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ATIVIDADE DO COMPOSTO 1-(4-CLOROFENIL)-3-(1,3,4-TIODIAZOL-2-IL)
TIOUREIA (MS06) NA ULCERA GASTRICA IN VIVO E IN VITRO.

ACTIVITY OF THE COMPOUND 1-(4-CHLOROPHENYL)-3-(1,3,4-
THIODIAZOLE-2-YL) THIOUREA (MS06) IN GASTRIC ULCER IN VIVO AND IN
VITRO.

Barbara Rawene Pereira dos Santos!
Vanda Lucia dos Santos?

RESUMO

A Ulcera péptica é uma lesdo que ocorre em regiGes expostas a acidez gastrica ou as
enzimas do sistema digestivo. E caracterizada por um defeito na mucosa que pode se estender
até o musculo, sendo mais frequente no estbmago e no duodeno. O composto 1-(4-clorofenil)-
3-(1,3,4-tiodiazol-2-il) tioureia (MS06) foi desenvolvido a partir do protétipo MS01 derivado
da famotidina, o qual demonstrou atividade gastroprotetora em ensaios preliminares. O objetivo
geral do trabalho foi investigar a toxicidade aguda e atividade gastroprotetora do composto
MSO06 in vivo e sua a¢do sobre a contratilidade de segmentos de musculos do trato gastrintestinal
in vitro. Para tanto foi realizado os ensaios in vivo de toxicidade aguda de dose Unica e Ulcera
induzida por etanol e in vitro a curva concentracdo resposta em preparagdo de fundo de
estdmago contraido com carbamilcolina (1 uM). Os resultados foram expressos como média
desvio padrdo e e analisados por ANOVA one-way, seguido do pos-teste de Dunnet para 0s
modelos de Ulcera, e o teste de T-Student para o ensaio de toxicidade, onde os valores de p<0,05
foram considerados como estatisticamente significativos, com aprovacéo ética (CEUA/ UEPB
036/2023). No ensaio de toxicidade o MS06 (2000 mg/kg) nao apresentou sinais de toxicidade,
enquadrando-se na categoria V (DL50 > 2000 mg/kg)na diretriz OECD-423. Na inducéo de
Ulcera por etanol, o MS06 (12,5, 25 e 50 mg/kg) reduziu as areas ulcerativas em 76,92%,
84,85% e 86,53%, respectivamente, com eficacia comparavel a carbenoxolona (100 mg/kg). In
vitro, 0 MS06 (100 pg/mL) inibiu mais de 90% das contrac6es induzidas por carbamilcolina
em tiras isoladas de fundo gastrico de camundongo, , 0 qual sugere acdo espasmolitica e
reducdo da suscetibilidade a formacdes de Ulceras. Conclui-se que o composto em estudo
apresenta baixa toxicidade e promissora atividade gastroprotetora, com destaque de seu
potencial como farmaco antiulcerogénico. Entretando, estudos complementares podem apoiar
o desenvolvimento do MS06 como possivel candidato a medicamento para tratar problemas
gastricos.

Palavras-chave: lesdo ulcerativa; atividade antiulcerogénica; contratilidade in vitro.
ABSTRACT

Peptic ulcer is a lesion that occurs in regions exposed to gastric acidity or enzymes of the
digestive system. It is characterized by a defect in the mucosa that can extend to the muscle,
being more frequent in the stomach and duodenum. The compound 1-(4-chlorophenyl)-3-
(1,3,4-thiodiazol-2-yl) thiourea (MS06) was developed from the prototype MSO01 derived from
famotidine, which demonstrated gastroprotective activity in preliminary tests. The general
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objective of the study was to investigate the acute toxicity and gastroprotective activity of the
compound MS06 in vivo and its action on the contractility of muscle segments of the
gastrointestinal tract in vitro. For this purpose, in vivo single-dose acute toxicity and ethanol-
induced ulcer tests were performed, as well as the in vitro concentration-response curve in a
preparation of contracted stomach fundus with carbamylcholine (1 pM). The results were
expressed as mean * standard deviation and evaluated by analysis of variance (one-way
ANOVA), followed by Dunnet's post-test for ulcer models, and the T-Sudent test for the
toxicity assay, where p-values <0.05 were considered statistically significant. The protocols
were submitted and approved by the Animal Use Ethics Committee of the State University of
Paraiba (036/2023). In the toxicity assay, MS06 showed no signs of toxicity at a dose of 2000
mg/kg-1, which, based on the OECD-423 guideline, demonstrates that the compound MS06 fits
into category V (lethal dose 2000mg to 5000mg). MS06 also demonstrated its effectiveness as
a gastroprotector by inhibiting ulcerative areas by 76.92%, 84.85% and 86.53% at
concentrations of 12.5, 25 and 50mg.kg-1, respectively, the area of ethanol-induced lesion in
mice similar to Carbenoxolone 100mg and presented spasmodic activity in isolated strips of
mouse stomach fundus at a concentration of 100ug/ml, inhibiting its contraction by more than
90%, which inhibits the anomalous contractions of the intestinal wall and reduces the
susceptibility to ulcer formation. These data suggest that the compound has low toxicity and
promising gastroprotective activity. However, complementary studies may support the
development of MS06 as a possible drug candidate to treat gastric problems.

