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RESUMO

SANTOS, M. S. Avaliagdo do potencial leishmanicida de derivados
guanilidrazénicos e tiossemicarbazénicos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da
Saude) - Universidade de Federal de Alagoas, Maceio, 2015.

A leishmaniose esta entre as cinco maiores doencas parasitarias mundiais e segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), afeta mais de 12 milhdes de pessoas
ao redor do mundo, sendo esperados em torno de dois milhdes de novos casos por
ano. Apesar de ser um grave problema de saude publica, até 0 momento nao existe
terapéutica ideal, tendo em vista que, os farmacos disponiveis apresentam sérios
efeitos adversos, como é o caso dos antimoniais pentavalentes, farmacos de primeira
escolha para o tratamento, que tem como um dos principais efeitos colaterais a
cardiotoxicidade. Sendo assim, esse trabalho teve como principal objetivo a avaliacdo
da atividade leishmanicida de derivados guanilidrazonicos e tiossemicarbazoénicos na
busca de novos protétipos de farmacos leishmanicidas que apresentassem menor
toxicidade e maior eficacia do que os disponiveis no mercado farmacéutico. Para isso,
foi investigado o potencial leishmanicida de vinte derivados guanilidrazénicos e trés
derivados tiosemicarbazbnicos. Foi observado que dos vinte derivados
guanilidrazénicos, apenas quatro ndo apresentaram citotoxicidade para o0s
macrofagos da linhagem J774, até a maxima concentragdo testada (100 uM): LQM 3,
LOM 4, LOM 11 e LQM 16; e dos trés derivados tiossemicarbazbnicos apenas o
derivado LQM 17(1) ndo mostrou efeito deletério para as células até a concentracéo
de 100 pM. Também foi visto que alguns derivados apresentaram uma potente
atividade contra formas promastigotas de Leishmania chagasi destacando-se o0s
derivados guanilidrazonicos LQM 5, LOM 8, LQM 10, LQM 14 e LQM 17, e os trés
derivados tiossemicarbazénicos LQM 10(1), LQM 14(1) e LQM 17(1) que
apresentaram concentracao inibitéria de 50% (Clso) abaixo de 10 uM e efeito maximo
acima de 90%. Além disso, o derivado aminoguanidinico LQM 19 e o derivado
tiossemicarbazénico LQM 17(1) foram os Unicos que apresentaram atividade contra
formas amastigotas de Leishmania chagasi, ambos acima de 60%. Sendo o derivado
LQOM 17(1) selecionado para a realizacdo da microscopia eletronica de varredura
(MEV) e também para o ensaio in vivo, com Mesocricetus auratus (Golden Hamster).
Foi observado que o derivado LQM 17(1) foi capaz de causar modificacdes no
tamanho e na forma de promastigotas de Leishmania chagasi observadas pela (MEV).
Além disso, 0 mesmo apresentou efeito sobre o curso da infeccdo no baco de
Mesocricetus auratus infectados com Leishmania chagasi (100 pmol/kg/dia x 15 dias,
i.p.), sem alterar as enzimas hepaticas (AST e ALT), e os metabdlitos renais creatinina
e ureia. Ou seja, o derivado LQM17(1), ndo causou alteragcbes significativas nos
parametros para avaliacdo de toxicidade hepatica e renal. Além disso, 0 mesmo foi
capaz de alterar o tamanho do bacgo de forma estatisticamente significante, podendo
ser um indicativo de substancia imunoestimuladora ou de toxicidade. Dessa forma,
esse trabalho demonstrou que o derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) apresentou
um potencial leishmanicida contra Leishmania chagasi, podendo vir a ser utilizado
como protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas.

Palavras-chave: Leishmaniose. Doenca negligénciada. Antileishmania.



ABSTRACT

SANTOS, M. S. Evaluation of leishmanicidal potencial of the guanylhydrazones
and thiosemicarbazones derivatives. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da
Saude) - Universidade de Federal de Alagoas, Maceio, 2015.

Leishmaniasis is among the world's five highest parasitic diseases and according to
the World Health Organization (WHO), affects more than 12 million people around the
world and is expected to be around two million new cases each year. Although a
serious public health problem, to date there is no ideal treatment, considering that the
available drugs have serious adverse effects, such as the pentavalent antimonials,
drugs of choice for the treatment, which is one of the main side effects cardiotoxicity.
Therefore, this work had as main objective the evaluation of leishmanicidal activity
guanylhydrazones and thiosemicarbazones derivatives in search of new prototypes of
antileishmanial drugs to submit less toxic and more effective than those available in
the pharmaceutical market. For this, we investigated the leishmanicidal potential of the
twenty guanylhydrazones derivatives and three thiosemicarbazones derivatives. It was
observed, that derivatives of the twenty guanylhydrazones, only four showed no
cytotoxicity for the J774 macrophage lineage, up to the maximum concentration tested
(100 uM): LOM 3, LQM 4, LQM 11 e LQM 16; and the three thiosemicarbazones
derivatives, only thiosemicarbazone derivative LQM 17(1) did not show deleterious
effect on the cells until the concentration of 100 uM. It was also seen that some
derivatives showed potent activity against Leishmania chagasi promastigotes
highlighting guanylhydrazones derivatives LQM 5, LQM 8, LQM 10, LQM 14 e LQM
17, and the tree thiosemicarbazones derivatives LQM 10(1), LQM 14(1) e LQM 17(1)
that showed ICso below 10 yM and maximal effect above the 90%. Moreover, the
guanylhydrazone derivative LQM 19 and thiosemicarbazone derivative LQM 17(1)
were the only ones showed activity against amastigotes of Leishmania chagasi, above
60%. Being the LQM 17(1) derivative selected for the realization of scanning electron
microscopy (SEM) and also for the in vivo test with Mesocricetus auratus (Golden
Hamster). It was observed that the LQM 17(1) derivative showed effect on the course
of infection in spleen of Mesocricetus auratus infected with Leishmania chagasi (100
pmol/kg/dia/l15 dias (i.p.)) without altering liver enzymes (AST and ALT), and creatinine
and urea, renal metabolites, the derivative did not cause significant changes in the
parameters for evaluation of liver and kidney toxicity. Still being seen, that it was able
to alter the spleen size statistically significant way, which could be indicative of
immunostimulatory substance or toxicity. Thus this study demonstrated that
thiosemicarbazone derivative LQM 17(1) showed a leishmanicidal potential against
Leishmania chagasi, and could be used as a prototype for the development of new
antileishmanial drugs.

