio da invalidez precoce, perda
de produtividade laboral e elevados gastos ao Sistema Unico de Saude (SUS) e
Previdenciario, além dos incalculaveis custos da estigmatizacdo e deterioracédo da
qualidade de vida dos individuos acometidos (Nascimento et al., 2019).

Atualmente, a inexisténcia de vacina segura para controle da esquistossomose

implica na dependéncia exclusiva do Praziquantel (PZQ), unica droga recomendada
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pela WHO para o tratamento e controle da esquistossomose (WHO, 2025). Embora
apresente baixo custo, perfil de seguranca favoravel e elevada eficacia contra vermes
adultos, PZQ possui limitagdbes pois ndo atua contra estagios imaturos
(esquistossOmulos e vermes jovens). Essas limitagdes contribuem para auséncia da
cura parasitolégica no inicio da infeccao; além disto, comumente em areas endémicas
existem pessoas infectadas albergando vermes nas fases adulta e imaturas,
restabelecendo a infeccdo mesmo apds tratamento (Abd El Wahab et al., 2021).
Adicionalmente, a literatura reporta casos de sensibilidade reduzida e o
surgimento de cepas resistentes e/ou tolerantes ao PZQ, especialmente em areas
submetidas a programas de administragdo em massa de medicamentos (AMM)
(Crellen etal., 2021; Vale et al., 2017). Mediante a falta de alternativas farmacoldgicas
e o reduzido incentivo para a pesquisa e o desenvolvimento de insumos farmacéuticos
destinados a esquistossomose, a pesquisa por novas drogas esquistossomicidas, que
atuem nao somente contra vermes adultos, mas também contra estagios imaturos, é
incentivada pela comunidade médica e de pesquisa (Silva et al.,, 2023). Neste
contexto, derivados tiazolicos tém sido amplamente investigados no ambito da
quimica medicinal por apresentarem relevante potencial biolégico e farmacoldgico,
incluindo contra S. mansoni (Alves et al., 2021; Niu et al., 2023; Sharma et al., 2025).
Derivados tiazolicos sao estruturas que se destacam pela sintese simplificada,
estabilidade quimica, rendimento satisfatorio e viabilidade econémica (Marc et al.,
2021). Adicionalmente, exibem um amplo espectro de atividades, incluindo
propriedades antifungicas (Araujo et al., 2020), antibacterianas (Pereira et al., 2019),
antioxidantes (Marc et al., 2021), anti-inflamatorias (Jacob et al., 2021), antitumorais
(Oliveira et al., 2015) e antiparasitarias, incluindo contra S. mansoni (Oliveira et al.,
2017; Barbosa et al., 2019). Silva et al., (2023) exploraram uma série de derivados
tiazdlicos (PBT1, PBT2, PBT3, PBT4, PBTS e PBT6) in vitro contra casais adultos de
S. mansoni. Neste estudo, alguns derivados destacaram-se por promoverem
mortalidade em baixas concentracdes e tempo de incubacdo. PBT2 foi um dos
derivados mais promissores por apresentar seguranga toxicologica (auséncia de
citotoxicidade e hemolise), parametros de ADMET in silico satisfatorios e redugao da
viabilidade celular dos vermes. Esses resultados impulsionaram novos estudos com o

PBT2 sobre sua atividade esquistossomicida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESQUISTOSSOMOSE

2.1.1 Aspectos Epidemiolégicos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2026), a
esquistossomose é uma doenca parasitaria cronica de distribuicdo global, presente
em pelo menos 78 paises, principalmente na Africa, Leste Asiatico e América do Sul,
conforme ilustrado na Figura 1. Estima-se que a doencga afete cerca de 1 bilhdo de
pessoas em todo o mundo, predominantemente em paises de clima tropical e
subtropical, estando intrinsecamente relacionada a precariedade ou auséncia do
saneamento basico, as desigualdades sociais, a pobreza e a limitacdo de acesso aos
servicos de saude (Wanderley et al., 2021; WHO, 2026). Em 2024, aproximadamente
250 milhdes de individuos infectados necessitavam de tratamento, porém menos de
40% desse grupo efetivamente o recebeu. Além disso, aproximadamente 300 mil

infectados vém a obito todos os anos (WHO, 2026).

Figura 1. Mapa de distribuicdo geografica da endemicidade e status quimioterapico

da esquistossomose a nivel mundial.

N&o endémico

Sem quimioterapia preventiva

Interrupcéo da transmissdo

Status ndo determinado

mECOO0

N idade de quimi

Fonte: Adaptado de WHO (2026).

A esquistossomose é classificada como uma doencga tropical negligenciada



21

(DTN), integrando, portanto, o roteiro da WHO para DTNs 2021-2030, que visa reduzir
os impactos desse conjunto de enfermidades em um prazo de dez anos (Diaz et al.,
2023). Além disso, em 2022, a WHO publicou uma diretriz para o Controle e
Eliminacdo da Esquistossomose Humana, na qual sdo destacadas as formas de
transmissao, as estratégias de controle e as abordagens promissoras de erradicagao.
Tais estratégias baseiam-se na quimioterapia com PZQ, no controle do hospedeiro
intermediario, na interrup¢cdo da transmisséo e disseminacdao da doenca, além da
implementacao e validacao das proprias diretrizes. O documento reforga, ainda, a
importancia da manutencao e do fomento as pesquisas nessa area.

No Brasil, a esquistossomose € causada pela espécie Schistosoma mansoni,
um trematddeo sanguineo, presente em 19 estados, sendo endémica em nove deles,
com maior concentragao nas regides Sudeste e Nordeste, além de algumas unidades
da federacdo no Centro-Oeste e Norte, conforme ilustrado na Figura 2 (Facchini et
al., 2018; Nascimento et al., 2019). De acordo com levantamento do Ministério da
Saude, mais de 1,5 milhdo de pessoas residem em areas de risco de infec¢ao, e a
doenca ja acumula mais de 4 mil ébitos nos ultimos dez anos (Brasil, 2025). Estima-
se que isso represente um custo anual de aproximadamente US$ 40 milhGes para os
cofres publicos, especialmente com gastos indiretos (Nascimento et al., 2019).
Conforme apontado por Nascimento et al. (2019) e Wanderley et al. (2021), a
esquistossomose é alvo do Programa de Controle Nacional, voltado a detec¢ao e ao
tratamento de infectados através de administragdo em massa de medicamentos
(AMM). No entanto, nos ultimos dez anos, menos de um ter¢co da populagao sob risco

de infeccao recebeu a quimioterapia para a infecgao.

Figura 2. Coeficiente de incidéncia do S. mansoni (100 mil habitantes) por Unidade
Federativa (UF) no Brasil até 2023.
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Fonte: Brasil (2025).

No cenario estadual, Pernambuco apresenta alta endemicidade da doenca,
com aproximadamente 55% dos municipios afetados, além da maior taxa de
mortalidade (por 100 mil habitantes) entre as unidades da federagcdo, conforme
ilustrado na Figura 3. O estado também lidera as taxas de internag¢des hospitalares,
valor cinco vezes superior a média brasileira (Brasil, 2025; Facchini et al., 2018).

Embora historicamente a doenca seja endémica da area rural das regides da
Zona da Mata e Agreste pernambucano, atualmente predomina nas areas costeira e
urbana, estando intrinsecamente relacionada a fendmenos como migracao pendular,
turismo e habitos de recreacao, influenciada pelos focos do hospedeiro intermediario
nessas regides (Barbosa et al., 2018; Gomes et al., 2024; Wanderley et al., 2021).

Segundo Facchini et al. (2018) e Wanderley et al. (2021), desde 2011 a
Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco mantém o programa SANAR, cujo
objetivo é reduzir e/ou eliminar as seguintes doencas tropicais negligenciadas (DTNSs):
esquistossomose, tuberculose, hanseniase, doenca de Chagas, leishmaniose,
filariose, geo-helmintiases e tracoma. Trata-se da primeira iniciativa de plano
integrado em nivel estadual voltada ao desenvolvimento de um programa de combate
a esquistossomose, incluindo o tratamento coletivo, mostrando-se eficaz nos esforgos

contra a doenca.

Figura 3. Taxa de mortalidade (100 mil habitantes) por UF no Brasil até 2023.

Fonte: Brasil (2025).
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2.1.2 Ciclo Biologico do Schistosoma mansoni

Na literatura, o ciclo biolégico do S. mansoni, € bem consolidado. McManus et
al. (2018) e Buonfrate et al. (2025) descrevem o ciclo a partir da eliminagdo dos ovos
do trematdédeo sanguineo causador da esquistossomose por vertebrados infectados,
incluindo os humanos. O ovo eliminado com as fezes, ao entrar em contato com o
ambiente aquatico (Figura 4-1), recebe estimulos ambientais (luz, oxigenagao e
temperatura) que desencadeia a eclosao, liberando o miracidio (Figura 4-2). O
miracidio, estagio evolutivo altamente movel, necessita penetrar em molusco do
género Biomphalaria spp., hospedeiro intermediario, para dar continuidade ao seu
desenvolvimento (Figura 4-3). No interior desse hospedeiro, o miracidio passa pela
fase de esporocisto | e posteriormente em esporocisto Il até a sua completa
diferenciacdo em cercaria (Figura 4-4). A cercaria, fase infectante do hospedeiro
definitivo, quando liberadas em ambiente aquatico € capaz de penetrar na pele e
iniciar seu ciclo no homem (Figura 4-5). Por meio da penetracdo ativa (por acao
mecanica e liberacdo de enzimas liticas), a cercaria consegue vencer a barreira
externa da pele do hospedeiro definitivo (Figura 4-6), perdendo sua cauda nesse
processo e transformando-se em esquistossémulo (Figura 4-7). Uma vez no interior
do hospedeiro, o parasita permanece na pele por cerca de 5 dias apos a infecgao e é
denominado de esquistossOmulo de pele. Posteriormente, migra pela circulagdo
venosa, passando pelos pulmodes (esquistossdmulo pulmonar) e coracao até chegar
ao figado por volta do 219 dia apds a infecgao, onde é denominado de verme jovem
(Figura 4-8). Apos a fase de verme jovem, por volta do 382 dia de infeccédo ocorre o
acasalamento dos vermes culminando no fim da maturacdo em adultos macho e
fémea e posterior migragado até as vénulas mesentéricas do intestino, onde deposita
seus ovos (Figura 4-9). Estes, por sua vez, sao eliminados nas fezes, dando
continuidade ao ciclo (Buonfrate et al., 2025; CDC, 2019; McManus et al., 2018).
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Figura 4. Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: O autor (2026).

2.1.3 Fisiopatologia

Conforme discutido por McManus et al. (2018) e corroborado por Buonfrate et
al. (2025), a infeccao pelo S. mansoni pode ser dividida em quatro estagios: dermatite
cercariana, fase aguda, infecgdo cronica branda e infecgdo crdnica grave. Esses
estagios diferem entre si quanto a taxa de eliminacdo de ovos nas fezes, as
manifestagcdes clinicas e aos sintomas. Também se propde que a intensidade dos
sintomas costuma estar relacionada a carga parasitaria da infeccdo. Ademais,
desfechos mais graves podem ocorrer quando esses vermes se instalam e/ou ovos
alcancam sitios fora do habitual, causando a forma ectopica da esquistossomose.

ApOs a penetragao da cercaria na pele do hospedeiro definitivo, ela perde sua
cauda, desencadeando uma resposta imune inata do organismo, caracterizada por
hipersensibilidade, prurido e eritema local, condicdo denominada dermatite cercariana
(Figura 5) (McManus et al., 2018).
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Figura 5. Dermatite cercariana.

Fonte: CDC (2019).

Apos a perda da cauda, o esquistossdémulo alcancga a circulagdo venosa e migra
até o figado, onde se instala a fase aguda da infeccdo. Nesse estagio, surge outro
sintoma denominado "febre de Katayama", caracterizada por reacdoes de
hipersensibilidade sistémica e formacao de complexos imunes em resposta aos
antigenos do parasita. Adicionalmente, observam-se eosinofilia expressiva e
infiltrados pulmonares transitorios (McManus et al., 2018; Buonfrate et al., 2025; WHO,
2026).

Na infeccdo crbnica branda, comum em areas endémicas, o individuo
frequentemente ndo apresenta a fase aguda da infec¢do. Os vermes adultos residem
em vasos sanguineos relativamente protegidos do sistema imune e mantém atividade
ovipositoria. No entanto, os principais sintomas decorrem justamente das respostas
inflamatérias desencadeadas contra os ovos do parasita (Buonfrate et al., 2025).

A estrutura do ovo conta com uma membrana porosa que permite a secregao
de glicoproteinas antigénicas, facilitando sua passagem para o lumen dos 6rgaos e,

simultaneamente, induzindo a formacgao de granulomas pelo hospedeiro definitivo ao
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redor dos ovos (Buonfrate et al., 2025). Esse processo resulta em microulceracgdes,
desconforto abdominal, diarreia (com ou sem sangue), constipacao e perda de apetite,
como uma tentativa do organismo de conter o potencial lesivo dos antigenos
(McManus et al., 2018). O granuloma & composto por células leucocitarias, incluindo
eosindfilos, macréfagos, linfocitos, neutréfilos, além de células fibroblasticas e
miofibroblasticas que, com o tempo, vao substituindo o tecido integro do hospedeiro
por tecido ndo funcional em decorréncia do depodsito de matriz extracelular de
colageno (Omar; Abdelal, 2022).