Keywords: ulcerative lesion; antiulcerogenic activity; in vitro contractility.

1 INTRODUCAO

A Ulcera péptica é uma lesdo que ocorre na mucosa do estdbmago ou duodeno, resultante
da agressdo do acido gastrico e outras substancias digestivas, como a pepsina. Essas leses sdo
causadas por um desequilibrio entre os fatores agressivos, e 0os mecanismos de defesa da
mucosa gastrica (Kuna et al., 2019).

Dentre as principais causas da formacao de Ulceras, destaca-se a infec¢do da bactéria
Helicobacter pylori ou pelo uso prolongado de medicamentos como anti-inflamatérios nédo
esteroides (AINES). Esses fatores enfraquecem a protecdo natural do estdmago, e tornam a
mucosa mais vulneravel ao ataque dos acidos digestivos (Wannmacher, 2007).

As duas principais classes de medicamentos usadas para tratar a Ulcera péptica séo 0s
antagonistas dos receptores H2, como a ranitidina, a famotidina e a cimetidina e os inibidores
da bomba de proétons (IBP) como o omeprazol (Savarino et al., 2017).

Esses farmacos trazem efeitos indesejados a curto e longo prazo, pois segundo Katzung;
Trevor (2021), os IBP e antagonistas dos receptores H2 apresentam efeitos colaterais comuns
como dor de cabeca, nauseas, diarreia ou constipacdo, flatuléncias e dor abdominal, enquanto
as adversidades a longo prazo chegam a hipomagnesemia, deficiéncia de vitamina B12, risco
aumentado de fraturas 0sseas para os IBP e ginecomastia, diminuicao da libido ou impoténcia
para 0s antagonistas dos receptores H2.

Esses fatores, juntamente com a alta taxa de recorréncia da Ulcera péptica, tém
incentivado a busca por novas op¢oes de tratamento (Beiranvand, 2022). Assim, no campo da
guimica medicinal, fragmentos heterociclicos desempenham um papel importante, pois
melhoram as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas das
moléculas (Wang et al., 2017).

Dessa perspectiva, o composto 1-(4-clorofenil)-3-(1,3,4-tiodiazol-2-il) tioureia (MS06)
desenvolvido a partir de modifica¢fes estruturais no protétipo 1-fenil-3-(tiazol-2-il) tioureia



(MS01), um derivado da famotidina (medicamento antitlcera disponivel no mercado) que
possui fragmentos heterociclicos surge como um possivel medicamento antiulcerogénico.
Nosso grupo de pesquisa realizou uma triagem do potencial gastroprotetor do MS01, onde, em
um modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol em camundongos, o prot6tipo demonstrou
uma inibicdo satisfatoria da formacao de Ulceras gastricas (dados ainda ndo publicados).

O composto MS06 mostrou em estudos previos de docking molecular, interacbes com
a H+/K+ ATPase e receptores H2 de histamina (Locio (2022) (Acesso embargado)). Com isso,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar, in vivo, a atividade gastroprotetora do MS06, além de
estudar, in vitro, sua acdo sobre a contratilidade de segmentos musculares do trato
gastrointestinal.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Desenvolvimento de farmacos na quimica medicinal

O desenvolvimento de novos medicamentos € um processo que envolve varias
disciplinas, englobando a identificacdo de alvos terapéuticos, a sintese e otimizacdo de
compostos bioativos, além da avaliacdo de sua seguranca e eficacia por meio das abordagens
LBDD (Ligand-Based Drug Design), SBDD (Structure-Based Drug Design) e FBDD
(Fragment-Based Drug Design) (Patrick, 2017). A quimica medicinal tem um papel
fundamental nesse processo, ao projetar e modificar compostos com potencial terapéutico,
visando melhorar sua biodisponibilidade e reduzir efeitos adversos (Silverman & Holladay,
2014).

Nos Ultimos anos, as pesquisas tém focado na modificacdo estrutural de compostos ja
conhecidos, como os derivados da famotidina, para o tratamento de doencas gastrointestinais
(Andrade et al., 2021). Esses avancos tém permitido o desenvolvimento de novos agentes
gastroprotetores, com perfis mais seguros e eficazes.

2.2 Compostos heterociclicos e a sua relevancia farmacolégica

Os compostos heterociclicos sdao amplamente utilizados na quimica medicinal devido a
sua flexibilidade estrutural e ao seu grande potencial de atividade biolégica (Joule & Mills,
2010). Moléculas que contém anéis heterociclicos, como os derivados de tiadiazol, apresentam
propriedades  antioxidantes,  anti-inflamatérias,  anti-hipertensivas,  antifngicase
gastroprotetoras (Figura 1) (Khan et al., 2018).
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Figura 1 - Exemplos de farmacos heterociclicos
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Fonte: Lécio (2022).