Keywords: Leishmaniasis. Neglected disease. Antileishmanial.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada causada por um protozoario
flagelado pertencente ao género Leishmania, podendo apresentar manifestacoes
clinicas que vao desde lesBes cutaneas (leishmaniose tegumentar), até formas
viscerais (leishmaniose visceral). Sendo estas as mais preocupantes uma vez que
podem ser letais, pois afetam 6rgados como baco, figado e medula éssea (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a leishmaniose esta entre as
cinco maiores doencas parasitarias do mundo, e até o ano de 2010, 12 milhdes de
pessoas foram afetadas pela doenca, existindo ainda, aproximadamente 350 milhdes
de pessoas em risco de contrair a doenca (WHOa, 2014).

No Brasil a leishmaniose apresenta prevaléncia crescente, no periodo de 2007
e 2013 foram registrados 159.301 casos de leishmaniose tegumentar e 26.112 de
leishmaniose visceral. No periodode 2007 a 2013 a regido Norte foi onde mais
ocorreram casos de leishmaniose tegumentar com 40,9% dos casos registrados. No
mesmo periodo a regido Nordeste foi a que apresentou o maior percentual de casos
registrados de leishmaniose visceral (51%). No estado de Alagoas, entre os anos de
2011 a 2014, foram notificados 175 casos de leishmaniose tegumentar e 110 de
leishmaniose visceral (SINAM, 2014).

Apesar de sua importancia, ndo existe até o momento tratamento ideal para a
leishmaniose. Os farmacos de primeira escolha usados na terapéutica dessa endémia
sdo os antimoniais pentavalentes, seguidos da anfotericina B e da pentamidina.
Existindo outros medicamentos alternativos como a miltefosina oral e a anfotericina B
lipossomal (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2005; WHOa, 2014). Sendo a terapia
medicamentosa disponivel limitada e longe de ser satisfatoria, pois apresenta serios
efeitos adversos, alto custo, necessidade de administracdo parenteral e crescente
frequéncia de resisténcia do parasito ao tratamento (SINGH; SIVAKUMAR, 2004).

Frente ao panorama exposto, fica evidente a necessidade da busca por novas
alternativas terapéuticas, de menor custo, maior eficacia, de facil administracdo, de
elevado indice terapéutico e com menos efeitos adversos em relagéo aos disponiveis
no mercado farmacéutico. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo a busca por
novos prototipos de farmacos para o tratamento dessa doencga que se tornou um grave

problema de saude publica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca negligenciada causada por parasitos do género
Leishmania. Os protozoarios causadores desta doenca, sdo pertencentes ao reino
Protista, ao sub-reino Protozoa, ao filo Sarcomastigophora, ao sub-filo Mastigophora,
a classe Zoomastigophorea, a ordem Kinetoplastida, a sub-ordem Trypanosomatina,
a familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania, podendo pertencer a varias
espécies, chegando esse numero a ser superior a 20 (BAIOCCO et al., 2009;
GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Existem duas formas clinicas de leishmaniose: a forma visceral e a forma
tegumentar. A forma visceral também é conhecida como Calazar, e é caracterizada
por se apresentar sob diversas formas clinicas, que podem variar de uma forma
assintomatica silenciosa, as formas subclinicas ou oligossintomaticas, agudas até a
forma classica (BADARO; JONES; LORENCO, 1986).

A forma assintomatica da leishmaniose visceral € representada pelo paciente
sem sintomatologia aparente. Ja a forma oligossintomética ou subclinica é
caracterizada por uma sintomatologia inespecifica como: febre baixa, diarreia,
sudorese. A forma aguda da doenca se caracteriza pelo surgimento de diarreia
intensa, febre alta e tosse, além de hepatoesplenomegalia discreta. A forma
sintomética ou classica € aquela que € caracteristica a presenca de edema
generalizado e abdome aumentado devido a hepatoesplenomegalia, caquexia
acentuada, cefaleia, dores musculares, problemas digestivos e evolucdo ao o6bito,
caso ndo tratada (Figura 1) (BADARO; JONES; LORENCO, 1986). As espécies
responsaveis pelo desenvolvimento da leishmaniose visceral sdo: Leishmania
donovani e Leishmania infantum chagasi (GIL et al, 2007).