Na infeccdo crbénica grave, caracterizada por reinfecgdes sucessivas e ciclos
repetitivos de oviposigado, a migracdo dos ovos para os tecidos desencadeia intensas
respostas inflamatérias e a formacao de granulomas. Esse processo pode culminar
na hepatoesplenomegalia (Figura 6 A e D), um aumento substancial do figado e do
baco decorrente da fibrose periportal (fibrose de Symmers) e da congestao venosa,
além do risco de desenvolvimento de varizes gastroesofagicas, vistas na Figura 6 B
e C (Vale, et al., 2017). Conforme descrito por Omar e Abdelal (2022), a gravidade
desse mecanismo ¢ influenciada pela producao de 6xido nitrico via enzima eNOS,
dada sua funcdo essencial na vasodilatacdo e na regulagcdo da pressao arterial

sistémica.

Figura 6. Imagem e ultrassonografia de hepato-esplenomegalia em crianga com

esquistossomose croénica.

(a) criangca com hepato-esplenomegalia inflamatoria; (b) fibrose portal (seta) visualizada através de
ultrassonografia; (c) varizes esofagicas (seta) visualizadas por ultrassonografia; (d) jovem adulto com
intensa hepato-esplenomegalia intensificada por ascite e pressao portal.

Fonte: McManus et al., (2018).

Ademais, a infeccdo pelo S. mansoni pode desencadear a

neuroesquistossomose, uma complicagdo grave e subnotificada. Segundo Buonfrate
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et al. (2025), essa condi¢cao abrange um espectro clinico que varia desde a deposi¢ao
assintomatica de ovos no Sistema Nervoso Central (SNC) até quadros graves de
mielopatia. O diagndstico definitivo frequentemente exige bidpsia do tecido nervoso,

dada a baixa especificidade dos exames complementares.

2.1.4 Métodos de Diagnéstico

A esquistossomose mansoénica € frequentemente esquecida, subdiagnosticada
e subtratada. Seus métodos de diagndstico direto sdo pouco explorados,
principalmente por se tratar de uma doenca tropical negligenciada (DTN), o que
impacta diretamente o plano de combate a doencga proposto pela WHO (Buonfrate et
al., 2025). Atualmente, as técnicas utilizadas para o diagndstico possuem entraves
metodoldgicos que podem prejudicar o completo esclarecimento, embora possam ser
empregadas com estratégias bem definidas (Buonfrate et al., 2025).

Para avaliar a prevaléncia e a intensidade da infec¢do por S. mansoni em areas
endémicas ou em pacientes com infecgdo cronica, o padrao ouro € a técnica
guantitativa e qualitativa de Kato-Katz. Esse método calcula a quantidade de ovos do
parasito por grama de fezes por meio da visualizagdo em microscopio éptico, apos
processamento das fezes por maceracao e filtragem em tela de nylon. O material é
entao transferido para uma placa perfurada (gabarito) sobreposta a uma lamina de
microscopia, com adi¢cao de celofane embebido em verde de malaquita, conforme
descrito por Katz, Chaves e Pellegrino (1972) (ilustrado na Figura 16). A técnica €
relativamente barata e de facil execugdo, porém apresenta baixa sensibilidade,
especialmente em infecgcbes com baixa carga parasitaria. Essa limitagcdo pode ser
contornada por meio de anamnese e exame fisico detalhados, considerando
exposicao a ambientes aquaticos especificos, viagens ou atividades recreativas
proximas a areas com foco da doenca, bem como relatos de prurido ou sinais de
dermatite cercariana (McManus et al., 2018).

Outra alternativa para comunidades inseridas em programas de AMM é o uso
do teste rapido POC-CCA, que detecta antigenos especificos, como o antigeno
catddico circulante (CCA) ou o antigeno anddico circulante (POC-CAA) na urina, apds
a liberagao do pigmento esquistossomotico liberados pelos vermes adultos ao digerir

hemacias e regurgitar (conforme ilustrado na Figura 7). Por ndo depender da
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presenca de ovos, esse método possibilita a detec¢ao da infecgdo antes mesmo do

inicio da oviposicao (Buonfrate et al., 2025; McManus et al., 2018).

Figura 7. Esquema do método diagnostico POC-CCA/CAA.

Vermes adultos S.
mansoni

Fonte: O autor (2026).

Em pacientes com infecgdo crénica branda ou grave, é possivel a realizacao
da biopsia do tecido acometido ou a ultrassonografia, esta, mostra-se uma excelente
opc¢ao para visualizar e monitorar as alteragées patoldgicas associadas a fibrose
hepatica na esquistossomose (hepato-esplenomegalia) e ao infiltrado pulmonar, bem
como para avaliar a resposta ao tratamento, permitindo identificar e classificar regides
de fibrose periportal e hipertensdo portal, conforme sugerido por McManus et al.
(2018). Outra técnica radiografica utilizada € a tomografia computadorizada,

especialmente no diagnodstico da neuroesquistossomose (Buonfrate et al., 2025).
2.2 TERAPEUTICA ATUAL E LIMITAGOES
2.2.1 Praziquantel

Desenvolvido na década de 1970 pelas empresas farmacéuticas alemas Bayer
e Merck KGaA, o derivado da pirazino-isoquinolina (Praziquantel) (Figura 8)
demonstrou eficacia contra platelmintos parasitarios, incluindo Schistosoma mansoni
(Vale et al., 2017). O fdrmaco comercializado consiste em uma mistura racémica de
dois isbmeros: um responsavel pela acdo biolégica (Figura 8A) e outro pela
estabilidade quimica da molécula e seu gosto amargo (Figura 8B) (Summers et al.,
2022). O PZQ apresenta baixo custo, poucos efeitos adversos graves, administragao

simples (dose unica oral), toxicidade minima e auséncia de risco genotoxico.
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Figura 8. Estrutura quimica do Praziquantel.

pd

(a) Estrutura quimica do PZQ-R, responsavel pela atividade bioldgica; (b) Estrutura quimica do PZQ-
S, responsével pela estabilidade e gosto amargo.

Fonte: O autor (2026).

De acordo com o Sistema de Classificagcao Biofarmacéutica (SCB) e o Sistema
de Classificacdo de Disposicdo de Farmacos (SCDF), o PZQ é classificado como
farmaco de Classe Il, ou seja, possui alta permeabilidade tecidual, mas baixa
solubilidade aquosa. Adicionalmente, sofre extenso metabolismo de primeira
passagem, predominantemente por hidroxilacao, resultando em metabdlitos inativos.
Consequentemente, apenas concentracdoes minimas da forma ativa atingem a
corrente sanguinea e entram em contato com os parasitas (Mendonca et al., 2016;
Vale et al., 2017). Apesar dessas vantagens, o PZQ apresenta eficacia limitada contra
as fases evolutivas imaturas do parasita (esquistossémulos e vermes jovens), o que
favorece a continuidade do desenvolvimento de vermes ja estabelecidos,
possibilitando reinfec¢des. Ademais, PZQ nao possui efeito profilatico e ndo modula a
inflamacao granulomatosa (Vale et al., 2017).

Apesar do extenso uso do PZQ por mais de 60 anos, seu mecanismo de agao

ainda nao foi completamente elucidado. Uma das hipdteses para o mecanismo de
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acdo do PZQ contra S. mansoni envolve sua atuagcdo nas bombas de calcio,
promovendo influxo do ion no parasita, o que induz contracdo muscular e alteragoes
no tegumento (Vale et al., 2017). Uma hipotese mais recente propde que o farmaco
atue no receptor transitorio de potencial de canal ibnico do verme (Sm.TRPMpzq),
interagindo com um bolso de ligagao para ligantes hidrofébicos, o que abre os canais
e as bombas de Ca?>* dependentes de voltagem. Esse processo causa
despolarizagdo da membrana, seguida por contragcdes musculares tetanicas rapidas
e involuntarias, culminando em paralisia do verme (Summers et al., 2022; Eastham et
al., 2024). No entanto, os detalhes dessa interacdo ainda precisam ser melhor
elucidados. Além disso, é possivel que o PZQ altere a conformacdo da bicamada
lipidica do parasita, inibindo sua reproducéo e oviposicao (Vale et al., 2017; Lamberton
et al., 2017).

H4a mais de 50 anos, o PZQ é o unico farmaco disponivel para o tratamento e
controle das esquistossomoses, sendo utilizado em administragdo medicamentosa em
massa (AMM). Pica-Mattoccia e Cioli (2004) ja investigavam a sensibilidade de
vermes de S. mansoni ao farmaco em relagcdo ao sexo do parasita, evidenciando,
desde entdo, a necessidade de cautela quanto a administracdo desenfreada do PZQ.
Seus resultados indicaram que a eficacia do PZQ é dependente do estagio de
maturacgdo, do sexo dos vermes e da condi¢cdo de pareamento dos casais.

Em investigacdes posteriores, Mendonca et al. (2016); Lamberton et al. (2017);
Summers et al. (2022); Berger et al. (2024) e Eastham et al. (2024) corroboram a
proposta de modulacdo da susceptibilidade e desenvolvimento de resisténcia em
cepas de S. mansoni in vitro e in vivo, especialmente em populacdes submetidas a
AMM. Summers et al. (2022) destacam que a utilizagao exclusiva do PZQ no roteiro
da WHO para Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs) 2021-2030 constitui uma
estratégia arriscada, que deve ser monitorada de perto justamente devido a
possibilidade de reducéo da eficacia da droga. Berger et al. (2024) ainda complementa
identificando como novas mutagdes entre multiplas populagbes de S. mansoni

conferem resisténcia principalmente em areas de AMM.

2.2.2 A Busca Por Novos Farmacos

Desde a década de 1970, o praziquantel (PZQ) tem sido o unico farmaco
disponivel para o controle e o tratamento da esquistossomose. Contudo, sua
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ineficiéncia contra as fases evolutivas imaturas do S. mansoni, associada ao
desenvolvimento de resisténcia e a reducao da susceptibilidade parasitaria a esse
composto, acendeu um alerta quanto a necessidade de novas estratégias e
alternativas terapéuticas no ambito farmacéutico (Eastham et al., 2024).

Houlder et al. (2025) realizaram uma revisao do panorama atual dos candidatos
a vacinas contra a esquistossomose, concluindo que, embora haja possibilidade de
desenvolvimento parcial de imunidade a medida que a carga parasitaria diminui, uma
vacina faz-se necessaria para interromper a infeccdo e a morbidade crénica. Os
mesmos autores destacam que a falta de interesse comercial e de financiamento de
alto nivel em vacinas contra a esquistossomose torna a pesquisa altamente vulneravel
a lacunas de financiamento, além de depender de interesses pessoais ou
institucionais. Dos diversos candidatos a imunizantes estudados, quatro avangaram
para fases de testes clinicos em humanos: SchistoShield (Sm-p80, fase |), Sm-14
(fase IlI), The Human Schistosomiasis Vaccine (Sm-TSP2, fase Il) e Bilhvax (Sh-
28GST, fase lll). No entanto, todos demonstraram baixa eficacia (< 30%) em estudos
individuais nos quais foram utilizadas formulag¢des vacinais subo6timas. Para que uma
vacina contra esquistossomose apresente impacto clinico, a durabilidade da protecao
€ tao critica quanto a propria eficacia; consequentemente, reexposicées de longo
prazo (meses a anos) apds a vacinagao sao cruciais na etapa pré-clinica do
desenvolvimento. Atualmente, ndo ha candidato que satisfaca os critérios discutidos
de seguranca, eficacia e impacto clinico (Houlder et al., 2025).

No que tange as alternativas quimioterapicas, diversos estudos sao conduzidos
anualmente com o objetivo de preencher essa lacuna no controle da esquistossomose
e de suprir as desvantagens associadas ao PZQ (Cioli et al., 2014). Abd EI Wahab et
al. (2021), Silva et al. (2023), Silva et al. (2024) e Silva Junior et al. (2024) investigaram
fitoterapicos derivados de gengibre (Zingiber officinale), plumbagina (Plumbago
indica), sanguinarina (alcaloide da familia da Sanguinaria canadensis) e o 1H-1,2,3-
triazol derivado do PZQ, respectivamente, verificou-se que a plumbagina e a
sanguinarina reduziram expressivamente o numero de ovos eliminados nas fezes,
aspecto relevante para a interrupcao do ciclo do S. mansoni. Os estudos realizados in
vivo demonstraram reducado significativa do numero de vermes em determinados
grupos experimentais, diminui¢ao estatisticamente significativa da quantidade de ovos
viaveis e aumento de ovos mortos, além de redugcdo expressiva no tamanho e no

numero de granulomas, com fibrose concéntrica ao redor dos ovos aprisionados do
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parasito e presenca de numerosos fibroblastos em certos grupos experimentais. Tais
resultados sao fundamentais para manter acesa a importancia da continuidade das
pesquisas sobre alternativas esquistossomicidas. Destacam-se, em particular, a
interacdo farmacolégica dos derivados de gengibre, que reduziram pela metade a
dose de PZQ usualmente empregada no tratamento de individuos infectados, bem
como a agao da plumbagina, da sanguinarina e do 1H-1,2,3-triazol derivado de PZQ
como alternativa direta ou em associacdo com o PZQ, inclusive contra estagios
imaturos do S. mansoni (Abd ElI Wahab et al., 2021; Silva et al., 2023; Silva et al.,
2024; Silva Junior et al., 2024).