Segundo Chatterjee et al., 2019, a presenca do anel de tiadiazol em novos compostos
pode afetar diretamente a interacdo com alvos bioldgicos responsaveis pela protecdo da mucosa
gastrica.. Dessa forma, compostos heterociclicos ja disponiveis no mercado, como a famotidina
(Figura 2), quando modificados estruturalmente se apresentam como candidatos ainda mais
promissores para o tratamento de doencas gastrointestinais, como o protétipo MSO01 utilizado
no trabalho de Locio (2022) (Figura 3). De acordo com H. M. Refat et al., 2020, a sintese e
avaliagdo de novos derivados de 1,3,4-tiadiazol revelaram uma expressiva atividade
antioxidante, atribuida a capacidade dessa estrutura heterociclica de estabilizar espécies reativas
de oxigénio (ROS) por meio da doagdo de elétrons e da ressonancia eletronica. Esses resultados
sugerem que compostos contendo o nuacleo tiadiazol podem atuar na protecdo da mucosa
gastrica contra o estresse oxidativo, o que contribui para sua eficacia no tratamento de distarbios
gastrointestinais e possivelmente amplia seu espectro farmacolégico.

Figura 2 - Estrutura molecular da Famotidina

Famotidina
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Fonte: Fonte: L6cio (2022).

Figura 3 - Estrutura molecular MS01
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2.3 Ulcera péptica

A Ulcera péptica € uma doenca caracterizada por lesdo nas areas expostas a acidez
gastrica ou as enzimas do sistema digestivo. Histologicamente, essa condicao € descrita por um
defeito na mucosa que pode se estender até o musculo, sendo mais frequente no estbmago e no
duodeno proximal, e menos comum no esdfago, no duodeno distal ou no jejuno (Kuna et al.,
2019; Malfertheiner; Schulz, 2020).

Apesar da ulcera gastrica e duodenal serem les6es na mucosa do trato gastrointestinal,
elas se diferem quanto a localizagdo, sintomas e padréo de dor. A Ulcera gastrica é caracterizada
por lesdes na mucosa do estbmago que, clinicamente, se manifestam principalmente por dor
epigastrica em queimacdo ou em pontada, comumente agravada logo apds a ingestdo de
alimentos, o que pode levar a reducdo da ingestdo alimentar por parte dos pacientes.Por outro
lado, a Ulcera duodenal se localiza no duodeno e apresenta dores algumas horas ap0s a refeicdo
ou durante a noite. As duas podem apresentar sintomas como queimacao epigastrica, nauseas e
desconforto abdominal (JAMESON et al. 2022).

2.3.1 Acido Géstrico e Pepsina

O é&cido gastrico, em conjunto com a pepsina, sdo fundamentais para a digestdo dos
alimentos. No entanto, quando os mecanismos de defesa da mucosa gastrica falham, esses
fatores agressivos podem danificar a camada protetora da mucosa. A pepsina, uma enzima
proteolitica, age sobre as células da mucosa gastrica, degradando proteinas essenciais para a
manutencdo de sua integridade (Ghosh et al., 2019). Em condi¢des normais, a mucosa gastrica
é protegida por uma camada espessa de muco que contém bicarbonato, o qual neutraliza o acido
e protege as células da mucosa.

2.3.2 Fatores de Risco

O uso excessivo de AINEs é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
de Ulceras pépticas. Esses medicamentos inibem a sintese de prostaglandinas, substancias
responsaveis por manter a integridade da mucosa gastrica. Sem as prostaglandinas, a mucosa
fica mais suscetivel aos danos causados pelo acido gastrico (Joule & Mills, 2010). Outros
fatores, como o a infeccdo por H. pylori, responsavel por cerca de 70% dos casos de Ulcera
gastrica (Rahman et al., 2020), consumo excessivo de alcool, o tabagismo, ma alimentacéo e o
estresse, também desempenham um papel no desenvolvimento e agravamento da Ulcera péptica
(Khan et al., 2018).

2.3.3 Inflamacdo e Estresse Oxidativo

A inflamacéo crénica da mucosa gastrica contribui para a piora das ulceras. Além disso,
0 estresse oxidativo, caracterizado pela producdo excessiva de radicais livres, desempenha um
papel importante na lesdo celular. Esses radicais livres causam danos as células epiteliais,
promovem a inflamac&o e agravam a Ulcera (Pasricha et al., 2019). O estresse oxidativo também
interfere nos processos de reparo da mucosa e dificultam a cicatrizagédo das ulceras.

2.3.4 Consequéncias e Complicagdes

As principais complicacOes da Ulcera péptica incluem sangramento, perfuracdo e
obstrucdo géastrica. O sangramento ocorre quando ha erosdo dos vasos sanguineos na base da



12

Ulcera, enquanto a perfuracdo é uma emergéncia médica que acontece quando a Ulcera perfura
a parede do estbmago ou duodeno, permite que o conteudo gastrico vaze para a cavidade
abdominal e causa a peritonite (Zhao et al., 2021). Além disso, a obstrucdo pode surgir devido
ao inchaco da mucosa ou a formacéo de cicatrizes apds a cura da Ulcera que dificulte a passagem
dos alimentos.