A leishmaniose visceral caracteriza-se pelo comprometimento cada vez maior
do sistema fagocitico mononuclear, levando a seu parasitismo, hiperplasia e
hipertrofia. Ressaltando a participacdo do intersticio de alguns érgédos como figado,
baco, linfonodos, pulmdes, rins e medula 6ssea, com alteracdes de seus componentes
celulares, fibrilares e infiltrado de células mononucleares. Sendo o aumento do volume

e do peso dos 6rgaos acometidos, resultado da reatividade do sistema fagocitco, com
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a participacao do intersticio conjuntamente com a congestédo e dilatacdo das veias
(LAURENTI, 2010).

Figura 1- Individuo portador de Leishmaniose visceral, apresentando
hepatoesplenomegalia.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2010.

A leishmaniose tegumentar é caracterizada pelo comprometimento da pele,
podendo haver lesdo do tecido mucoso. Pode se apresentar de trés formas distintas:
cutanea, mucocutanea e cutanea difusa. A forma cutadnea é conhecida pela presenca
de Ulceras cronicas, conhecidas como ulceras leishmanidticas (Figura 2 A). A forma
mucocutanea caracteriza-se pela presenca de Ulceras crbnicas similares a forma
cutanea, mas que tendem a reaparecer mesmo apos a cicatrizacdo, em mucosas do
nariz e da boca, na maioria das vezes associadas a infec¢cdes secundarias levando a
destruicdo de grandes extensfes de tecido (Figura 2 B). A forma cutéanea difusa é
conhecida por formacédo de péapulas, principalmente nos membros superiores e
inferiores (Figura 2 C) (GIL et al., 2007; SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA,
2004).
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Figura 2- Manifestagdes clinicas da Leishmaniose tegumentar.
A

Fonte: TEIXEIRA et al., 2013.

A- Leishmaniose cutanea; B- Leishmaniose mucocutanea e C- Leishmaniose cutanea difusa.

Os parasitos causadores da Leishmaniose possuem um ciclo de vida
heteroxénico, possuindo assim dois hospedeiros: vertebrados (roedores, edentados,
canideos, primatas e o homem) e insetos vetores (dipteros da subfamilia
Phlebotominae, pertencentes ao género Lutzomyia no novo mundo (Figura 3), e ao
género Phlebotomus no velho mundo). Sendo estes vetores responsaveis pela
transmissao do parasito aos mamiferos, durante o repasto sanguineo de fémeas
infectadas (KILLICK-KENDRICK; RIOUX, 1991). Slama et al., (2014), demonstraram

gue o DNA de Leishmania infantum chagasi foi encontrado em Culicoides spp.

Figura 3- Vetor - Lutzomyia longipalpis

Fonte: VECTORBASE, 2014.
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Estes parasitos apresentam-se sob duas formas: promastigotas e amastigotas.
As formas promastigotas sdo alongadas e possuem flagelo, sendo encontradas no
trato digestivo dos vetores (Figura 4). As amastigotas, sdo formas que variam de
redondas a ovais, ndo possuem flagelo e constituem a forma de Leishmania
encontrada dentro de células do sistema fagocitico mononuclear em tecidos dos
hospedeiros mamiferos (Figura 5) (BAIOCCO et al., 2009; PATIL, 2012).

Figura 4- Formas promastigotas de Leishmania.
A B
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Fonte: MANUAL, 2007; TEIXEIRA et al., 2013.

A- Foto de microscopia ocular (100X); B- Foto de microscopia eletrénica de varredura de Leishmania

amazonensis.

Figura 5- Formas amastigotas de Leishmania.
A B
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Fonte: MANUAL, 2007; TEIXEIRA et al., 2013.

A- Foto de microscopia ocular (100X); B- Foto de microscopia eletronica de transmissdo de forma

amastigota dentro de um vacuolo parasitdforo no interior de um macréfago.
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No hospedeiro mamifero, o inicio do ciclo se d4 quando formas promastigotas
metaciclicas (formas infectantes) séo inoculadas no momento do repasto sanguineo
do vetor (fémea infectada). Nesse momento acredita-se que a maioria dos parasitos
seja eliminada por acao litica do sistema complemento. As formas promastigotas que
sobrevivem acabam sendo fagocitadas por células mononucleares fagociticas, como
macréfagos, neutrofilos e células dendriticas (PATIL, 2012).

No interior celular, os parasitos se alojam nos vacuolos parasitoforos, e se
transformam em formas amastigotas. Apods a internalizacéo do parasito ocorre a fusao
dos vacuolos parasitéforos com o0s lisossomas secundarios resultando no
fagolisossoma. Ocorre entdo a multiplicacdo do parasito por divisdo binaria. Apos
inumeras divisdes, estas células se rompem e liberam as formas amastigotas que
serdo fagocitadas por outras células fagociticas, proliferando assim a infeccdo (Figura
6) (BAIOCCO et al., 2009; ASSIS, 2012).