A consideracao da possibilidade de associacao entre diferentes farmacos que
apresentem efeitos sinérgicos ou aditivos revela-se fundamental para ampliar a
efetividade e a seguranca no tratamento da esquistossomose, reduzindo o risco de
resisténcia quimioterapica, bem como o0s custos relativos a pesquisa e ao
desenvolvimento de novas entidades ou de processos produtivos isolados, conforme
destacam Ferraz et al. (2022). Nesse contexto, os derivados de gengibre e a
Plumbagina, objetos de estudo de Abd El Wahab et al. (2021) e Silva et al. (2023),
respectivamente, além de outros compostos revisados por Ferraz et al. (2022) tanto
para a esquistossomose quanto para outras DTNs, apresentam-se promissores, na
medida em que oferecem potencial eficacia aliada a reducéo dos custos de producao
e logistica.

Para além da investigacdo de interagbes farmacologicas diversas, a
modificagao dos alvos terapéuticos pode configurar estratégia igualmente eficaz, seja
por meio do direcionamento a estagios imaturos do parasito nos quais o praziquantel
(PZQ) nao apresenta atividade, seja pela alteracdo da via metabodlica com a qual o
farmaco interage. Talaam et al. (2022) sugerem que, uma vez que 0 S. mansoni realiza
uma transicao no tipo de respiracao, passando do metabolismo aerébico, dependente
de oxigénio, para o anaerobio, com utilizacdo do fumarato (processo mitocondrial)
durante seu desenvolvimento até o estagio adulto, ao migrar de um ambiente
normoxico para outro hipoxico, seria oportuno interferir nesse processo tanto para fins
profilaticos quanto terapéuticos. Os mesmos autores complementam que, caso a
intervencgdo seja direcionada a um complexo especifico da mitocondria, notadamente
o complexo lll, o farmaco podera apresentar atividade anticercariana; por sua vez, 0s

esquistossdmulos revelam sensibilidade a farmacos que atuem nos complexos Il e lll.
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2.3 DERIVADOS TIAZOLICOS
2.3.1 Quimica Medicinal

A quimica medicinal constitui uma area interdisciplinar que aplica principios da
quimica organica, da bioquimica e da farmacologia com o propdsito de descobrir,
desenvolver e otimizar compostos biologicamente ativos contra enfermidades. Seus
objetivos incluem o planejamento de novas moléculas, a compreensdo dos
mecanismos de acao de farmacos e o aprimoramento de propriedades farmacologicas
como poténcia, seletividade e reducéo da toxicidade (Petrou; Fesatidou; Geronikaki,
2021). Nesse contexto, os compostos nitrogenados, em especial os derivados
tiazdlicos, tém despertado crescente interesse da comunidade cientifica precisamente
em razao dessas caracteristicas (Algahtani; Bayazeed, 2021; Arshad et al., 2022;
Noriega et al., 2022; Mallappa et al., 2025).

Os derivados tiazolicos tém como centro de sua molécula o nucleo tiazélico,
um pentamero, dos quais dois membros sdao heteroatomos nitrogénio e enxofre,
elementos responsaveis por suas caracteristicas biologicas singulares (Figura 9) (Niu
et al., 2023; Petrou; Fesatidou; Geronikaki, 2021). Ademais, as moléculas derivadas
desses compostos podem apresentar radicais ligados ao heterociclo em qualquer
posicao, conferindo diversidade estrutural e propriedades particulares a cada derivado
(Gomha et al., 2021; Niu et al., 2023).

Figura 9. Nucleo tiazolico.
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Fonte: O autor (2026).
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2.3.2 Atividade Biologica e Farmacologica

Quanto a seguranca do nucleo tiazdlico e de seus derivados, Algahtani e
Bayazeed (2021), Gomha et al. (2021) e Saini, Mehra e Mittal (2025) analisaram
diversos compostos tiazélicos e, em seus estudos, concluiram pela baixa
citotoxicidade dessas moléculas, bem como pela seletividade em relagdo aos alvos
investigados, o que garante segurancga as células humanas em detrimento das células
cancerigenas. Além da notavel atividade biologica e farmacoldgica contra células
neoplasicas, também elucidada por esses autores, os derivados tiazolicos também
demonstraram, em outras pesquisas, atividade antioxidante e antirradicalar (Marc et
al., 2021; Rosada et al., 2019), anti-inflamatéria (Almutairi et al., 2022; Oliveira et al.,
2020), antifungica (Ouf et al., 2017), antibacteriana (Kumar; Debnath; Roy, 2025;
Pereira et al., 2019; Zhong et al., 2024), além de extensa atividade antiprotozoaria
contra a familia Trypanosomatidae (Cristovao-Silva et al., 2024; Oliveira et al., 2017,
Oliveira et al., 2020; Silva et al., 2025), contra Plasmodium sp. (Kalita et al., 2024),
contra Toxoplasma gondii (Almutairi et al., 2022; Rosada et al., 2019) e atividade anti-
helmintica (Vajedpour et al., 2024).

A atividade biolégica dos derivados tiazolicos contra o S mansoni é fundamental
para a identificacdo de novas alternativas farmacoldgicas para a esquistossomose.
Barbosa et al. (2019) e Filho et al. (2020) investigaram a eficacia de ftalimido-tiazoéis
contra estagios imaturos (esquistossdmulos) e adultos do S. mansoni, em ensaios in
vitro e in vivo, concluindo que os derivados induziram, in vitro, mortalidade dos vermes
adultos, inibicdo da oviposic¢ao, prevencao da adesao dos parasitas com consequente
reducdo da atividade motora e separagao dos casais. Nos esquistossémulos, os
compostos causaram mortalidade, diminuicdo da motilidade e alteracbes
morfoldgicas. In vivo, os derivados reduziram a carga parasitaria e o numero de ovos
no intestino.

Pereira et al. (2019), utilizando outro derivado tiazélico, também obteve
resultados promissores in vitro contra esquistossémulos e vermes adultos. Resultados
que corroboram com Amorim et al. (2020), Scarim e Chin (2021) e Silva et al. (2023)
ao estudarem derivados tiazolicos que igualmente se mostraram promissores.
Adicionalmente, Rocha et al. (2022) ampliaram o escopo para vermes jovens, obtendo

acao esquistossomicida nesse estagio; contudo, observaram baixa solubilidade dos
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derivados em agua.

Os estudos de Silva et al. (2023) apontam o potencial dos derivados tiazélicos,
assim como do PBT2, para o desenvolvimento de uma alternativa farmacologica
contra a esquistossomose mansoénica. Pesquisas futuras que explorem: (i) a agcdo em
diferentes estagios evolutivos, ndo apenas em vermes adultos; (i) a seguranca
toxicologica, com baixa citotoxicidade, viabilidade celular preservada e alta
seletividade do derivado; (iii) pardmetros farmacocinéticos favoraveis; e (iv) atividade
esquistossomicida in vivo e protetora sdo fundamentais para avangar na superagao

dos entraves associados ao uso exclusivo do PZQ na infec¢do por S. mansoni.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros farmacocinéticos e, biodisponibilidade in silico do
derivado PBT2, bem como sua atividade contra esquistossdmulos e vermes jovens

de Schistosoma mansoni in vitro e contra casais de vermes adultos in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Realizar estudo de parametros in silico de ADMET e biodisponibilidade
oral do derivado PBT2;
° Avaliar citotoxicidade do PBT2 sobre esplendcitos e macréfagos

peritoneais murinos;

° Avaliar a viabilidade celular de esquistossémulos e vermes jovens de S.
mansoni apos o tratamento com PBT2;

° Determinar o indice de seletividade de PBT2 contra esquistossémulos e
vermes jovens de S. mansoni;

° Avaliar a atividade esquistossomicida de PBT2 in vitro contra
esquistossdmulos e vermes jovens de S. mansoni;

° Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo de PBT2 contra casais de
vermes adultos de S. mansoni através da reducao da carga de ovos por grama
de fezes, carga parasitaria, da deposicdo de ovos nos tecidos hepaticos e
intestinal e da alteracdo do padrao de oviposicao;

° Realizar analise histopatoldogica e histomorfométrica de granulomas

hepaticos.
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4 METODOLOGIA
4.1 COMITE DE ETICA E ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram conduzidos
em acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle para Experimentacao
Animal (CONCEA) e o projeto foi submetido para avaliacdo e aprovagdo do Comité
de Etica Animal do Centro de Biociéncias da UFPE (Proc. n° 0085/2022), conforme
Anexo A. 48 Camundongos (fémeas Swiss webster, peso médio de 28 + 2 g, 30 dias
de idade) foram obtidos e mantidos no biotério do iLIKA/UFPE sob condi¢bes
padronizadas de criacado (temperatura entre 20+2 °C, 12 h de ciclo claro-escuro com
livre acesso a comida e agua). A cepa de S. mansoni BH (Belo horizonte, MG - Brasil)
é mantida no moluscario da Area Académica de Medicina Tropical da UFPE por meio
de passagens sucessivas em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata e em

camundongos Swiss Webster, seguindo metodologia de Pellegrino et al. (1962).

4.2 INFECCAO DE CARAMUJOS E CAMUNDONGOS POR Schistosoma mansoni

Para a inducédo da eclosdo de miracidios, fezes de camundongos infectados
foram coletadas no biotério do iLIKA, processadas na area académica de medicina
tropical do CCM/UFPE pelo método de sedimentacdo espontanea (Hoffman, 1934) e
o sedimento exposto a luz artificial (60 W) durante 30 min. A infeccao individual dos
moluscos foi realizada em placas de 24 pocgos, utilizando cinco miracidios por
hospedeiro intermediario sob estimulo luminoso por 4 h. Apds a infec¢ao, os moluscos
foram acondicionados em tanques de 1 L ao abrigo da luz. Decorridos 35 dias, os
caramujos foram expostos a luz artificial (60 W) por um intervalo de 2 h para a
eliminacao das cercarias. As cercarias foram estimadas e utilizadas para a infeccao
dos camundongos, como ilustrado na Figura 10 (Olivier e Stirewalt, 1952). Para o
estudo in vitro, 5 camundongos foram infectados por via caudal com ~3000 cercarias
de S. mansoni da cepa BH (Belo Horizonte). Para os estudos in vivo, 48 animais foram

infectados por via percutanea com 80 cercarias de S. mansoni da cepa BH.
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Figura 10. Esquema de infeccdo de caramujos e camundongos por Schistosoma

mansoni.
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Fonte: O autor (2026).
4.3 SINTESE E CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DO DERIVADO TIAZOLICO PBT2

O derivado tiazolico foi sintetizado no Laboratorio de Quimica e Inovacéao
Terapéutica (LQIT) da UFPE - Recife, PE. A obtencdo do PBT2 foi realizada em trés
etapas: inicialmente a tiossemicarbazida foi preparada por meio de uma reacao de
adicao nucleofilica entre hidrazina e isotiocianato de 4-nitrofenila em diclorometano a
temperatura ambiente sob agitacdo magnética por 1 h. Na segunda etapa, a
tiossemicarbazona foi sintetizada pela reacdo das tiossemicarbazida com 4-
hidroxibenzaldeido em etanol absoluto na presenca de acido acético como
catalisador, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente conforme Oliveira et al.
(2015) e Jacob et al. (2021). Na terceira etapa, o derivado de tiazol foi obtido por meio
da ciclizacao da tiossemicarbazona com acetofenona substituida contendo grupos 4-
nitrofenil, resultando no derivado tiazoélico PBT2, conforme ilustrado na figura 11,
seguindo a metodologia descrita por Oliveira et al. (2017), Alves et al. (2021), Silva et
al. (2023) e Rocha et al. (2026).
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Figura 11. Esquema de sintese do derivado tiazélico PBT2.
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4.4 AVALIAGAO IN SILICO DE PARAMETROS DE ADMET E PREVISAO DA BIODISPONIBILIDADE

ORAL

A avaliagcdo do perfil farmacocinético de ADMET (absorcao, distribuicao,
metabolismo, eliminagéo e toxicidade), bem como a predi¢cdo da biodisponibilidade
oral do PBT2 e do farmaco de referéncia (PZQ), foram realizadas por meio de
ferramentas in silico. Para tal, utilizaram-se as plataformas gratuitas SwissADME
(http://www.swissadme.ch/) e pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/), seguindo
as metodologias propostas por Daina, Michielin e Zoete (2017) e Pires, Blundell e
Ascher (2015).