2.4 Tratamento Ulcera péptica

O tratamento tradicional das Ulceras pépticas baseia-se no uso de inibidores da bomba
de prétons (IBPs) e blogueadores dos receptores H2, além da antibioticoterapia quando ha
infeccdo por Helicobacter pylori. Os IBPs (como omeprazol, pantoprazol e esomeprazol)
bloqueiam irreversivelmente a enzima H/K*-ATPase nas células parietais gastricas, reduzem
significativamente a secre¢do acida e favorecem a cicatrizacdo da ulcera (Katzung et al., 2021).
Ja os bloqueadores H2 (como ranitidina e famotidina) inibem competitivamente os receptores
H2 da histamina e reduzem a producdo de acido gastrico, embora de forma menos potente que
os IBPs (Feldman et al., 2020).

Nos casos associados a infeccao por H. pylori, a erradicacéo bacteriana € essencial para
evitar recorréncias. O tratamento mais comum ¢€ a terapia tripla, que combina um IBP com dois
antibioticos, geralmente claritromicina e amoxicilina (ou metronidazol, em caso de alergia a
penicilina). Essa associacdo inibe a secrecdo acida e elimina a bactéria: a claritromicina
interfere na sintese proteica bacteriana ao inibir a subunidade 50S ribossomal, enquanto a
amoxicilina inibe a sintese da parede celular (Malfertheiner et al., 2017).

No mercado, existem associa¢des prontas para facilitar a adesdo ao tratamento, como
combinagbes de omeprazol, claritromicina e amoxicilina em um dnico regime posologico.
Além disso, em casos de resisténcia bacteriana, esquemas com bismuto podem ser utilizados,
combinando IBP, tetraciclina, metronidazol e sais de bismuto (Chey et al., 2017).

Apesar da eficacia, os tratamentos apresentam limitacGes. A terapia com IBPs pode
levar a hipergastrinemia e ao risco aumentado de infec¢bes gastrointestinais devido a
diminuicdo da acidez géstrica. Ja os antagonistas H2, além de menos eficazes, podem induzir
tolerdncia com o uso prolongado. Os antibidticos, por sua vez, apresentam taxa crescente de
resisténcia e reduzem a eficacia da erradicacdo do H. pylori (Malfertheiner et al., 2017).

Os principais efeitos adversos incluem diarreia, nauseas e alteragdes na microbiota
intestinal devido ao uso de antibioticos. Os IBPs também estdo associados a maior risco de
fraturas dsseas, deficiéncia de vitamina B12 e hipomagnesemia em tratamentos prolongados.
As contraindicacdes variam conforme o farmaco, sendo que claritromicina, por exemplo, deve
ser evitada em pacientes com historico de arritmias cardiacas devido ao risco de prolongamento
do intervalo QT, periodo de tempo medido no eletrocardiograma em que o coracao leva para
realizar a despolarizacdo e repolarizacdo dos ventriculos, ou seja, o ciclo completo de contracdo
e relaxamento ventricular.(Chey et al., 2017).

Por consequéncia disso, tém impulsionado a busca por novas alternativas terapéuticas.
Farmacos derivados de tiadiazol tém mostrado eficacia na reducdo das lesGes causadas pela
ulcera, devido a sua capacidade de modular a secrecéo acida e diminuir o estresse oxidativo na
mucosa gastrica (Ghosh et al., 2019).

2.5 Toxicidade aguda de farmacos

O ensaio de toxicidade aguda é o primeiro teste ndo clinico realizado para avaliar o
potencial de novas substancias e produtos de causar danos a saide humana. Em termos simples,
a toxicidade aguda mede a quantidade de uma substancia que pode causar efeitos prejudiciais
em um grupo de individuos avaliados. Esses efeitos podem incluir alteragcbes no



13

comportamento, mudangas no consumo de racdo, variacbes no ganho de peso, avaliagcdo
biométrica dos 6rgdos e alteracBes organicas visiveis tanto a olho nu quanto ao microscopio
(FERREIRA et al., 2017: MAGALHAES et al., 2020).

O teste de dose Unica segue diretrizes internacionais, como a OECD-423, para avaliar a
seguranga do composto e sua classificagao toxicolégica, Classe 1: Muito Toxico - LD50: Menor
ou igual a 5 mg/kg de peso corporal (Efeitos graves e rapidos, com risco significativo de morte
com doses pequenas. Substancias nesta categoria exigem um controle rigoroso e precaucoes
extremas em seu manuseio); Classe 2: Toxico - LD50: Maior que 5 mg/kg e menor ou igual a
50 mg/kg. (Substancias nesta classe causam efeitos graves apds a exposicdo a uma dose
relativamente baixa e podem levar a sérios problemas de salde se manuseadas sem precaucgdes
adequadas); Classe 3: Vivamente Tdxico - LD50: Maior que 50 mg/kg e menor ou igual a 300
mg/kg. (Estas substancias podem causar efeitos toxicos significativos, mas as doses necessarias
para causar efeitos letais sdo maiores); Classe 4: Moderadamente Toxico - LD50: Maior que
300 mg/kg e menor ou igual a 2.000 mg/kg. (Substancias nesta classe tém efeitos toxicos, mas
as doses necessarias para esses efeitos sdo consideravelmente mais altas) e Classe 5: Pouco
Téxico - LD50: Maior que 2.000 mg/kg (Essas substancias apresentam toxicidade muito baixa,
e a exposi¢cdo a uma Unica dose ndo representa risco significativo para a saude) (OECD, 2001).