J& no vetor, a infec¢do ocorre quando este realiza repasto sanguineo em um
hospedeiro mamifero infectado, ingerindo as formas amastigotas presentes em seu
sangue. Uma vez ingeridas, as formas amastigotas sdo convertidas em formas
promastigotas no tubo digestivo do vetor. Apdés um periodo, essas formas
promastigotas avancam para o es6fago e chegam as glandulas salivares do
fleb6tomo, que durante o repasto sanguineo, sdo regurgitadas na forma de
promastigotas metaciclicas para os hospedeiros mamiferos, repetindo o ciclo de
desenvolvimento da Leishmania (Figura 6) (ASSIS, 2012; GONTIJO; CARVALHO,
2003).
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Figura 6- Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania.
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2.2 Imunologia

Conforme citado anteriormente, a infeccdo tem inicio quando formas
promastigotas sao inoculadas na pele dos hospedeiros mamiferos através da picada
dos insetos vetores infectados (PATIL, 2012). A partir dai, a resposta imune ao
parasito ira depender de mecanismos da imunidade inata e da imunidade adquirida
do hospedeiro (FREITAS; NUNES-PINHEIRO, 2013).

Sabe-se que a internalizag&do das promastigotas ocorre por fagocitose mediada
pelo reconhecimento receptor/ligante como: receptores de complemento CR1 e CR3
receptor de manose (MR), receptores para por¢ao Fc das imunoglobulinas (FcyRs), e
os receptores de fibronectina (FnRs) (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Além de ser

facilitada por algumas substancias vasodilatadoras encontradas na saliva dos insetos
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vetores, como o maxadilan, potente vasodilatador encontrado na saliva de Lutzomyia
longipalpis (PIRES, 2012; LERNER; SHOEMARK, 1992).

O sistema complemento tem um papel fundamental no inicio da infec¢éo, pois
ele pode desencadear papeis antagdénicos como: capacidade litica dos parasitos ndo
interiorizados e o favorecimento da sobrevivéncia dos interiorizados (LAURENTI,
2010).

Alguns estudos ja mostraram que os fragmentos C3b e C3bi gerados apos a
ativacdo do sistema complemento podem se depositar na superficie das
promastigotas e interagir com receptores do sistema complemento do tipo 3 (CR3) e
do tipo 1 (CR1) presentes na superficie dos macrofagos, facilitando a sua
internalizacao e posterior sobrevivéncia (Figura 7) (UENO; WILSON, 2012).

Além disso, foi observado que a membrana plasmatica do parasito apresenta
carboidratos de superficie, glicoproteinas e glicolipideos, que sdo importantes na
adesao do parasito aos macréfagos e também nas células do trato digestivo do vetor.
Dentre elas estéo a glicoproteina gp 63 e o lipofofoglicano (LPG) que podem interagir
com o receptor de complemento CR3. E além do receptor CR3 a gp 63 também pode

se ligar aos receptores de manose (TUON et al, 2008).

Figura 7- Receptores para internalizacdo de Leishmania em fagocitos.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Sacks e Kamhawi (2002) mostraram que a entrada da Leishmania nas células

imunes, através de receptores do sistema complemento, resulta em uma forma de
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escape do parasito, pois dessa forma os mecanismos oxidativos dos macréfagos nao
séo ativados.

Além disso, Peters et al., (1995), observaram que anticorpos da classe IgG
participam do processo de adesdo e fagocitose das formas promastigotas aos
macréfagos, por meio de receptores para a fracdo Fc dos anticorpos, porém sem ativar
0 estresse oxidativo, demonstrando outra forma de escape do parasito.

Apoés a inoculacdo do parasito no individuo chegam as primeiras células de
defesa: neutrdfilos, células dendriticas e macrofagos residentes. (PETERS; SACKS,
2009). Alguns trabalhos ja mostraram a importancia do neutrofilo no processo inicial
de defesa, pois eles irdo fagocitar os parasitos para sua remog¢ao, caso nao consigam
destruir os parasitos internalizados, tornam-se apoptoticos, sinalizando sua remocao
por macréfagos (WEINRAUCH et al., 2002). Outros autores, como Van Zandbergen
et al., (2004) e Jochim e Teixeira (2009), apontam esta célula como um importante
responsavel pela progressao da infeccao, acreditando na hip6tese que ele funcione
como “Cavalo de Tréia” propondo que os neutrdfilos infectados facilitam a entrada dos
parasitos nos macrofagos que séo as células hospedeiras definitivas.

As células dendriticas véo funcionar como células apresentadoras de
antigenos. Os macrofagos também podem agir como apresentadores de antigenos,
mas exercem também o papel de células hospedeiras na multiplicacdo do parasito,
além de produtoras de citocinas que vao modular o tipo de resposta que sera
desencadeada (ZER et al., 2001; FREITAS; NUNES-PINHEIRO, 2013).

Segundo Pearson et al (1983) e Antoine et al, (1990) a transformacéao das
formas promastigotas em formas amastigotas no interior celular, ¢ um mecanismo de
evasao, pois estas sao formas resistentes ao pH acido e resistentes a hidrolases
presentes nos lisossomos. Além disso, as formas amastigotas sdo mais resistentes a
lise pois produzem a enzima catalase e a superoxido dismutase que as protege dos
metabolitos de oxigénio (CHANNOAN; BLACKWELL, 1985). E a presenca de gp 63
em abundancia na sua superficie também favorece a sua sobrevivéncia pois esta é
responsavel pela degradacdo de enzimas lisossdmicas e apresenta atividade 6tima
em pH acido (interior do fagolisossoma).