4.5 AVALIAGAO ESQUISTOSSOMICIDA DE ESTAGIOS IMATUROS IN VITRO

4.5.1 Ensaio de Citotoxicidade

A seguranca toxicolégica do derivado foi avaliada em macréfagos peritoneais e
esplendcitos murinos, isolados de camundongos machos BALB/c (Figura 12 A) (8
semanas, ~25 * 2 g). Macrofagos foram obtidos por lavagem peritoneal e esplendcitos
por dissociagdo mecanica do baco seguida de lise de eritrocitos. As células foram
centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado (Figura 12 B) (20
mM HEPES, 100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro

fetal bovino) e contadas utilizando camara de Neubauer com azul de tripano (Figura


http://www.swissadme.ch/
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/
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12 C). Posteriormente, as células (1 x 10% células/pogo) foram cultivadas em placas
de 96 pocos e, apos 24 h, expostas as concentracdes de 6,25 - 400 uM do derivado
por 48 h, conforme ilustrado na Figura 12 D. A citotoxicidade foi avaliada pelo método
de MTT, com leitura espectrofotométrica a 550 nm (Figura 12 E). Os valores de
concentragao citotdxica para 50% das células (CCsp) foram calculados em intervalo

de confianga de 95%.

Figura 12: Esquema metodoldgico dos ensaios de citotoxicidade in vitro em células

primarias de mamifero.
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(A) Obtencao de células primarias de macréfagos peritoneais e esplendécitos murinos de camundongos
machos BALB/c; (B) Centrifugacéo e ressuspensdo das células em meio RPMI 1640 suplementado;

(C) Contagem das células em cadmara de Neubauer; (D) Cultivo e incubacao das células em placa de

96 pocos com exposicao ao PBT2; (E) Avaliagcdo espectrofotométrica pelo método de MTT.

Fonte: Autor, (2026)
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4.5.2 Viabilidade Celular

Complementarmente, a viabilidade celular foi aferida pelo ensaio de MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] como descrito anteriormente por Aires et al.,
(2014). Apds o periodo experimental, os parasitos (20 esquistossdmulos e 6 jovens
por poco) foram incubados com solu¢do de MTT (5 mg/mL) por 30 min a na auséncia
de luz a 37 °C. Subsequentemente, a solubilizagdo dos cristais de formazan com
DMSO, teve absorbancia mensurada a 550 nm (Leitor M680, Bio Rad) (Figura 13 E).
A concentracao letal para 50% dos parasitos (CLso) foi estimada via regresséo néo
linear (GraphPad Prism 6.0). Por fim, o indice de Seletividade (IS) foi estabelecido
pela razao entre a citotoxicidade em células de mamiferos e a atividade antiparasitaria
(CCs0/CLso) (Layoun et al., 2015).

Figura 13: Esquema de metodologia da avaliagado da atividade esquistossomicida e

viabilidade celular in vitro.
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(A) Tranformacao mecanica de cercarias em esquistossémulos; (B) Perfusao do sistema porta hepatico
para recuperacao de vermes jovens; (C) Cultivo e incubacdo (24 h, 37 °C, 5% CO2) de
esquistossémulos e vermes jovens; (D) Administragdo das concentracoes de 200-6,25 uM de PBT2;
(E) posterior visualizagdo por microscopio invertido para avaliagdo dos indices de motilidade e
mortalidade e avaliagao da viabilidade celular de esquistossémulos e vermes jovens apods incubacao
com o PBT2.

Fonte: Autor, (2026).

4.5.3 Avaliacdo da Atividade Biolodgica de PBT2 em Esquistossdmulos de Pele

A avaliagdo da atividade biologica do PBT2 foi realizada inicialmente contra
formas imaturas do S. mansoni. Para realizacdo do ensaio, cercarias foram
transformadas mecanicamente em esquistossémulos de pele (Figura 13 A) e na
sequéncia lavados quatro vezes em meio RPMI 1640 suplementado (20 mM HEPES,
100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino) e
adaptadas por 5 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, (Ramalho-Pinto et al., 1974)
(Figura 13 C). Posteriormente, esquistossémulos (n = 70/pogo) foram distribuidos em
placas de 24 pogos e expostos ao derivado tiazélico em concentragdes de 200; 100;
50; 25; 12,5 e 6,25 pM, utilizando 1% de dimetilsulféxido (DMSO) (volume final de 2
mL/poco) (Figura 13 D). Os grupos controle negativo consistiram em parasitos
mantidos apenas em RPMI 1640 suplementado (com e sem 1% de DMSO), enquanto
o controle positivo foi tratado com PZQ, 10 pM. Os experimentos para
esquistossémulos foram realizados em duplicata com duas repeticées independentes,

conforme ilustrado na figura 13.

4.5.4 Avaliacdo da Atividade Biologica de PBT2 em Vermes Jovens

Para a obtencao de vermes jovens, apos 21 dias de infeccdo, os parasitos
foram recuperados assepticamente por perfusdo do sistema porta-hepatico com
solucao salina (0,9% p/v NaCl) (Figura 13 B), lavados e adaptados em meio RPMI
1640 suplementado por 2 h (Figura 13 C). Posteriormente, vermes jovens (n =
30/poco) foram distribuidos em placas de 24 pocos e expostos ao derivado tiazolico
em concentracoes de 200 - 6,25 uM, utilizando 1% de dimetilsulfoxido (DMSO)
(volume final de 2 mL/poc¢o) (Figura 13 D). Os grupos controle negativo e positivo sao
0s mesmos utilizados para esquistossémulos. Os experimentos com vermes jovens

foram realizados em quadruplicata, com duas repeticées independentes, conforme



43

ilustrado na figura 13.

4.5.5 Critérios da Atividade Esquistossomicida

A eficacia esquistossomicida sobre esquistossémulos e vermes jovens de S.
mansoni foi determinada com base em critérios de motilidade e sobrevivéncia,
empregando-se uma escala de pontos adaptada de Silva et al. (2024). As
observagdes foram realizadas com auxilio de um microscopio invertido (Leica DM IL,
Wetzlar, Alemanha) nos intervalos de 3, 6, 12 e 24 h ap6s a incubacao, conforme
ilustrado na figura 13 E. Para os esquistossOmulos, as pontuacgdes atribuidas foram
3, 1,5 e 0, sendo que a pontuacao 3 representa movimento tipico ao longo do corpo,
peristaltismo dos 6rgaos internos, ventosas aderidas ao fundo da placa de cultura e
preservacao da cor e do tegumento; a pontuagéo 1,5 representa movimento corporal
reduzido ao longo do corpo ou movimento reduzido apenas nas extremidades (anterior
ou posterior) e auséncia de adesdo das ventosas; e a pontuacdo 0 representa
auséncia de movimento ao longo do corpo, com ou sem alteragdes na coloracao do
tegumento. Para vermes jovens, as altera¢des na motilidade e na sobrevivéncia foram
classificadas com pontuacodes de 3, 2, 1 e 0, onde a pontuacao 3 classifica vermes
com movimentos tipicos ao longo do corpo, peristaltismo dos 6rgaos internos e
ventosas aderidas as laterais e ao fundo da placa de cultura; a pontuagado 2
corresponde a vermes com movimento reduzido ao longo do corpo e peristaltismo
diminuido; a pontuacdo 1 indica movimento observado apenas nas extremidades
(posterior e/ou anterior); e a pontuacao 0 indica auséncia de movimento ao longo do
corpo, com ou sem alteragdes na cor do tegumento. A mortalidade, definida pela
pontuacao 0, foi determinada quando nenhum movimento foi observado durante um

periodo de 2 min.

4.6 FORMAGAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS E PROTOCOLO TERAPEUTICO IN VIVO

O delineamento experimental se fundamenta em dois critérios: o cronograma
da intervencao terapéutica e a definicido da dosagem do derivado tiazélico PBT2,
baseada na eficacia observada nos ensaios in vitro (letalidade total em menores
intervalos de incubagdo). O cronograma de tratamento foi estabelecido em

consonancia com a cinética de migragao e desenvolvimento biolégico do S. mansoni
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no modelo murino (Aires et al., 2014; Tavares e Mourao, 2021). Para avaliar os efeitos
antiparasitarias, a intervencao iniciou-se no 4592 dia pos-infeccao (dpi),
correspondendo ao estagio de vermes adultos (fase de oviposi¢cao). A dosagem do
derivado foi determinada a partir dos resultados prévios de toxicidade aguda oral,
enquanto a dose de PZQ fixada em 50 mg/kg, conforme preconizado por Aires et al.
(2014). Os camundongos foram divididos igualmente em 5 grupos experimentais (n =
8 cada), grupo controle positivo infectado e tratado com 50mg/kg de PZQ, grupo
controle negativo infectado e tratado com solucao salina, grupo infectado e tratado
com 50 mg/kg de PBT2, grupo infectado e tratado com 100 mg/kg de PBT2 e grupo

infectado e tratado com 200 mg/kg de PBT2, conforme ilustrado na figura 14.

Figura 14. Esquema do protocolo terapéutico e desenho experimental dos estudos in

Vivo.
X8
INFECTADOS E TRATADOS COM 50
mg/Kg DE PZQ (CONTROLE POSITIVO)
X8
INFECTADOS E TRATADOS COM SALINA
ESTERIL (CONTROLE NEGATIVO)
X8
INFECTADOS E TRATADOS
COM 50 mg/Kg DE PBT2
X8
INFECTADOS E TRATADOS
COM 100 mg/Kg DE PBT2
X8
INFECTADOS E TRATADOS
COM 200 mg/Kg DE PBT2

Fonte: O autor (2026).

O protocolo terapéutico consistiu na administragcao por via oral durante cinco
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dias consecutivos (do 452 ao 492 dpi), conforme figura 15 A. Todos os animais foram
mantidos sob condigbes controladas de biotério. No 552 dia, os camundongos foram
submetidos a eutanasia por deslocamento cervical, procedendo-se entdo a analise

dos parametros esquistossomicidas (figura 15).

Figura 15: Esquema de metodologia dos critérios parasitologicos nos estudos in vivo.

» i

|

|
>

o W

(A) Administracdo oral do tratamento com PBT2; (B) Perfusdo do sistema porta hepatico e vasos
mesentéricos para recuperacao de vermes adultos de S. mansoni; (C) Digestao de tecido hepatico e
intestinal em KOH para quantificagao de ovos nos tecidos; (D) Método do oograma para avaliagdo do
padrao de oviposicao; e (E) Anélise histopatoldgica e histomorfométrica dos granulomas em tecido
hepatico.

Fonte: Autor, (2026).

4.7 CRITERIOS DE AVALIACAO PARASITOLOGICA

4.7.1 Quantificagdo de Ovos nas Fezes

No 45° dia de infecgao, antes de realizar a terapia, todos os animais de todos

0s grupos experimentais foram individualmente submetidos a coleta de material fecal

para a realizagdo do método de Kato-Katz para quantificacdo de ovos por grama de
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fezes, conforme preconizado por Katz, Chaves e Pellegrino, (1972) (ilustrado na
figura 16) e para garantir a homogeneidade da infeccdo por S. mansoni. No 552 dia
de infeccdo, antes de realizar a eutanasia, o mesmo procedimento foi realizado com

0s animais apos o tratamento com PBT2, PZQ e solugao salina.

Figura 16. Esquema de técnica diagnostica de Kato-Katz.

A Filtragem em 7/; Acomodagao no
‘ Tela de Nylon / Gabarito /

: 74
Coleta das fezes

‘il<_ . — o :

= Pressione o celofane :
S~ Remove o gabarito e cobre com
Anélise microscépica celofane embebido em verde malaquita

Fonte: O autor (2026).

4.7.2 Recuperacgao de Vermes Adultos de S. mansoni

Os vermes foram recuperados por perfusdo do sistema porta-hepatico e vasos
mesentéricos, classificados e quantificados de acordo com sexo, conforme descrito
por Smithers e Terry (1965) e ilustrados na Figura 15 B. A recuperagao de vermes foi

avaliada segundo Pellegrino e Siqueira (1956) e Tavares e Mourao (2021).

4.7.3 Quantificacdo da Carga de Ovos em Tecido Hepatico e Intestinal

Amostras de tecido hepatico e intestinal foram processadas individualmente
empregando a técnica de digestdo em KOH, como ja descrito por Cheever et al. (1968)
e ilustrados na Figura 15 C. O resultado expresso em numero de ovos por grama de
tecido e a reducao percentual de ovos acumulados nos tecidos hepatico e intestinal,

de acordo com Cheever et al. (1968) e Tavares e Mourao (2021).
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4.7.4 Avaliacao do Padrao de Oviposicao

Os efeitos ovicida e/ou supressores do derivado sobre as fémeas de S.
mansoni foram determinados pela técnica do oograma como ilustrados na Figura 15
D. Resumidamente, fragmentos do intestino delgado foram avaliados por microscopia
optica para classificagdo dos ovos de S. mansoni, de acordo com Pellegrino et al.
(1962) e Tavares e Mouréo (2021).

4.7.5 Analise Histopatoldgica Histomorfométrica do Granuloma

Amostras de tecido hepatico (parte central do lobo lateral esquerdo) foram
fixadas em formol 10% tamponado, processados para inclusdo em parafina, cortados
em 5 um e corados em hematoxilina/eosina. Vinte campos aleatérios por amostra
histolégica de tecido hepatico foram utilizados para determinar a densidade numérica
de granulomas e para a avaliacao histopatolégica dos tecidos e granulomas. Vinte
granulomas (contendo ovo ou vestigios de ovo central) por amostra histolégica foram
avaliados para determinar o didmetro médio e, posteriormente, o volume do
granuloma (Soares et al., 2023; Tavares; Mourao, 2021). As imagens obtidas usando
microscoépio optico Eclipse E200 da Nikon® acoplado a camera digital e programa de
imagens Motic Plus 2.0 MLTM (Figura 15 E).