2.6 Modelo de Ulcera Induzida por Etanol

Modelos experimentais de inducédo de Ulcera por etanol sdo amplamente utilizados para
testar a eficacia de novos compostos gastroprotetores (Mousa et al., 2020).

O etanol é conhecido por causar lesbes gastricas por varios mecanismos, 0S quais
incluem a ruptura da barreira da mucosa géstrica e a alteragdo da camada lipoprotéica, o que
aumenta a interacdo entre o acido cloridrico e a parede do estbmago. Além disso, o etanol pode
formar espécies reativas de oxigénio, causar danos diretos aos capilares da mucosa estomacal
devido a alteracGes na estrutura e funcao das proteinas das células epiteliais gastricas (Bellato
et al., 2015; Yang et al., 2017; Guerra e vieira, 2019).

Devido a ampla a¢do toxica do etanol na mucosa gastrica, o teste de Ulcera induzida por
etanol é amplamente reconhecido como o primeiro teste in vivo cientificamente aceito para
avaliar novos compostos antiulcerogénicos, conforme descrito por Noor et al. (2017); Rajesh
et al. (2017 e Chernikov et al. (2019)).

2.7 Estudos de Contratilidade in vitro

A investigacdo da contratilidade in vitro de segmentos do trato gastrointestinal é uma
técnica usada para avaliar o efeito de novos compostos sobre a motilidade gastrica, pois
alteracbes nesse quesito podem aumentar a exposicdo da mucosa gastrica ao acido e
comprometer os mecanismos protetores do 6rgdo, tornando-o mais susceptivel a formacGes de
Ulceras (Malfertheiner et al., 2017). Compostos com atividade espasmolitica podem reduzir
contracdes anormais da parede intestinal, diminuindo a propensdo ao desenvolvimento de
ulceras (Pasricha et al., 2019). Estudos indicam que substancias que modulam a contragéo da
musculatura gastrica podem agir de forma sinérgica com agentes gastroprotetores, oferecendo
um efeito terapéutico mais completo (Gharib-Naseri et al., 2021).

Dessa forma, o presente capitulo evidenciou que, embora diversas opcdes terapéuticas
para o tratamento das Ulceras pépticas, elas ainda apresentam limitagGes importantes, incluindo
recidivas frequentes, efeitos adversos associados ao uso prolongado, como hipergastrinemia,
ma absorcdo de nutrientes e alteragdes na microbiota intestinal, além de perda de eficacia
devido a tolerancia farmacoldgica (Forgacs; Loganayagam, 2008; Malfertheiner et al., 2017).
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Além disso, tais terapias muitas vezes atuam apenas no controle dos sintomas e da acidez, sem
interferir diretamente nos mecanismos inflamatorios e oxidativos envolvidos na patogénese da
Ulcera, o que pode comprometer a reparacdo completa da mucosa gastrica (Pasricha et al.,
2019). No contexto epidemioldgico, estima-se que até 10% da populacdo mundial desenvolva
Ulcera péptica ao longo da vida, sendo as complicacbes, como hemorragias e perfuragdes,
responsaveis por significativa morbimortalidade, especialmente em paises em desenvolvimento
(Sung et al., 2009). No Brasil, embora a prevaléncia tenha diminuido com a maior
conscientizacao sobre os riscos dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e avangos no
diagndstico e tratamento da infecgdo por Helicobacter pylori, as Ulceras géastricas ainda
representam um problema de salde publica, sobretudo em populacGes com baixo acesso a
assisténcia médica (Ferreira; Cravo, 2022). Diante disso, h& uma necessidade crescente por
agentes terapéuticos inovadores, com mecanismos de acdo ampliados, capazes de atuar ndo
apenas na acidez géastrica, mas também sobre processos como inflamag&o, estresse oxidativo e
regeneracdo tecidual, destacando a importancia do desenvolvimento de novos compostos
gastroprotetores com maior eficacia e seguranca.

3 METODOLOGIA
3.1 Definic¢éo do estudo

Trata-se de um estudo da investigacdo da toxicidade aguda e atividade gastroprotetora
do composto 1-(4-clorofenil)-3-(1,3,4-tiodiazol-2-il) tioureia in vivo e sua acdo sobre a
contratilidade de segmentos de musculos do trato gastrintestinal in vitro.

3.2 Delineamento da pesquisa
3.2.1 Obtencdo do composto

O composto MS06 foi cedido pelo Laboratério de Desenvolvimento e Sintese de
Farmacos (LDSF) vinculado a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), coordenado pelo
Prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura.