Macroéfagos infectados liberam citocinas e células dendriticas apresentam
antigenos do parasito que ativam a diferenciacéo de linfocitos T helper (Th). As células
Th compreendem duas populagbes T CD4+ e T CD8+. As células T CD4+ podem se

diferenciar em duas subpopula¢des, Thl e Th2 que produzem diferentes citocinas.
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As células do tipo Thl produzem Interferon-y (INF-y), Interleucina-2 (IL-2) e
Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a). As células do tipo Th2 produzem Interleucina-4
(IL-4), Interleucina-10 (IL-10) e Interleucina-13 (IL-13) (BELKAID et al., 2002;
BARBIERI, 2006; KORN et al., 2009).

As citocinas IL-2, IL-12, INF-y e TNF-a estdo envolvidas no desenvolvimento
da resposta Thl, asssociada a resisténcia a doenca. Isso ocorre quando a ativacao
do linfécito T CD4+ acontece na presenca de IL-12, o que leva a producéo de INF-y
(MOUGNEAU et al., 2011; PETERS; SACKS, 2006). O INF-y produzido por Th1 induz
a diferenciacdo de macrofagos em células M1 produtoras de espécies reativas de
oxigénio (ROS), citocinas inflamatdrias e 6xido nitrico (NO), que sdo moléculas
efetoras necessarias para a erradicacéo intracelular do parasito (Figura 10) (CHAN;
ADAPALA; CHEN, 2012).

Na presenca das citocinas IL-4, IL-10 e IL-13, ocorre a supressao da producao
de INF-y levando ao desenvolvimento de uma resposta Th2. Isso induz a
diferenciacéo dos macréfagos em M2 (CHAN; ADAPALA; CHEN, 2012; MANTOVANI;
SICA; LOCATI, 2005), sendo esse tipo de resposta ineficaz contra a infeccao,
acarretando o agravamento da doenca (Figura 8) (PETERS; SACKS, 2006; REIS et
al., 2006).

L-arginina € um aminoéacido que funciona como substrato comum de duas
importantes enzimas envolvidas no desenvolvimento da leishmaniose, que podem
induzir a morte ou a proliferacdo do parasito (WANASEN; SOONG, 2008). Caso este
substrato venha a ser utilizado pela enzima 6xido nitrico sintase (iNOS), que esta nas
células M1, ira promover a sintese de 6xido nitrico, importante para a eliminacdo do
parasito. Mas caso esse aminoacido seja utilizado pela arginase, que esta em células
M2 ira fazer com que ocorra a sintese de poliaminas, que sdo utilizadas como fonte
de energia do parasito, aumentando assim sua infectividade e consequentemente

proliferacéo da infeccéo (Figura 8) (GAUR et al., 2007).
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Figura 8- Resposta imune a Leishmania spp.
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Fonte: AUTORA, 2015.

2.3 Epidemiologia da Leishmaniose

De acordo com a OMS, mais de 98 paises sdo endémicos para Leishmaniose,
destacando-se os paises em desenvolvimento, visto que a parasitose esta relacionada
diretamente com a falta de recursos. Além disso, sdo estimados em média 1,3 milhdes
de novos casos anualmente, e calcula-se que ocorram entre 20.000 a 30.000 mortes
por ano, tornando esta doenc¢a um grave problema de saulde publica (WHO, 2014a).

Ainda de acordo com a OMS estima-se que cerca de 95% dos casos de
leishmaniose tegumentar ocorram nas Américas, na bacia do Mediterraneo e do
Oriente Médio, além da Asia Central. E estimado que ocorram em torno de 0,7 a 1,3
milhdes de novos casos por ano (Figura 9). Mais de 90% desses novos casos de
leishmaniose visceral ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india,
Sudao do Sul e Sudéao, sendo altamente endémica no subcontinente indiano e no leste
da Africa. Estimam-se mais de 200.000 novos casos por ano (Figura 10) (WHO,
2014a).
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Figura 9- Distribuicdo da Leishmaniose Tegumentar, no ano de 2012.
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Figura 10- Distribuicdo da Leishmaniose Visceral, no ano de 2012.
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No Brasil, foram registrados 159.301 casos de Leishmaniose tegumentar e
26.112 de visceral no periodo de 2007 e 2013. A regido onde mais ocorreram casos
de Leishmaniose Tegumentar foi a regido Norte com 40,9% dos casos registrados,
em segundo ficou a regido Nordeste com 33,3%. Em relacdo a Leishmaniose visceral,
a regido Nordeste apresentou o maior percentual de casos registrados, 51%, no
mesmo periodo (2007 a 2013) (SINAM, 2014).

Entre os anos de 2011 a 2014, no estado de Alagoas, foram notificados 175
casos confirmados de Leishmaniose Tegumentar e 110 de Leishmaniose Visceral
(SINAM, 2014).

2.4 Controle e Tratamento da Leishmaniose

Para o controle da leishmaniose existem algumas medidas que podem ser
tomadas como profilaticas, como as de combate ao inseto vetor e também a eutanasia
de cées infectados (reservatérios de parasitos nas areas peridomiciliares). O
tratamento medicamentoso esta disponivel, porém, apresenta muitas deficiéncias
significativas, como toxicidade elevada, necessitando de administracdo parenteral,
longos regimes terapéuticos e custo elevado, limitando assim sua utilizac&o e eficacia
(MORAIS-TEIXEIRA, 2011; SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). Devido
a esses motivos, muitos pacientes abandonam o tratamento, favorecendo o
aparecimento de cepas resistentes (AMATO, 2000).