4.8 TRATAMENTO ESTATISTICO

A analise foi realizada usando o software GraphPadPrism versao 6.0, e os
valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados
foram expressos como a média = desvio padrao. As diferencas entre os grupos, por

sua vez, foram determinadas utilizando o ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO IN SILICO DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS E PREVISAO DA

BIODISPONIBILIDADE ORAL

A avaliacdo in silico de parametros farmacocinéticos (absorcao, distribuicao,
metabolismo, excrecdo e toxicidade) sdo de grande importédncia para a industria
farmacéutica, especialmente nas etapas inicias de moléculas candidatos a farmacos.
Esses parametros viabilizam o processo de descoberta e desenvolvimento de novas
alternativas farmacéuticas (Silva et al., 2023). A Tabela 1 apresenta os resultados de
ADMET para o PBT2 e o PZQ, revelando o perfil in silico desses compostos quanto

aos parametros mencionados.

Tabela 1: Parametros farmacocinéticos de absorcao, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade (ADMET) para PBT2 e PZQ.

Parametro PBT2 PZQ Unidade
Absorcéo
Solubilidade em agua -5,72 -4,22 Numeérico (log mol/L)
Permeabilidade do Caco2 0,43 1,75  Numérico (log Papp em 10"-6 cm/s)
Absorc¢ao intestinal 97,15 93,42 Numeérico (% Absorvido)
Permeabilidade da pele -2,73 -2,98 Numeérico (log Kp)
Substrato da glicoproteina P Sim Sim Categoérico (Sim/Nao)
Inibidor da glicoproteina P | Sim Néo Categoérico (Sim/Nao)
Inibidor da glicoproteina P I Sim Nao Categodrico (Sim/Nao)
Distribuicéo
VDssa -0,54 0,41 Numérico (log L/kg)
Fragao néo ligada 0,22 0,14 Numeérico (Fu)
Permeabilidade da barreira
Hematoencefalica -14 0,22 Numeérico (log BB)
permeabilidade do SNC -1,94 -1,42 Numeérico (log PS)
Metabolismo
Substrato CYP2D6 Néo Néo Categoérico (Sim/Nao)
Substrato CYP3A4 Sim Sim Categoérico (Sim/Nao)
Inibidor de CYP1A2 Néo Sim Categoérico (Sim/Nao)
Inibidor de CYP2C19 Néo Sim Categoérico (Sim/Nao)
Inibidor de CYP2C9 Sim Nao Categoérico (Sim/Nao)
Inibidor de CYP2D6 Nao Nao Categoérico (Sim/Nao)
Inibidor de CYP3A4 Sim Nao Categoérico (Sim/Nao)

Excrecéo
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Liberacao total -0,05 1.18 Numeérico (log mL/min/kg)
Substrato renal de OCT2 Nao Sim Categoérico (Sim/Nao)
Toxicidade
Toxicidade de AMES Sim Nao Categoérico (Sim/Nao)
dose maxima tolerada 0,47 -0,95 Numeérico (log mg/kg/dia)
inibidor de hERG | Nao Nao Categoérico (Sim/Nao)
inibidor de hERG Il Sim Nao Categoérico (Sim/Nao)
Toxicidade aguda oral em ratos 2,69 2,54 Numérico (mol/kg)
Toxicidade crénica oral em
ratos 1.17 1,39 Numeérico (log mg/kg_pc/dia)
Hepatotoxicidade Nao Nao Categoérico (Sim/Nao)
Sensibilizacao da pele Néo Néo Categorico (Sim/Nao)
Toxicidade de T. Pyriformis 0,28 1,45 Numeérico (log pg/L)
Toxicidade de minnow -1,78 1,85 Numeérico (log mM)

Papp: Permeabilidade aparente; CYP: Citocromo P450; OCT2: Transportador de cations orgéanicos 2;
hERG: Gene relacionado ao éter-a-go-go humano.

No que diz respeito a absorcao, a baixa solubilidade de diferentes compostos
em agua representa um obstaculo para o desenvolvimento de novas drogas e para a
adequada absorcao (Pires; Blundell; Ascher, 2015). Os valores de solubilidade (LogS)
podem ser classificados de acordo com a seguinte escala: insoluvel < -10; pouco
soluvel < -6; moderadamente soluvel < -4; soluvel < -2; muito soluvel < 0 (Pires;
Blundell; Ascher, 2015). Os resultados obtidos para esse parametro mostraram que
tanto o PBT2 quanto o PZQ foram classificados como moderadamente soluveis.
Células extraidas de adenocarcinoma de colon humano (linhagem Caco-2) avaliam in
silico a permeacéao e a absorgcdo de farmacos na mucosa intestinal humana (Pires;
Blundell; Ascher, 2015). Com base nesses ensaios, diferentes compostos podem ser
classificados como pouco absorvidos (< 1 x 107 ® cm-'s™ '), moderadamente
absorvidos (entre 1 x 10" ¢ e 10 x 107 ° cm's™ ') e bem absorvidos (> 10 x 10™
cm-s™ ') (Pires; Blundell; Ascher, 2015). O resultado indica que PBT2 é pouco
absorvido e PZQ moderadamente absorvido em células imortalizadas.

Para a absorcao intestinal, PBT2 apresentou absor¢ao intestinal de 97,15%,
valor superior ao PZQ (93,42%). Em relagcdo a permeabilidade cutdnea, ambos os
compostos demonstraram alta permeabilidade (logKp < -2,5) (Pires; Blundell; Ascher,
2015). Por fim, PBT2 e o PZQ foram avaliados em relagdo ao potencial como
substratos e/ou inibidores da glicoproteina P. Essas proteinas atuam como bombas
de efluxo contra xenobidticos, protegendo o organismo da acado de diferentes
farmacos (Daina; Michielin; Zoete, 2017; Pires; Blundell, Ascher, 2015). Os dois
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compostos avaliados foram classificados como potenciais substratos para as
glicoproteinas P. No entanto, em relagdo as glicoproteinas Pl e P Il, o PBT2 foi
classificado como inibidor, diferente de PZQ. Nos estudos conduzidos por Silva et al.,
(2024), utilizando a Sanguinarina, um alcaloide sintético como possivel candidato a
farmaco esquistossomicida, foi classificado como soluvel, embora tenha sido
classificado como pouco permeavel quando avaliado em Caco-2 e com absorgao
intestinal inferior a 90%, indices nos quais com PBT2, apresentou resultados mais
promissores.
Em relacdo a distribui¢cdo, o primeiro parametro foi o volume de distribui¢cao
(VDss). PBT2 exibiu log VDss inferior a —0,15, o que indica que pode ser distribuido
predominantemente no plasma. Ja PZQ, embora n&o tenha atingido log VDss superior
a 0,45, valor necessario para se enquadrar com distribuicdo nos tecidos, apresenta
maior tendéncia a se distribuir nos tecidos organicos. Além disso, observou-se que
ambos os compostos possuem baixa fracdo nao ligada a proteinas. Essa fracao livre
€ relevante porque apresenta maior interagdo com o alvo bioldgico (Daina; Michielin;
Zoete, 2017). Quanto a permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), o PBT2
tende a apresentar baixa distribuicdo no cérebro (logBB < -1), enquanto o PZQ pode
exibir distribuicdo moderada. Ademais, ambos os compostos sao capazes de penetrar
no sistema nervoso central (log PS > -2). Nos estudos de Silva et al., (2023), a
Plumbagina obteve resultados de distribuicdo semelhantes ao PBT2, exceto pela
tendéncia de distribuicao facilitada nos tecidos (log VDss = 0,14) e forte ligacao a
proteina (0,48 Fu), o que pode dificultar sua distribuicdo quando comparada ao PBT2.
O metabolismo foi avaliado por meio da familia dos citocromo P450, proteinas
responsaveis pelo metabolismo de muitos farmacos, tornando-os mais facilmente
excretaveis pelo organismo (Daina; Michielin; Zoete, 2017; Pires; Blundell; Ascher,
2015). Tanto o PBT2 quanto o PZQ foram classificados como nao substratos da
isoforma CYP2D6, mas considerados substratos da CYP3A4 (enzima que metaboliza
diversos farmacos, ao serinibida pode levar a toxicidade ou efeitos adversos pelo
aumento do farmaco no corpo). Além disso, os compostos podem atuar ou hdo como
inibidores de diferentes isoformas do citocromo P450. Em relagdo as isoformas
CYP1A2 e CYP2C19, apenas o PBT2 comportou-se como néo inibidor. Quanto as
isoformas CYP2C9 e CYP3A4, o PBT2 foi classificado como inibidor (a CYP3A4
metaboliza o PBT2, portanto essa inibicdo pode resultar numa lentiddo de seu

metabolismo e consequentemente um maior tempo de acgdo, aumento da
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concentragdo no sangue ou acumulo), enquanto o PZQ foi considerado nao inibidor.
Por fim, no que diz respeito a isoforma CYP2D6, ambos os compostos ndo séo
inibidores. Nas pesquisas de Silva et al., (2023), a Plumbagina, assim como PBT2 e
PZQ foram considerados substratos da CYP2D6 e Plumbagina, bem como PBT2
foram inibidores da CYP3A4. Em relacdo as demais moléculas, Plumbagina e PBT2
tiveram resultados divergentes, todavia, os 3 compostos tendem a apresentar
acumulo de metabdlitos no organismo, prolongando o efeito das formulagdes.

No quarto parametro analisado (excregéo), PBT2 apresentou baixos valores de
depuracédo total e nao foi classificado como substrato do transportador de captagao
renal de cations organicos 2 (OCT2), que desempenha papel importante na disposi¢ao
e na depuracgao renal de farmacos e compostos enddgenos (Pires; Blundell; Ascher,
2015). Em contrapartida, o PZQ exibiu altos valores de depuracao total e mostrou ser
substrato do OCT2. Na triagem de compostos esquistossomicida, Silva et al., (2023)
e Silva et al., (2024) ao estudarem Plumbagina e Sanguinarina, respectivamente,
reportaram resultados similares que PBT2 para excregéao.

Por fim, avaliou-se a predicdo de toxicidade. PBT2 apresentou resultado
positivo no teste de Ames, indicando potencial mutagénico (Pires; Blundell; Ascher,
2015); PZQ, por outro lado, ndo indicou potencial mutagénico. A dose terapéutica
maxima recomendada (DTMR) fornece uma estimativa da dose toxica limite de
substancias quimicas para humanos. Ambas as moléculas apresentaram baixa DTM,
(= 0,477 log (mg/kg/dia). Em relacdo ao canal hERG, ambos os compostos foram
classificados como nao inibidores da isoforma hERG I|. Quanto a isoforma hERG Il, o
PBT2 foi classificado como inibidor, diferentemente do PZQ, que permaneceu como
nao inibidor. Além disso, o PBT2 e o PZQ foram classificados ndo hepatotoxicos,
importante tendo em vista a fisiopatologia da infeccdo com comprometimento no
sistema hepatico. Ademais, PBT2 e o PZQ ndo promovem aumento da irritabilidade
cutanea. A toxicidade oral aguda em ratos (DLso) e toxicidade oral crénica de PBT2 foi
de 2,69 mol/kg e 1,17 log mg/kg pc/dia, respectivamente, valores semelhares ao
alcancados por PZQ. Ademais, o PBT2 e o PZQ demonstraram toxicidade contra
Tetrahymena pyriformis (log pg/L > -0,5). Por fim, no teste de toxicidade em peixes da
espécie Pimephales promelas (minnow), o PBT2 apresentou alta toxicidade (log CLso
<-0,3), enquanto o PZQ exibiu baixa toxicidade (log CLso > -0,3).

Ademais, o ADMET possui carater preditivo e ndo determinante, sendo utilizado

como etapa de triagem inicial. Dessa forma, o avanco do composto para ensaios
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biologicos permite a confirmacao experimental de sua atividade e seguranca,

O PBT2 também foi analisado por meio do grafico de Radar de
Biodisponibilidade (Figura 17), gerado pela plataforma SwissADME, o qual
correlaciona seis propriedades: tamanho da molécula, flexibilidade, solubilidade,
lipofilicidade, saturagéo e polaridade. A drea em rosa delimita as condi¢des ideais de
biodisponibilidade para a administragdo oral de um farmaco (Daina; Michielin; Zoete,
2017).