3.2.2 Atividade farmacologica

Os procedimentos foram realizados no Centro de Bioterismo e no Laboratorio de
Ensaios Farmacolégicos da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Foram utilizados
camundongos Swiss (Mus musculus), machos e fémeas, com idade de 6 a 8 semanas,
provenientes do Centro de Bioterismo da UEPB. Os animais foram mantidos nas condi¢fes
padrdes do Centro de Bioterismo da UEPB. A eutanasia foi realizada com a associacdo de
Xilazina 2% (30mg.kg™) e Cetamina 10% (300mg.kg™). Os protocolos foram submetidos e
aprovados pela CEUA/UEPB (036/2023).

3.2.3 Toxicidade aguda de dose Unica

O protocolo foi realizado conforme a metodologia descrita no Guia 423 das diretrizes da
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), foram utilizados 2
grupos (n=6) de camundongos fémeas: controle (veiculo 10 mL.kg™) e experimental (2000
mg.kg ). Os animais foram observados nos tempos de 30 min, 1h, 2h, 4h e 8h apos a
administracdo. Os seguintes parametros foram avaliados: efeitos na locomog&o;
comportamento (agitacao, irritabilidade, atividade reduzida, sonoléncia); respiracéo,
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salivacdo, lacrimejamento, cianose de extremidades, diarreia, mic¢éo, piloeregéo, ptosis e
mortalidade. A massa corporal e consumo de agua e racdo foram observados a cada 24h,
durante 14 dias. No 15° dia os animais foram eutanasiados e 0s 6rgdos retirados e avaliados
macroscopicamente.

3.2.4 Ulcera gastrica induzida por etanol

Com base na literatura, realizamos uma triagem farmacoldgica do composto MS06 nas
doses de 12,5; 25 ou 50,0 mg.kg?. A escolha dessas doses foi orientada pelas doses tipicas de
farmacos antiulcerogénicos inibidores da bomba de protons, que sdo geralmente de 20 mg ou
40 mg (Camilo et al., 2020; Oliveira et al., 2021).

Os animais foram divididos em grupos (n=8), e sob jejum prévio de 4 horas, foram
tratados via oral com o veiculo (10 ml.kg®), Carbenoxolona 100 mg.kg™ ou com o MS06 nas
doses de 25, 50 e 100 mg.kg™. Uma hora ap6s o tratamento, foi administrado etanol absoluto
0,2 ml/animal v.o (ROBERT et al., 1979). Sessenta minutos apds, os animais foram
eutanasiados, 0s estdmagos retirados e abertos ao longo da curvatura maior, lavados e
fotografados. As areas das lesdes gastricas foram medidas através do Software ImageJ.

3.2.5 Contratilidade de tiras de fundo de estbmago

Camundongos Swiss, machos e fémeas, 25 a 35 g, foram eutanasiados mediante injecao
i.p. de cetamina/xilazina. Seus estdmagos foram cuidadosamente removidos e colocados em
placa Petri contendo solucdo de fisiologica de Tyrode abertos pela curvatura menor e o
contetido interno removido.

Tiras de aproximadamente 0,5 cm foram obtidas do fundo do estdmago (n=5) e presos
por fio de algoddo inextensivel em sistema para registro de contratilidade de 6rgdo isolado
(Insight Ltda) com camaras preenchidas com solucdo de Tyrode, com tenséo basal de 1 g e
aguardado periodo de estabilizacdo de 30 minutos. Os protocolos experimentais envolveram a
construcdo de curvas de concentracdo-efeito, nas quais foram aplicadas concentragdes
crescentes de MS06 (10°% a 10*) em tiras de estdmago isoladas, seguidas de estimulos com
carbamilcolina (1 uM), concentracao previamente validada por nosso grupo de pesquisa para
induzir um efeito subméaximo. O mesmo procedimento foi realizado substituindo o MS06 por
volumes equivalentes de Tween 80 a 5%.

3.2.6 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média * desvio padrao e avaliados por analise de
variancia (one-way ANOVA), seguido do pds-teste de Dunnet para os modelos de Ulcera, teste
de T-Student para o ensaio de toxicidade, e pds-teste de Bonferroni para o ensaio de
contratilidade in vitro, utilizando o software GraphPad Prism (versdo 8.0) e os valores de
p<0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Avaliacéo de toxicidade aguda

A avaliagdo da toxicidade aguda revelou que, na administracdo de 2000 mg.kg™ de
MSO06, ndo houve mortes nem alteragdes comportamentais durante o periodo de observacéo de
14 dias. Desse modo, de acordo com a classificagcdo do Sistema Globalmente Harmonizado
(GHS), baseada na diretriz OECD-423, o composto MS06 se encaixa na categoria V (com uma
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dose letal mediana, LD50, entre 2.000 e 5.000 mg/kg), o que indica um nivel de seguranga
relativamente alto (OECD, 2001; Tonholo et al., 2020; Luiz et al., 2021).

Quanto a evolucdo ponderal, o consumo de ragdo e agua ndo foi observado diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Evolucédo ponderal e consumo de agua e ragéo e tratamento com MSO06.

Tratamento Evolucao Consumo agua Consumo
ponderal (g) (mL) ragao (g)

Veiculo 0,86+0,21 22,7944,30 21,07+3,17

MS06 0,98+0,04  25,79+4,74 19,57+4,28

Os dados sdo expressos como média + dpm; ANOVA seguido do pos-teste T-Sudent *(p<0.05) quando comparado com o controle negativo
(Tween 80 5%) n=6.