Os medicamentos de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose sao
0os antimoniais pentavalentes Sb(V). Estes sdo o resultado de modificacbes dos
antimoniais trivalentes Sb(lll), primeiros medicamentos utilizados para o tratamento
dessa parasitose desde o inicio do século XX (GOTO; LINDOSO, 2010). Estas
modificacdes foram realizadas porque estes farmacos apresentavam uma alta
toxicidade (RATH et al.,, 2003). Atualmente os antimoniais disponiveis sdo o
Estibogluconato de sédio (Pentostan® Glaxo Wellcome e Solustibosan® Bayer) e o
Antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime® Rhéne-Poulenc-Rohrer) (Figura 11)
(GIL et al., 2007).

Ndo se sabe ao certo o mecanismo exato pelo qual os antimoniais
pentavalentes Sb(V) exercem a sua a¢do. No entanto, existem hipoteses sobre esse
mecanismo. Chai (2005) e Demichele et al. (2002) propbe que o Sb(V) sofra

oxirreducao para Sb(lll), funcionando o Sb(V) como um pré-farmaco. Destacando-se
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o papel dos grupos tiol, comuns em biomoléculas contendo cisteina, que tem sido
associada a este mecanismo de conversao. Outros autores tem demonstrado que o
SB(lll) inibi as enzimas do parasito, tripanotiona redutase e a glutationa sintetase,
comprometendo suas atividades, uma vez que o sistema tripanotiona/tripanotiona
redutase é responsavel pela protecéo dos parasitos contra danos oxidativos e da acéo
de metais pesados. Além disso, a exposi¢cdo a Sb(lll) resulta também em efluxo répido
de glutationa e tripanotiona de amastigotas e promastigotas in vitro, substancias
importantes para a manutencdo da amastigota dentro do macréfago (ASHUTOSH;
SUNDAR; GOYAL, 2007; WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004). Outra
hip6tese associada aos mecanismos de ac¢do dos antimoniais pentavalentes Sb(V), é
a inibicao da topoisomerase | de Leishmania (FREZARD et al., 2009).

A OMS preconiza que a dose dos antimoniais ndo deve ultrapassar 20
mg/kg/dia (via parenteral), devido a sua toxicidade que pode proporcionar efeitos
adversos como mialgias, dores abdominais, alteracdes hepéticas e disturbios
cardioldgicos (RATH et al., 2003). Os antimoniais estdo contraindicados em pacientes
com problemas cardiacos, mulheres gravidas e nos individuos com insuficiéncia renal
ou hepatica. Caso o paciente ndo apresente nenhum desses problemas ele pode
realizar o tratamento, caso ocorra 0 aparecimento de arritmias, o0 medicamento deve
Sser suspenso e o paciente tratado com outras alternativas terapéuticas (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010).

Figura 11- Estruturas quimicas dos antimoniais pentavalentes.

A B
OH Na o
HO o)
i
- 0O —5b-0:Sb~—0 .9 H0
OH),Sbh,0 OH  OH [\ ’
(OH);Sb2 N o) rj’ 0
2 a
H,C OH o oH
OH OH ONa’ HO

Fonte: GIL et al., 2007.

A- Antimoniato de N-metilglucamina; B- Estibogluconato de sédio.
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Outros farmacos estdo sendo utilizados para o tratamento da leishmaniose, a
Pentamidina, a Anfotericina B, a Miltefosina e a Paramomicina sao alguns deles
(RATH et al., 2003).

A Pentamidina é uma poliamina aromatica, administrada por via parenteral
muito utilizada em pacientes nao responsivos aos antimoniais (Figura 12)
(MONZOTE, 2009). O tratamento é feito com a administracdo de uma dose de 2-4
mg/kg/dia em dias alternados, sendo necessarias de 2-4 aplicacfes. Geralmente esse
tratamento causa dor no local da aplicacdo, mialgias, nduseas, dores de cabeca,
hipotensao, taquicardia e pancreatite (OLIVEIRA et al, 2011). Segundo Berman (1997)
este medicamento age provavelmente interferindo na sintese do DNA, alterando
morfologicamente o cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial do

parasito.

Figura 12- Estrutura quimica da Pentamidina.
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Fonte: GIL et al., 2007.

A Anfotericina B é um antibiético macrolideo, derivado de uma cepa de
Streptomyces nodosus, com atividade antifingica, pois liga-se ao ergosterol, presente
na membrana celular de fungos e protozoarios, causando aumento de permeabilidade
e morte do parasito (Figura 13). Ela tem sido utilizada para o tratamento de casos
graves de leishmaniose n&o responsivos ao tratamento com antimoniais. A internacéo
do paciente é necessaria para a realizacdo do tratamento devido a sua
cardiotoxicidade e nefrotoxicidade. Os principais efeitos adversos sao: febre, calafrios,
tromboflebite, miocardite, hipocalemia severa, disfuncdo renal, podendo levar a morte

(SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004; MONZOTE, 2009).
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Figura 13- Estrutura quimica da Anfotericina B.