Figura 17. Analise de biodisponibilidade: graficos de radar para o derivado PBT2 (A)

e PZQ (B), respectivamente.
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De acordo com a Figura 17, PBT2 apresentou valores de insolubilidade e
polaridade fora da area desejada (2 violagdes), indicando que o derivado tiazolico nao
possui um bom perfil de biodisponibilidade. O PZQ apresentou um bom perfil de
biodisponibilidade oral. No estudo de Silva et al., (2023), a Plumbagina foi considerada
um potencial composto para uso oral, embora tenha obtido superestimacao no valor
de instaurag&o. Portanto, baseado na avaliagdo dos parédmetros farmacocinéticos e
biodisponibilidade oral, PBT2 é considerado elegivel para prosseguimento de estudos

in vitro e in vivo.
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5.2 AVALIACAO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE EM CELULAS DE MAMIFEROS

O PBT2 apresentou valores de ClLsg de 27,84 + 3,4 e 32,85 = 3,8 contra
esquistossdmulos e vermes jovens, respectivamente (Tabela 2). De acordo com os
critérios estabelecidos por Layoun et al. (2015), PBT2 foi classificado como ativo (CLso
<50 pM). Esses valores de CLso foram inferiores aos relatados anteriormente por Silva
et al., (2023) que obtiveram valores de CLso superiores aos observados contra casais
de vermes adultos, indicando menor eficacia contra estagios imaturos. Nossos
resultados corroboram com Pereira et al., (2019) quanto a viabilidade de S. mansoni
exposto a diferentes derivados tiazdlicos. Compostos com parametros
farmacocinéticos favoraveis garantem melhor acesso ao alvo; além disso, a
interferéncia em mais de uma via biolégica do parasita e a reducao de sua capacidade
de compensacao metabolica resultam em um CLso mais baixa (Layoun et al., 2015).
A identificacdo de acdo em diferentes estagios do S. mansoni pode superar a limitagéo
do PZQ contra formas imaturas e ampliar a eficacia da quimioterapia em areas
endémicas (Houlder et al., 2025).

Tabela 2. Citotoxicidade em células primarias murinas e viabilidade celular em

esquistossdémulos e vermes jovens de S. mansoni.

Compostos  Esplendcito CC50 Macrdéfagos peritoneais CC50 S. masoni (CL50 pM)
(uM) (uM)
Esquistossbmulo  Jovem
PBT2 193,9+84 277,5+11,6 27,84+34 32,85+38
PzQ 3,2+0,8 >400 >10 >10

Nota: Resultados expressos como média + desvio padrao.

Ensaios de citotoxicidade utilizando esplendcitos e macrofagos peritoneais
murinos revelaram baixa toxicidade para PBT2, com valores de CCso variando de
193,9 e 297,3 puM para esplenécitos e macréfagos peritoneais, repectivamente
(Tabela 2). Em contraste, o PZQ exibiu citotoxicidade acentuada em esplendcitos
(CCso = 3,2 £ 0,8 uM). O PBT2 atendeu aos critérios de citotoxicidade (CCso > 100
HMM), indicando um perfil de seguranca favoravel.

A auséncia ou baixa citotoxicidade em células de mamiferos e a alta
seletividade para o parasita s&o requisitos essenciais para candidatos

esquistossomicidas (Houlder et al., 2025; Silva et al., 2023). Nos estudos de Silva et
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al. (2023) com linhagens de células imortalizadas (RAW 264.7, fibroblastos, células
Vero e células HepG2), o PBT2 também apresentou baixa citotoxicidade. Além disso,

o derivado tiazolico ndo promoveu hemolise.

5.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR IN VITRO DE PBT2 EM ESQUISTOSSOMULOS E

VERMES JOVENS

Os efeitos do PBT2 sobre a viabilidade celular do parasita estdo apresentados
na Figura 18. O derivado tiazolico induziu uma diminui¢cdo na viabilidade celular de
forma dose-dependente, em ambos os estagios de desenvolvimento estudados
(esquistossOmulos e vermes jovens). Nos esquistossémulos, PBT2 diminuiu
significativamente a viabilidade celular (p < 0,001). Nas concentracées de 200, 100 e
50 pM, a viabilidade foi reduzida em mais de 90% em comparagdo ao controle
negativo (C2, p < 0,001; Figura 18 A). Na concentragao de 25 uM, o PBT2 reduziu a

viabilidade celular em 43,7%.

Figura 18: Efeito in vitro de PBT2 na viabilidade celular de esquistossémulos (A) e
vermes jovens (B) de Schistosoma mansoni.
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Controle 1 (C1): RPMI suplementado.

Controle 2 (C2): RPMI suplementado com 1,0% de DMSO

Os controles positivos foram tratados com praziquantel (PQZ, 10 pM).

A viabilidade foi expressa como média £ DP em porcentagem de viabilidade.
ap < 0,001 em comparagao com o controle negativo (C2).

bp < 0,001 em comparagado com o controle positivo PZQ.

Em vermes jovens, o PBT2 reduziu significativamente a viabilidade celular (p <
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0,001) nas concentragdes entre 12,5 e 200 puM, com redugdes superiores a 80% nas
concentragdes de 50, 100 e 200 pM em comparagao ao controle 2. Em concentragdes
mais baixas, o PBT2 diminuiu a viabilidade celular de maneira semelhante ao PZQ em
esquistossdémulos; efeito analogo foi observado em vermes jovens nas concentragdes
de 25 e 12,5 uM tratados com PBT2. Os parasitas expostos ao PZQ apresentaram
valores de viabilidade de 45,2% em esquistossomulos e 83,2% em vermes jovens, o
que esta de acordo com sua atividade limitada contra estagios imaturos (Figura 18).
Esses resultados sao consistentes com os estudos de Talaam et al., (2022), que
destacam a ineficiéncia do PZQ na viabilidade celular de esquistossémulos e vermes
jovens do S. mansoni. Contra pares de vermes adultos, Silva et al., (2023) relataram
que o PBT2 promoveu uma reducado semelhante a do PZQ, nas concentragdes de 200
e 100 uM apés 120 h, de forma estatisticamente significativa (p < 0,001).

Os derivados tiazélicos tém caracteristicas diversificadas com base nos seus
diferentes radicais, interagindo de forma diferente com diferentes células em
diferentes alvos. O tegumento do S. mansoni é rico em mitocondrias e desempenha
papel central no metabolismo energético, na proliferagao celular, no reparo tecidual e
na captacao seletiva de farmacos pelo parasita; assim, perturbar essa funcgao
mitocondrial constitui um alvo promissor para compostos esquistossomicidas (Talaam
et al., 2022). A acentuada reducao na viabilidade parasitaria observada neste estudo
sugere que o PBT2 induz disfungdo mitocondrial, superando o PZQ nas condi¢des
avaliadas. Nossos resultados indicam que essa disfuncao mitocondrial induzida pelo
PBT2 decorre de sua interacdo com organelas ricas em acidos nucleicos,
desencadeando efeitos citotdxicos nos vermes, mecanismo ja descrito anteriormente
para outros candidatos esquistossomicidas (Amorim et al., 2020; Pereira et al., 2019;
Rocha et al., 2022; Silva et al., 2023; Talaam et al., 2022; Vajedpour et al., 2024).

Tabela 3: indice de seletividade de PBT2 e PZQ em células de espléndcitos e

macréfagos peritoneais murinos.

Compostos Esplendécitos (IS) Macréfagos peritoneais (IS)

Esquistossomulo Jovem Esquistossémulo Jovem
PBT2 6,96 59 9,96 8,44

PZQ <0,32 <0,32 >40 >40
Nota: Resultados expressos como média * desvio padrao.
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Os valores do indice de seletividade (IS) nos esplendcitos foram de 6.96 e 5.9
contra esquistossOmulos e vermes jovens, respectivamente e de 9,96 e 8,44 em
macrofagos peritoneais, respectivamente, ilustrado na Tabela 3. IS elevados sugerem
um perfil de segurancga favoravel e de ampla janela terapéutica, reforgando o potencial
do PBT2 como candidato promissor a farmaco esquistossomicida, corroborando com
Silva et al. (2023), mas contra casais de vermes adultos. Nos estudos de Amorim et
al. (2020), seu derivado tiazdlico apresentou CLso de 29,44 uM contra vermes adultos
e CCso de 179,44 uM em células Vero, resultando em IS de 6,09. Os ftalimido-tiazdis
mostraram baixa citotoxicidade em macréfagos J774 (CCso de 125,6 a 1582,9 uM)
(Barbosa et al., 2019). A diversidade desses resultados evidencia a diversidade dos
derivados tiazdlicos, cujas variagcbes estruturais modulam a atividade
esquistossomicida e demonstram seu potencial como plataforma promissora para o
desenvolvimento de alternativas farmacéuticas contra a infeccdo por S. mansoni.

A selecdo da dose terapéutica é fundamental, pois, para os compostos
tiazdlicos, € necessario equilibrar o efeito biologico desejado com a toleréancia
toxicolégica do organismo (Filho et al., 2020). Diferentes cepas de S. mansoni, vias
de administracdo e dosagens de um mesmo farmaco podem causar a respostas
distintas (Filho et al., 2020; Oliveira et al., 2020). Os ensaios realizados por Silva et
al., (2023) destacam a seguranca toxicologica e a seletividade de PBT2 sobre casais
de vermes adultos de S. mansoni e nossos resultados complementam esses achados
destacando o potencial do PBT2 contra vermes em estdgios imaturos. Em seus
estudos, a concentracdo capaz de promover citotoxidade sobre diversas células de
mamiferos esteve entre 2,73 até 10,20 vezes maior que a concentracao inibitoria para
50% (ICs0) de PBT2 (39,21 + 1,0 uM), ademais PBT2 nao exibiu atividade hemolitica

in vitro.

5.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO DE PBT2 EM
ESQUISTOSSOMULOS DE PELE E VERMES JOVENS DE SCHISTOSOMA MANSONI.

De acordo com a Tabela 4, os esquistossdmulos de pele do grupo controle
negativo 1 e 2, in vitro, apresentaram nos tempos de 3, 6, 12 e 24 h, padrdes normais
de motilidade, caracterizados por movimentos coordenados ao longo do corpo,

peristaltismo dos 6rgaos internos, adesao das ventosas a superficie da placa de
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cultura, além da preservacdo da coloragdo e da integridade tegumentar,
correspondente a pontuacdo 3. Esses achados estdo em consonéncia com o0s
descritos anteriormente em estudos que avaliaram a triagem in vitro de outros
compostos com atividade esquistossomicida (Aires et al., 2014; Silva et al., 2023).

O PBT2 induziu efeitos esquistossomicidas significativos. Observou-se
mortalidade total (escore 0) dos esquistossémulos apdés 3 h de exposicdo nas
concentracdes de 200 e 100 uM, caracterizada por auséncia de motilidade corporal e
de peristaltismo dos 6rgaos internos. Apos 6 h, o PBT2 na concentragcao de 50 pM
promoveu mortalidade de 82,9% dos esquistossomulos. Com 12 h de exposicao, a
mesma concentragao (50 pM) resultou em mortalidade completa. Em 24 h, o PBT2
induziu 100% de mortalidade na concentragado de 25 uM, enquanto na concentragao
de 12,5 uM causou efeitos subletais, reduzindo a motilidade para o escore 1,5. Em
contraste, o PZQ na concentracdo de 50 mg/kg nao induziu mortalidade nos

esquistossdmulos e promoveu apenas escores de 1,5.
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Tabela 4: indices de motilidade de esquistossdmulos tratados com praziquantel (PZQ) e PBT2 apés 3, 6, 12 e 24 h de

incubacao.
Grupos Média + Desvio Padréo e Percentagem (%) de Vermes Jovens nos Escores de Motilidade Apés a Incubacéo
experimentais 3n 6h 12h >4 h
0 15 3 0 15 3 0 15 3 0 15 3
Controle 1 70+£0,0 70+0,0 70+0,0 70 £ 0,0
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
Controle 2 70+£0,0 70+0,0 70+0,0 70 £ 0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
PZQ
10 uM 70+0,0 70+0,0 70+0,0 70+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
PBT2
200 pm 70+£0,0 70+0,0 70+0,0 70+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
100 uM 70+£0,0 70+0,0 70+0,0 70+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
50 uM 70+£0,0 56+8,0 14+3,0 70+0,0 70+0,0
(100%) (82.9%) (17.1%) (100%) (100%)
25 uM 70+0,0 33+35 3720 70+0,0 70+0,0
(100%) (47.2%) (52.8%) (100%) (100%)
12.5 M 70+£0,0 70+0,0 70+0,0 50+0,0
(100%) (100%) (100%) (71.4%)
6.25 uM 70+0,0 70+0,0 70+0,0 70 0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)

Controle 1: Esquistossdmulos incubados apenas em RPMI suplementado.
Controle 2: Esquistossdmulos incubados em RPMI suplementado com 1,0% de DMSO.

Pontuacgéo 3: Movimentos tipicos ao longo do corpo; peristaltismo dos érgaos internos e ventosas aderidas as laterais e ao fundo da placa de cultura.

Pontuacéo 1,5: Movimento apenas nas extremidades (posterior e/ou anterior).
Pontuacgéo 0: Auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteragao de cor.
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A suscetibilidade in vitro de vermes jovens de S. mansoni ao PBT2 encontra-
se na Tabela 5. Em todos os intervalos de tempo avaliados (3, 6, 12 e 24 h), os vermes
jovens dos grupos controle 1 e 2 apresentaram padrdes tipicos de motilidade,
correspondente a pontuagéo 3. Essas observacoes estdo de acordo com as descritas
anteriormente em estudos que avaliaram a triagem in vitro de compostos com atividade
esquistossomicida (Silva et al., 2023).

O PBT2 induziu efeito esquistossomicida sobre vermes jovens de S. mansoni.
Observou-se escore 0 ja as 3 h de exposi¢cao nas concentragdes de 200 e 100 pM,
caracterizada por auséncia de motilidade corporal e de peristaltismo dos 6rgaos
internos. Na concentracdao de 50 uM, o PBT2 reduziu a motilidade dos vermes jovens
para o escore 1 em 100% dos parasitas apos 12 h, com mortalidade total observada
em 24 h. Em contraste, o PZQ n&o induziu mortalidade nos vermes jovens e promoveu
apenas escores 1 de motilidade.