Fonte: Da autora (2025).

Também ndo foram observadas alteracbes macroscépicas significativas no peso relativo
dos 6rgdos quando comparado ao grupo controle (Tabela 2), o que reafirma sua seguranca, pois
alteracOes nestes 6rgaos podem ser indicativo de toxicidade do composto testado, o que poderia
inviabilizar a continuidade dos estudos. Além disso, estudos recentes mostram gque compostos
derivados de tiadiazol tém baixa toxicidade aguda, o que confirma sua viabilidade como
potenciais candidatos a novos farmacos gastroprotetores (Rahman et al., 2020).

Tabela 2 - Peso relativo dos 6rgdos dos camundongos tratados com MS06 (2000 mg.kg™?)

Orgio Veiculo MS06 2000 mg/kg
Coragao 0,505 £ 0,05 0,541 + 0,04
Figado 6,160 + 0,36 6,580 + 0,31
Rins 0,887 + 0,09 0,863 + 0,05
Bago 0,532 + 0,03 0,540 + 0,07
Estomago 1,368 + 0,09 1,423 £ 0,09

Os dados sdo expressos como média + dpm; ANOVA seguido do pos-teste T-Sudent *(p<0.05) quando comparado com o controle negativo
(Tween 80 5%) n=6.

Fonte: Da autora (2025).

4.2 Atividade antiulcerogénica

Apos constatacdo dos dados preliminares de toxicidade aguda, baseados no protocolo
OECD-423, que indicaram que o MS06 apresentou perfil de seguranca favoravel, foi realizado
0 ensaio de Ulcera induzida por etanol. Os resultados mostraram que o composto MS06 nas
doses de 12,5, 25 e 50mg.kg? apresentou atividade antiulcerogénica ao inibir de forma
significativa em 76,92%, 84,85% e 86,53%, respectivamente, a area da lesdo quando
comparado ao grupo controle negativo, como pode ser observado na figura 4, semelhante ao
composto padrdo carbenoxolona (100 mg.kg™), que inibiu em 79,76% a rea da lesdo. Podemos
observar que ndo ha diferenca significativa entre as doses da substancia.
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Figura 4 - Area de lesdo ulcerativa no modelo de Glcera induzida por etanol.
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Fonte: Da autora (2025). Legenda: Os dados sdo expressos como média £ dpm. ANOVA seguido do p6s-teste de
Dunnett *** p<0,001 quando comparado com o controle negativo (Tween 80 5%). n=7.

Na figura 5, podemos observar uma representacdo original dos estbmagos dos animais
no modelo de Ulcera induzida por etanol.

Figura 5 — Fotografia original dos estbmagos de camundongos no modelo de Ulcera induzida
por etanol

(A) | (

Fonte: Da autora (2025). Legenda: (A): Controle negativo; (B): Controle positivo; (C): MS06 12,5mg; (D): MS06
25mg; (E): MS06 50mg.

Portanto, os resultados alcancados indicam que o MS06 apresenta efeitos protetores
sobre a mucosa gastrica. Assim, alinha-se com os dados obtidos para seu protdtipo, 0 MS01, o
gual no mesmo modelo experimental, ao testar as doses de 12,5, 25, 50 e 100 mg.kg-1,
observou-se uma inibicdo da area de leséo ulcerativa de 23,4%, 60,44%, 70,63% e 73,20%,
respectivamente (L6cio, 2022). Esses dados sugerem que o MS06 pode ter um efeito
potencialmente mais forte em comparacdo com o prototipo, conforme observado no
planejamento molecular da substancia.

Apesar da escassez de estudos relacionados a gastroprotecdo com compostos
estruturalmente semelhantes disponiveis na literatura, existem alguns registros de potencial
anti-inflamatorio in vivo a partir do desenvolvimento de uma estrutura molecular composta por
fragmentos 1-3-4-tiadiazol-tioureia, como descrito por Podila et al., (2024). Analogamente,
segundo Umar et al., (2024), substancias que possuem a funcao tioureia como farmacoforo, se
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mostraram funcionantes em modelos cléssicos utilizados para triagem de atividade anti-
inflamatoria.

4.3 Avaliacéo da atividade antiespasmadica

Na Figura 6, estd demonstrada o efeito do MS06 em concentracdes crescentes — 10, 100
nM; 1, 10 e 100 pM, na contracdo de tira de fundo de estdmago produzida por CCh 1uM. E
possivel observar que a partir da concentracdo de 10 uM ja houve uma inibicao da contragéo,
mas que na concentragdo de 100 UM houve uma inibicdo significativa em comparacdo ao
resultado obtido apenas com o veiculo Tween 80, chegando a 90% de inibicdo da contracdo
induzida pelo CCh.

Figura 6 - Efeito inibitério do MS06 na contracdo induzida por carbamilcolina (1 pM) em
fundo de estbmago isolado de camundongo.
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404
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ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni. *** p<0,001 quando comparado com o controle negativo
Fonte: Da autora (2025).