Fonte: GIL et al., 2007.

No intuito de diminuir a toxicidade, novas formula¢gdes da Anfotericina B foram
desenvolvidas: Anfotericina B lipossomal (AmBisome®), a forma complexada em
lipideos (Abelcet®) e uma Anfotericina B em dispersao coloidal (Amphocil®), sendo
entretanto, significativamente mais caras (MITROPOULOS et al., 2010; GRIENSVEN;
DIRO, 2012; GONTIJO; CARVALHO, 2003). O AmBisome® apresenta uma
formulacdo com sistema de liberacdo de farmaco lipossomal com bicamada Unica.
Adler-Moore e Proffit (2002) demonstraram que essa forma é menos toxica do que a
apresentacao convencional.

A Miltefosina é um farmaco alquilfosfolipidico que foi inicialmente desenvolvido
para o tratamento do cancer (Figura 14). E o primeiro farmaco leishmanicida ativo por
via oral, sendo seus principais efeitos adversos relacionados ao trato gastrointestinal
(GOTO; LINDOSO, 2010). A dose de Miltefosina, atualmente recomendada como
monoterapia, € de 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias, embora na pratica clinica outras
doses sejam administradas. O seu mecanismo de acdo ainda nao foi totalmente
elucidado. Alguns trabalhos mostraram alteragdes no metabolismo alquil-lipidico e na
biossintese de fosfolipidios (LUX et al., 2000; ARTHUR; BITTMAN, 1998).

Figura 14- Estrutura quimica da Miltefosina.
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A Paramomicina € um antibiético aminoglicosideo administrado por via
parenteral (Figura 15). Estudos ja mostraram que sua atividade pode ser devido a
disfuncédo respiratoria por conta da despolarizacdo da membrana mitocondrial,
podendo existir outras vias. Os principais efeitos adversos relacionados ao seu uso
sao a ototoxicidade e a nefrotoxicidade (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; RATH
et al., 2003; SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).

Figura 15- Estrutura quimica da paramomicina.
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Fonte: PARAMOMICINA, 2015.

A terapia farmacolégica disponivel para o tratamento da leishmaniose ainda
estd muito longe de ser satisfatéria, levando-se em conta, o nimero limitado de
medicamentos, a necessidade de administracdo parenteral da grande maioria deles,
o alto nivel de toxicidade e muitos efeitos adversos, além da crescente resisténcia dos
parasitos aos mesmos. Assim, é necessaria uma busca cada vez maior por farmacos
mais efetivos e com menos efeitos adversos que os atualmente disponiveis no

mercado farmacéutico.
2.4.1 Guanilidrazonas e Tiossemicarbazonas
As guanilidrazonas e as tiossemicarbazonas constituem duas classes de

substéancias cujas propriedades vém sendo muito estudadas nos ultimos anos, para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Devido as suas atividades
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bioldgicas, sdo considerados compostos de alto interesse cientifico (EPIFANIO,
2011).

Existem varios estudos relatando diferentes atividades biolégicas para
guanilidrazonas. Foye et al., (1990) e Hoffman (2003) demonstraram os efeitos anti-
hipertensivos dessa classe; Larsen et al., (2001) e Edmont et al., (2000) reportaram
os efeitos antidiabéticos. Andreani et al., (2000), Foye et al., (1990) e Brzozowski,
Saczewski e Slawinski (2007) a atividade antineoplasica. Walzer et al., (1994), Gadad
et al., (2000) e Borges e Figueroa (2001) os efeitos antibacterianos. Ruiz (1970)
reportou os efeitos antimalaricos e Sundberg et al., (1990), Messeder et al., (1995) e
Santos-Filho; Figueroa-Villar e Araujo (1997) a atividade tripanocida.

A literatura também reporta varias atividades bioldgicas encontradas para as
tiossemicarbazonas, incluindo  anti-inflamatérias,  antitumorais,  antivirais,
antibacterianas, antimaléricas e tripanocidas (BERALDO, 2004; CHIPELEME et al,
2006; KONSTANDINIDOU et al., 1998).

Além dessas atividades citadas anteriormente, alguns autores ja demonstraram
o potencial leishmanicida dessas duas classes (AHMED et al.,2012; BRITTA et al.,
2014; KAUR et al.,, 2011; RAYCHAUDHURY et al., 2005). Kaur et al, (2011),
estudaram 12 compostos gerados a partir de aminas para inibir a enzima pteridina
redutase (importante na metaciclogésene do parasito, transformacdo em
promastigotas metacicicas infectantes). E observaram que o composto pirimido[1,2-
a]pirimidin-2-ona apresentou atividade contra formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania donovani com Clso igual a 29 uM para formas promastigotas e 3 UM para
formas amastigotas.

Ahmed et al, (2012), elaboraram 50 analogos triciclicos com o grupo guanidina,
a partir do alcaloide batzelanina K isolado de Batzella spp, e observaram que o
candidato mais promissor apresentou uma Clso de 2,34 uM para amastigotas de L.
donovani. Nesse trabalho a pentamidina foi utilizada como farmaco padréo e teve uma
Clso de 2,94 uM.