Como demonstrado em estudos anteriores, PZQ se mostrou ineficaz frente aos
estagios imaturos do S. mansoni, tendo sua atividade restrita aos vermes adultos e
ovos (Abd El Wahab et al., 2021; Niu et al., 2023). Essa limitacdo acende um alerta
devido a pressao seletiva causada pelo farmaco e pelos mecanismos de adaptacao e
sobrevivéncia realizado pelo parasito no seu desenvolvimento até a fase adulta,
perpetuando a patogenicidade e seu ciclo biolégico, demonstrando, assim, a
capacidade de causar doenca e de dar continuidade ao seu ciclo biolégico (Filho et al.,
2020).

Estudos anteriores conduzidos por Silva et al. (2023), avaliando também a
atividade esquistossomicida, porém em vermes adultos, demonstraram que o PBT2
exibiu atividade esquistossomicida em S. mansoni, embora fora necessario
concentragoes mais altas e tempos de exposi¢cao mais longos em comparagao com 0s
observados no presente estudo. Nessa investigacdo, o PBT2 causou 100% de
mortalidade a 200 pM em 3 h e a 100 uM em 6 h. No presente estudo, o derivado
tiazodlico exibiu atividade contra as fases imaturas de S. mansoni nas concentragoes de
200 e 100 pM, alcangando mortalidade em 3 h, efeito também observado na
concentracao de 50 pM apds 24 h. Adicionalmente, registrou-se uma reducao
acentuada da motilidade na concentragao de 25 pM em 24 h, indicando efeito subletal

e sugerindo pressao antiparasitaria sustentada mesmo em baixas concentragoes.
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Tabela 5. indices de motilidade de vermes jovens tratados com PZQ e PBT2 apés 3, 6, 12 e 24 h de incubacéo.

Grupos Média + Desvio Padrédo (DP) e porcentagem (%) de vermes jovens nos escores de motilidade ap6s aincubacéo.
experimen
tais 3h 6h 12h 24 h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 1 30+£0,0 30x0,0 30+0,0 30+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
Controle 2 30+£0,0 30+0,0 30+0,0 30+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
PzQ
10 uM 30+0,0 30+0,0 30+0,0 30+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
PBT2
200pM  30x0,0 30+0,0 30+0,0 30+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
100uM  30+0,0 30+0,0 30+0,0 30+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
50 uM 18+4,0 12+3,0 27+25 300 30+0,0 30+0,0
(60%)  (40%) (90%)  (10%) (100%) (100%)
25 uM 30+0,0 2120 9+20 30+0,0 30+0,0
(100%) (70%)  (30%) (100%) (100%)
12,5 uM 30+£0,0 30%0,0 30%0,0 30+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)
6,25 uM 30+£0,0 30%0,0 30%0,0 30+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%)

Controle 1: Vermes jovens incubados apenas em RPMI suplementado.

Controle 2: Vermes jovens incubados em RPMI suplementado com 1,0% de DMSO.

Pontuacéo 3: Movimentos tipicos ao longo do corpo; peristaltismo dos 6rgaos internos e ventosas aderidas as laterais e ao fundo da placa de cultura.
Pontuacgéo 2: Movimentos reduzidos ao longo do corpo e peristaltismo reduzido.

Pontuacéo 1: Movimento apenas nas extremidades (posterior e/ou anterior).

Pontuacéo 0: Auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteragéo de cor.
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Estudos in vitro com outros derivados tiazdlicos contra estagios imaturos do S.
mansoni ainda sao limitados. Rocha et al., (2022) avaliaram tiossemicarbazona e
tiazolidinona na concentragcédo de 200 puM, as quais promoveram 100% de mortalidade
contra vermes jovens apos 48 h. PBT2 obteve os mesmos 100% de mortalidade em 3
h na mesma concentracao (200 puM). Os aril-tiazéis a 50 uM, estudados por Pereira et
al., (2019), causaram entre 50% e 75% de mortalidade contra esquistossdmulos dentro
de 120 h apds a exposicao. PBT2 obteve os mesmos 100% de mortalidade em 3h,
porém nas concentracoes de 200 e 100 uM. Em comparagcdo com outros derivados
tiazdlicos, o PBT2 exibiu poténcia superior, induzindo letalidade rapida em
concentragbes menores e periodos de incubacdo mais curtos. Esses achados
destacam o PBT2 como candidato promissor e relevante em relacao a terapéutica da

esquistossomose em diferentes estagios de desenvolvimento do parasita.

5.5 AVALIACAO IN VIVO DA CARGA DE OVOS DE S. MANSONI POR GRAMA DE FEZES

Os resultados pré-tratamento, através da quantificagdo de ovos eliminados nas
fezes, destacam que nao houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais;
com variacdo de 338,4 até 357,33 ovos por grama de fezes, evidenciando que a
infeccao ocorreu de forma homogénea entre 0s grupos experimentais. Por outro lado,
a tabela 6 mostra o efeito do PBT2 e PZQ sobre o numero de ovos nas fezes e os
resultados mostram reducao de ovos eliminados nas fezes pos-tratamento. Os grupos
tratados com PBT2 quando comparados ao grupo controle exibiram diferencas
estatisticas (p < 0,001); a reducao foi de 75,55%, 60,91% e 56,98% quando o
tratamento foi realizado com as doses de 200 mg/kg, 100 mg/kg e 50 mg/kg,
respectivamente. PBT2 na dose de 200 mg/kg exibiu redug¢do dose-dependente (p <
0,01) quando comparada a dose de 50 mg/kg. Ja o tratamento com 50 mg/kg de PZQ

foi capaz de reduzir em 95,1% o numero de ovos eliminados nas fezes.
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Tabela 6. Efeitos do PBT2 e Praziquantel (PZQ) sobre a carga de ovos de S. mansoni

eliminados nas fezes, eutanasiados 55 dias apos infeccgéo.

Ovos por grama de fezes apos tratamento

Grupos
Média Reducao
(%)

Controle 544,0 £83,14™ -
PZQ

50 mg/kg 26,67 £ 25,30 95,1
PBT2

200 mg/kg 133,3 £ 34,18* 75,55

100 mg/kg 212,6 + 46,84 60,91

50 mg/kg 234,0 £ 57,01 56,98

Os valores séo expressos como a média de 10 camundongos * desvio padréo.
***n < 0,001, diferenca significativa em comparagao com os grupos tratados com PBT2.
*p < 0,01, diferencga significativa em comparag¢do com o grupo tratados com 50 mg/kg de PBT2.

Nossos achados indicam que PBT2 reduziu significativamente a carga de ovos
eliminados nas fezes. Este resultado foi obtido através do método de Kato-Katz, uma
técnica amplamente empregada para estimar a carga parasitaria do hospedeiro
definitivo, o efeito de compostos sobre a eliminacdo de ovos nas fezes, efeito ovicida,
ou mesmo alteracgdes fisioldgicas sobre o sistema reprodutor de vermes machos e/ou
fémeas (McManus et al., 2018). Ademais, é desejado que drogas esquistossomicidas
reduzam ovos eliminados nas fezes.

Em nosso estudo, o tratamento resultou em uma reducao da liberagcao de ovos
nas fezes, o que é crucial para limitar a contaminacao hidrica ambiental, a infeccao por
caramujos vetores e a posterior eliminacdo de cercarias e, consequentemente,
interromper o ciclo bioldégico do S. mansoni, como propde também, Silva et al. (2023).

Este é o primeiro estudo in vivo que explora o efeito do PBT2 sobre o S. mansoni.
5.6 AVALIACAO IN VIVO DA CARGA TOTAL DE VERMES MACHO E FEMEA DE S. MANSONI

PBT2 promoveu reducdo dose-dependente na carga total de vermes e de
vermes fémeas (Tabela 7). O tratamento com PBT2 nas doses de 200 mg/kg, 100
mg/kg e 50 mg/kg promoveu uma reducéao significativa (p < 0,001) na carga total de
vermes de 62,31%, 45,44% e 39,65% e na carga de vermes fémeas de 57,49%, 45,62%
e 42,18%, respectivamente. Apesar da elevada reducdo, ndao houve diferenca
estatistica entre a carga total de vermes e vermes fémeas quando o tratamento foi

realizado com a mesma dose; sugerindo que PBT2 nas doses avaliadas exibem efeito
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semelhante sobre vermes machos e fémeas. Na comparagdo entre 100 mg/kg e
50mg/kg de PBT2 nao exibiram diferenca estatistica na reducdo da carga total de
vermes e de vermes fémeas. Porém, quando comparadas as doses de 200 mg/kg e 50
mg/kg, houve diferenca estatistica significativa (p < 0,01) considerando a carga total de
vermes (Tabela 7). J4 o tratamento com PZQ reduziu em 99,08% e 98,42% a carga de

vermes total e fémea, respectivamente.

Tabela 7. Efeitos do PBT2 e Praziquantel (PZQ) na carga de vermes adultos
(total e fémeas), em camundongos portadores de S. mansoni, eutanasiados 55 dias

apos a infecgao.

Carga média de vermes

Grupos Total Reducéao Fémeas Reducéao
(%) (%)

Controle 1 59,89 +6,9 - 279+39 -
PZQ

50 mg/kg 0,55 £ 0,73*** 99,08 0,44 £ 0,53 98,42
PBT2

200 mg/kg 22,57 £ 6,92***2 62,31 11,86 £ 2,41+ 57,49

100 mg/kg 32,67 £ 11,81** 45,44 15,17  +6,05%* 45,62

50 mg/kg 36,14 £ 5,52*** 39,65 16,13 £ 2,75*** 42,18

Os valores s&o expressos como a média de 10 camundongos * desvio padréo.

Controle 1 = grupos de animais infectados que receberam apenas solugao salina estéril (300 L)
***n < 0,001: diferenca significativa em comparagao com o grupo controle 1.

ap < 0,01: diferenca significativa em comparagao com PBT2 a 50 mg/kg.

Embora PZQ seja o tratamento de escolha desde os anos 1970, seu mecanismo
de acdo exato ainda gera debate. No entanto, sabe-se que PZQ altera a homeostase
de calcio (Ca?*) nos canais da subunidade beta de vermes adultos, o que provoca
contragcoes musculares espasmadicas, paralisia e, por fim, a morte do parasita, seguida
de danos graves ao tegumento (Silva et al., 2023).

Até o momento ainda ndo se conhece o exato mecanismo que compostos tiazois
apresentam sobre 0 S. mansoni. No entanto, com base nos achados de Omar e Abdelal
(2022), uma das hipoteses sobre o mecanismo de acdo do PBT2 contra o S. mansoni
pode esta diretamente ligada a sua estrutura. A Figura 19 ilustra 0 mecanismo de acao
molecular do NO, resumidamente os radicais NO, atuem como subprodutos
importantes do 6xido nitrico (NO, espécies reativas de nitrogénio), uma molécula
sintetizada durante infecgbes parasitarias com efeito sobre o estresse oxidativo,

reduzindo sua reserva antioxidante.
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O efeito microbicida do NO ocorre, de acordo com os autores, por meio de sua
reacao com grupos de ferro ou tiol presentes em proteinas. Essa interacéo resulta na
formacdo de complexos ferro-nitrosila que inativam enzimas essenciais para a
respiragcdo mitocondrial e a replicacdo do DNA do parasita. Além disso, o NO pode
reagir com o radical superoxido para gerar oxidantes reativos, capazes de causar danos
celulares. Esse mecanismo foi sugerido in vitro para PBT2, onde nas concentragoes de
200 uM e 100 pM, causou 100% e 87,5% de mortalidade de casais de vermes,
respectivamente logo apds 3 h de incubacao (Silva et al., 2023). Neste mesmo estudo,
PBT2 reduziu a viabilidade mitocondrial, através do ensaio de MTT, sobre casais de
vermes adultos, sem diferenca estatistica com os vermes incubados com PZQ,
sugerindo afetar o funcionamento mitocondrial por meio da oxidacdo mediada pelo ciclo
redox, induzindo a fragmentacao internucleossémica do DNA, a liberacao de citocromo
C e a ativacao da caspase-3, conforme reportado por Alves et al. (2021). Este mesmo
mecanismo pode ser atribuido contra esquistossomulos e vermes jovens, desde que

houve a mortalidade e a reducéo da viabilidade celular dos vermes.

Figura 19. Mecanismo de acédo molecular do 6xido nitrico
oo O
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Fonte: O Autor (2026).
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5.7 AVALIACAO IN VIVO DA CARGA DE OVOS DE S. MANSONI EM TECIDO HEPATICO E INTESTINAL

Com relacao a carga de ovos no tecido hepatico, os grupos tratados com PBT2
exibiram reducdo estatisticamente significativa (p < 0,001) quando comparados ao
grupo controle; por outro lado ndo houve diferenca entre as diferentes doses de PBT2;
reducdo que variou entre 45,79% e 36,38% (Figura 20). Ja para o tecido intestinal, o
tratamento com PBT2 foi capaz de reduzir a carga de ovos significativamente (p <
0,001), variando entre 57,68% e 38,60% quando comparados ao controle. Na
comparacgao entre as doses, 200 mg/kg de PBT2 apresentou diferenca estatistica (p <
0,01) na reducao de ovos no tecido intestinal quando comparada com 100 mg/kg e 50
mg/kg (Figura 20).