A contracdo do musculo liso € desencadeada, principalmente, pelo aumento da
concentracdo citosélica de ions Ca2+, que pode ser regulada por mecanismos
farmacomecanicos, mediados por agonistas muscarinicos, ou eletromecanicos, quando ha
alteracdo do potencial de membrana celular. O CCh é conhecido por induzir um acoplamento
farmacomecénico, porém, este estudo isoladamente ndo permite confirmar se o0 MS06 atua
preferencialmente pelo blogqueio direto dos receptores muscarinicos (Taggart, 2001; Otaibi,
2014).

Entretanto, € de suma importancia destacar o efeito antiespasmaddico exercido pelo
MS06, pois como demonstrado por Suzuki et al. (2000), a hipermotilidade gastrica esta
fortemente associada & formacdo de Ulceras. Isso acontece porque o aumento da motilidade
gastrica também eleva a motilidade intestinal. As contragdes andmalas da parede intestinal
podem danificar a camada de muco que protege o revestimento gastrointestinal, tornando a
mucosa mais suscetivel a patogenos e substancias irritantes. Assim, diante do supracitado, apos
a andlise das tiras de fundo de estdbmago isoladas in vitro, observou-se a atividade
antiespasmodica do MS06, na concentracdo de 100 uM.

Diante do exposto, as modificacdes estruturais realizadas a partir da molécula de
famotidina revelam a importéncia do planejamento racional de farmacos na busca por novos
agentes gastroprotetores. A famotidina apresenta um nucleo de tiadiazol (1,3,5-tiadiazina),
funcionalizado com uma cadeia alifatica sulfonamidica, caracteristica responsavel por sua agéo
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como antagonista dos receptores Hz. No prototipo MS01, essa estrutura foi modificada por meio
da abordagem de fragment-based drug design (FBDD), resultando na introducdo de um novo
sistema heterociclico contendo nucleo tiadiazol substituido por tiazol e anel fenilico, o que
marca o ponto de partida para novos derivados. J& o composto MS06, introduziu um grupo
imidazol substituido por cloro, conferindo maior lipofilicidade e potencial interacdo com alvos
bioldgicos por meio de ligacbes de hidrogénio e interacGes hidrofébicas adicionais. Essa
modificacdo se refletiu diretamente na atividade bioldgica observada: MS06 apresentou
superior atividade gastroprotetora in vivo em comparacgdo a famotidina e aos demais derivados,
sugerindo que as alteracGes estruturais, especialmente a presenca do nucleo tiadiazol e do grupo
clorado, contribuiram para o aumento da eficacia terapéutica do composto.

5 CONCLUSAO

Portanto, pode-se inferir que:

» As estratégias estruturais adotadas pelo grupo demonstraram-se promissoras,
especialmente ao se comparar os resultados gastroprotetores obtidos com os compostos
MSO01 e MS06, evidenciando que as modificacbes quimicas aplicadas contribuiram
significativamente para o aumento da eficacia bioldgica;

» O composto 1-(4- clorofenil)-3-(1,3,4-tiodiazol-2-il) tioureia (MS06) ndo apresenta
toxicidade na dose 2000 mg.kg, tornando-o seu uso potencialmente seguro;

» O composto MS06 também demonstrou sua efetividade como antiulcerogénico;

» O MSO06 revelou sua importante inibicdo da atividade espasmddica em tiras isoladas de
fundo de estbmago de camundongo na concentracdo de 100ug/ml e contribuiu para a
reducdo da formacao de Ulceras gastricas;

» Os resultados obtidos apontam o potencial do MS06 como uma substancia promissora
para gastroprotecdo, quando utilizada corretamente.
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ANEXO A- CERTIFICADO COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

GEeua

COMISSAO DE ETICA NO USC

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da atividade gastroprotetora do
composto 1-(4-clorofenil) -3-(1,3,4-tiodiazol-2-il) tioureia (MS06)”, registrada com o n°
036/2023, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Vanda Lucia dos Santos, que envolve o
uso de camundongos Mus muscullus swiss, para fins de pesquisa cientifica, encontra- se
de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com o decreto
6.899 de 05 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual da Paraiba.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagcéo 15/06/2023 a 31/07/2024
Espécie/linhagem/raca Camundongos Mus muscullus/ swiss

178 (cento e setenta e oito)

N° de animais Machos Fémeas
86 92

Idade/ peso 06 a 08 semanas / 25g a 30g

Origem Centro de Bioterismo da UEPB

Informacgéao ao pesquisador:

Lembramos que a pesquisadora responsavel devera encaminhar a CEUA-UEPB o
Relatorio Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicacdes
decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, e
Resolugcao Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do relatério é de até 30 dias
apos o encerramento da pesquisa, previsto para conclusao em 07/2024.

Campina Grande, 30 de maio de 2024.
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Coordenadora da CEUA/UEPB

Comisséo de Etica no Uso de Animais — ceuauepb@gmail.com
Universidade Estadual da Paraiba — Rua Baratinas, 351

Bairro Universitario — Campina Grande (PB)

CEP 58429-500
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