Figura 20. Carga de ovos de S. mansoni em tecido hepatico e intestinal tratados com

PBT2 e PZQ, em camundongos eutanasiados 55 dias apos infecc¢éao.
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Os valores sédo expressos como a média de 10 camundongos + desvio padrao.

ap < 0,001: diferenca significativa em comparacdo com as doses de PBT2 em tecido hepatico.
bp < 0,001: diferenca significativa em comparagdo com as doses de PBT2 de tecido intestinal.

¢p < 0,01: diferenca significativa em comparag¢do com as doses de 100mg/kg e 50mg/kg de PBT2.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com resultados obtidos por Aires
et al. (2014), em que seu composto reduziu a carga de ovos no tecido hepatico em
40,22% quando administrado uma dose de 50 mg/kg de B-Lapachone quando
comparado ao grupo controle, e Silva et al. (2023), que obteve reducéo de 64,14% e
80,5% na dose de 32 mg/kg de Plumbagina para tecido hepatico e intestinal,

respectivamente. Uma hipdtese da natureza desses resultados é a atividade contra
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fémeas de S. mansoni afetar diretamente sua oviposi¢ao e reducao ou até a auséncia

completa de ovos nos tecidos, como argumentado por Aires et al. (2014).

5.8 AVALIACAO IN VIVO DO PADRAO DE OVIPOSIGAO DE S. MANSONI

O oograma é considerado alterado quando ha auséncia de um ou mais estadios
evolutivos dos ovos, quando ha apenas reducao, considera-se um oograma modificado.
No presente estudo, o grupo controle apresentou um padrao de oviposi¢ao semelhante
ao observado em animais infectados e ndo tratados, em concordancia com os achados
previamente descritos por Barbosa et al. (2019) e Silva et al. (2023). Com relacédo aos
grupos tratados com PBT2 é possivel identificar na tabela 8 que nao houve alteragéo,
mas modificacdo no padrdao de oviposicao, através da reducdo de ovos imaturos e

aumento de ovos maduros e mortos de forma dose-dependente.

Tabela 8: Efeitos do PBT2 e Praziquantel (PZQ) no padrao de oviposicdo de

camundongos infectados por S. mansoni, eutanasiados apés 55 dias de infecgéo.

Grupos % de ovos por estadio de desenvolvimento
Imaturos Maduros Mortos
Controle 1 53,2 £ 6,1 41,8 £ 5,35 50+1,0
PZQ
50 mg/kg 0,0+0,0 57+1,63 94,2 + 1,54

PBT2

200 mg/kg 26,57 £7,932 53,71+ 7,432 19,71 £ 2,692

100 mg/kg 34,71 £ 6,422 50,43 £+ 8,120 14,86 + 2,61¢

50 mg/kg 46,14 + 3,71 42,29 + 4,71 9,71+ 1,7

ap < 0,001: diferencga significativa em comparagao com o grupo controle para o mesmo estadio.
bp < 0,1: diferenca significativa em comparagdo com o grupo controle para o0 mesmo estadio.
¢p < 0,01: diferenca significativa em comparagao com o grupo controle para 0 mesmo estadio.

E sugerido que PBT2 possa ter interrompido a postura de ovos imaturos, através
de alteracdes sobre o aparelho reprodutor de vermes machos ou fémeas ou impedindo
0 pareamento dos casais residuais, particularmente nas doses de 200 mg/kg e 100
mg/kg que causaram reduc¢ao significativa (p < 0,001) de ovos imaturos. Ja o aumento
de ovos maduros pode ser atribuido a continuidade no desenvolvimento dos ovos ja
depositados no tecido intestinal por vermes fémeas nao sensibilizadas, ou por nao
sofrer a agao ovicida. Houve aumento de 53,71% (p < 0,001) e 50,43% (p < 0,01) de
ovos maduros quando o tratamento foi realizado nas doses de 200 mg/kg e 100 mg/kg,
respectivamente. Nas doses de 200 mg/kg, 100 mg/kg e 50 mg/kg, os percentuais de

ovos mortos encontrados no tecido intestinal foram de 19,71% (p < 0,001%), 14,86%
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(p <0,01%) e 9,71%, respectivamente. Estes resultados sugerem que PBT2 exibiu um
leve efeito ovicida, causando mortalidade dose-dependente quando comparado aos
resultados alcangados por PZQ que foi capaz de causar 94,2% de mortalidade dos
ovos. Os resultados estdo em concordancia com os estudos de Silva et al. (2023), no
qual PZQ obteve 97,63% de mortalidade dos ovos para a mesma dose.

Na infeccao pelo S. mansoni, o desenvolvimento da patologia esta intimamente
ligado a deposicédo de ovos nos tecidos. Nesse contexto, estratégias terapéuticas que
visam a reducdo do acumulo de ovos no figado e nos intestinos, ou que alteram o
padrao de oviposic¢ao, sao consideradas cruciais (Aires et al., 2014). A diminuigcdo da
carga de ovos depositados tem um impacto direto no progndstico da doenga, uma vez
gue a menor carga ovipostural atenua a resposta inflamatoéria granulomatosa crdnica,
a hipertensao portal e o risco de fibrose irreversivel, fenbmenos que sao os principais
responsaveis pela morbidade e mortalidade (Buonfrate et al., 2025; Vale et al., 2017).
O PBT2, por sua vez, apresentou promissor efeito no que tange a diminui¢do da carga
de ovos nos tecidos hepatico e intestinal, bem como exibiu caracteristica ovicida leve e

expressiva diminui¢cdo da carga de ovos imaturos no intestino.

5.9 AVALIAGAO HISTOLOGIA E HISTOMORFOMETRIA DE GRANULOMAS HEPATICOS MANSONICOS

O tratamento com PBT2 reduziu significativamente (p < 0,001) o volume dos
granulomas hepaticos nas doses de 200 e 100 mg/kg quando comparados ao grupo
controle infectado, de acordo com a Figura 21 A. O grupo tratado com PBT2 na dose
de 200 mg/kg apresentou volume médio de granuloma hepatico de 35,29 um x 105,
enquanto PBT2 na dose de 100 mg/kg teve média de 49,47 um x 105, ja PBT2 na dose
de 50 mg/kg obteve volume de granuloma médio de 66,05 um x 10%, valor nao
estatisticamente significante quando comparado ao controle, que por sua vez obteve
média de 72,49 pm x 10°.



68

Figura 21. Grafico de volume médio de granulomas hepaticos (A) e imagens de
histologia de granulomas hepaticos em camundongos tratados com PBT2 nas doses
de 200 (B), 100 (C) e 50 (D) mg/kg, grupo controle negativo (E) PZQ (F), eutanasiados

apos 55 dias de infecgao.
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ap < 0,001, diferencga estatistica comparado ao PBT2 nas doses de 200 e 100 mg/kg;
bp < 0,05, diferenga estatistica comparado ao PZQ;

¢p < 0,001, diferenca estatistica comparado ao PBT2 na dose de 200 mg/kg;

dp < 0,01, diferenca estatistica comparado ao PBT2 nas doses de 100 e 50 mg/kg;
ep < 0,05, diferenca estatistica comparado ao PZQ e PBT2 na dose de 50 mg/kg.

PBT2 na dose de 200 mg/kg quando comparado as doses de 100 e 50 mg/kg
obteve significancia estatistica de p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente. Além disso,
PBT2 na dose de 100 mg/kg também apresentou diferenga estatistica (p < 0,05) quando
comparado a dose de 50 mg/kg do mesmo derivado. O tratamento com PZQ resultou
em volume médio de granuloma hepatico de 61,15 pum x 105, sinalizando diferenca

significativa quando comparado ao grupo controle (p < 0,01). Entretanto, PZQ quando
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comparado aos grupos tratados com PBT2, o derivado tiazolico nas doses de 200 e
100 mg/kg apresentaram diferenca estatisticamente significante de p < 0,001 e p < 0,01,
respectivamente e na dose de 50 mg/kg n&o obteve diferenga significativa com PZQ.

A resposta granulomatosa ao redor dos ovos depositados no tecido hepatico é a
consequéncia mais preocupante na infecgdo por S. mansoni (Buonfrate et al., 2025),
portanto é desejavel que um candidato a farmaco esquistossomicida atue na
modulacao de granulomas no curso da doencga, seja diminuindo a quantidade de ovos
depositados no tecido hepatico, diminuindo o tamanho da inflamacéao dos granulomas
formados e/ou atuando na resposta inflamatéria presente no processo fibrético, dessa
forma oferecendo um efeito hepatoprotetor (Bakery et al., 2022).

Silva et al. (2023) e Bakery et al. (2022) estudaram os efeitos da Plumbagina in
vivo na modulagao do granuloma hepatico em camundongos infectados por S. mansoni,
obtendo reducdo no tamanho dos granulomas de 49,56%, 57,63% e 71,21% quando
tratados com doses de 8, 16 e 32 mg/kg, respectivamente, nos estudos de Silva et al.
e de 62.23% nos estudos de Bakery et al. (p < 0,001). Em nosso estudo, PBT2
promoveu reducao nos volumes médios de granuloma de 51,31% e de 31,75% nas
doses de 200 e 100 mg/kg (p < 0,001), respectivamente. Bakery et al. (2022) ainda
sugere que seu efeito protetor histologico seja decorrente da modulagcdo de citocinas
pré e anti-inflamatorias e reducao de radicais livres, fundamentais na limitacado do dano
celular ao 6rgao e fibrose.

Da mesma forma, Soares et al. (2023) estudou o efeito da B-Lapachona: MBCD,
outra molécula semi-sintética, no granuloma esquistossomal, obtendo uma reducao
significante 38.68% e 37.12% no tamanho dos granulomas na dose de 100 mg/kg e 50
mg/kg, respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Assim como sugeriu
Soares et al. (2023), PBT2 modulou a populagao celular do granuloma hepatico ao
redor do ovo, diminuindo a populacao linfocitaria e de polimorfonucleares que secretam
IL-4 e IL-13 estimulando paralelamente o aumento da migracdo de macrofagos, os
quais secretam fatores de crescimento (TGF-B) que estimulam a proliferagcéo e ativagéao
de fibroblastos, que por sua vez secretam colageno e outros componentes da matriz
extracelular de forma circunscrita e na regiao mediana dos granulomas, como pode ser
visto na Figura 21 B e C. Por outro lado, o grupo controle exibiu granulomas agudo do
tipo exsudativo, caracterizado por intensa inflamagéo granulomatosa constituida por
linfécitos e polimorfonuclares Figura 21 E. O tratamento com PZQ promoveu
granulomas do tipo produtivo com reducao da inflamacao e depdsito de colageno ao
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redor do granuloma. Figura 21 F.

Estudos com moléculas tiazdlicas estruturalmente semelhante ao PBT2 séo
escassos, como solugcdo, a integracdo com outros tipos de derivados tiazolicos
reportados na literatura se faz necessario. Desta forma, Barbosa et al. (2019) estudou
a atividade in vivo de derivados de ftalimido-tiazéis em camundongos Balb/c e dosou
0s niveis de hidroxiprolina para analisar o grau de fibrose do tecido hepatico dos
animais tratados com a molécula 2m, ndao obtendo resultados estatisticamente
significantes entre o grupo controle e os grupos tratados com 2m e PZQ, embora tenha
modulado outros critérios parasitolégicos de forma satisfatoria, como reducdo na carga
de vermes. PBT2 além de diminuir a carga parasitaria in vivo nos animais infectados

também diminuiu o volume dos granulomas advindo dos ovos desses vermes adultos.
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6 CONCLUSOES

° PBT2 violou duas regras no grafico de biodisponibilidade oral, mas
apresentou bons parametros de predicdo das propriedades farmacocinéticas de
ADMET, justificando a continuidade das investigagdes in vitro e in vivo.

° PBT2 nao exibiu efeito citotdxico sobre células primarias murinas
(macréfagos peritoneais e esplendcitos);

° In vitro, PBT2 reduziu de forma estatisticamente significativa a viabilidade
celular dos vermes

° PBT2 exibiu indice de seletividade cerca de 7 vezes mais para vermes
imaturos que células primarias murinas;

° In vitro, PBT2 apresentou atividade esquistossomicida contra
esquistossémulo de pele e vermes jovens com mortalidade e alteragcdes na motilidade
de forma dose e tempo dependente.

) In vivo, PBT2 apresentou reducdo da carga parasitaria (total e fémeas),
associada a diminuicao da eliminagao de ovos nas fezes e da deposi¢cdo dos ovos nos
tecidos hepatico e intestinal. Além disso, promoveu modificagdo no padrdao de
oviposicao de forma dose-dependente;

) PBT2 promoveu reducdao no volume médio e na inflamacdo dos
granulomas hepaticos.

Tais achados reforcam o potencial do PBT2 como candidato promissor no
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas e o0 uso de tecnologias
farmacéuticas para a producao de formulacées com PBT2. Nesse sentido, o derivado
tiazdlico PBT2 se destaca como alvo para investigacbes adicionais, voltadas a
elucidacdo de seu mecanismo de acgéo, a otimizagdo de regimes de tratamento e a

avaliagao de sua seguranca toxicoldégica em modelos pré-clinicos.
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