Raychaudhury et al, (2005), trabalharam com o complexo trifenil estanho, uma
tiossemicarbazona, contra L. donovani e observaram que 0 mesmo apresentou uma
Clso de 0,05 + 0,01 mg/L para promastigotas e uma Clso de 6 mg/L para amastigotas.
Britta et al (2014) estudaram o efeito do composto tiossemicarbazonico 4-

nitobenzaldeido derivado do S-limoneno contra Leishmania amazonensis e viram que
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ele apresentou atividade leishmanicida com Clso de 3,8 UM para promastigotas e 7,7
MM para amastigotas intracelulares.

Com base no que foi exposto, viu-se que as guanilidrazonas e as
tiossemicarbazonas apresentam uma gama de atividades biolégicas e dentre elas
atividade leishmanicida. Visando a necessidade de novas estratégias terapéuticas
para o tratamento da leishmaniose, tendo em vista que os farmacos disponiveis séo
em numero limitado e apresentam muitos efeitos adversos, como alta toxicidade, e
gue essas duas classes apresentam um potencial leishmanicida, foi proposta uma
avaliacdo da citotoxicidade e atividade leishmanicida de duas séries de derivados

guanilidrazénicos e tiossemicarbazonicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o potencial citotoxico e a atividade leishmanicida de uma série de

derivados guanilidrazdnicos e de uma série de derivados tiossemicarbazonicos.
3.2 Objetivos especificos
. Avaliar a citotoxicidade de derivados guanilidrazénicos e tiossemicarbazonicos;

. Avaliar o efeito de derivados guanilidrazénicos e tiossemicarbazénicos sobre

formas promastigotas e amastigotas de Leishmania chagasi in vitro;

. Analisar a morfologia dos parasitos tratados com o derivado mais ativo;
. Avaliar a atividade do derivado mais ativo sobre a enzima topoisomerase;
. Selecionar o derivado mais ativo e avaliar sua atividade leishmanicida in vivo

por meio da determinacéo da carga parasitaria e estudo do curso da infeccao;
. Avaliar a toxicidade do derivado mais ativo no baco, rins e figado dos animais

infectados do ensaio in vivo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento dos derivados aminoguanidinicos e tiossemicarbazénicos

Os derivados guanilidrazdnicos e tiossemicarbazonicos foram planejados e
sintetizados pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Jodo Xavier de Araudjo Juanior, do
Laboratério de Quimica Medicinal, da Escola de Enfermagem e Farmacia da
Universidade Federal de Alagoas (LQM-UFAL).

A criagdo dos derivados foi planejada variando-se duas regides, a partir do
esqueleto base das guanilidrazonas e das tiossemicarbazonas aromaticas (Esquema
1). A primeira série consistiu em vinte guanilidrazonas, contendo diferentes
substituintes aromaticos, obtidos a partir de seus respectivos aldeidos (LQM 1, LQM
2,LOM 3,LQM 4, LQM 5, LQM 6, LQM 7, LQM 8, LQM 9, LQM 10, LQM 11, LQM 12,
LQM 13, LQM 14, LQM 15, LQM 16, LQM 17, LQM 18, LQM 19 e LQM 20).

Posteriormente, partindo-se de trés protoétipos obtidos na primeira etapa (LQM
10, LOM 14 E LQM 17), realizou-se a sintese de uma nova série de derivados,
conservando-se a regido aromatica e realizando modificagdes estruturais na regido R
(Esquema 1). Essa etapa posterior procedeu-se através da utilizacdo da
tiossemicarbazida para a producao dos compostos almejados. Sendo sintetizados trés
derivados analogos através de bioisosterismo classico divalente, ocorrendo a troca da
aminoguanidina pela tiossemicarbazida (LQM 10 (1), LQM 14 (1) E LOM 17 (1))
(EPIFANIO, 2011).

Esquema 1- Planejamento da sintese das guanilidrazonas e tiossemicarbazonas.

H H
Regido Aromética |
12 Etapa \ /N ;@ Regido R1
N
R 28 Etapa
NH, 1
Ar 3 Protétipos tiossemicarbazonas
20 Protétipos guanilidrazonas R1=NH, S

R = Aromaticos diversos, acidos, aminas,
ésteres, alcoois, éteres e halogénios

Fonte: EPIFANIO, 2011.
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4.2 Preparacéo dos derivados aminoguanidicos e tiossemicarbazénicos

Os vinte derivados aminoguanidicos e os trés derivados tiossemicarbazonicos
foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) a 100% e filtrados, formando a
solugéao estoque | (100 mM). No momento dos experimentos, os derivados foram
diluidos na forma seriada em meio RPMI para obtencdo das concentragdes de 100 a

0,1 uM e foram plaqueados.

4.3 Ensaios farmacologicos in vitro:

4.3.1 Cultura de parasitos: Culturas de promastigotas de Leishmania chagasi
(MCAN/BR/89/BA262) foram cedidas pela Dra. Valéria de Matos Borges do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz — Fiocruz-BA. As formas promastigotas do parasito foram
mantidas in vitro em meio Schneider’s, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e 2% urina humana masculina a 27°C em estufa de Demanda Bioquimica de
Oxigénio (BOD). No momento do uso, os parasitos foram colocados em tubos tipo
Falcon e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o pellet formado foi ressuspenso em meio Schneider’s. Fez-se, entao,
a contagem dos parasitos em camara de Neubauer, para posterior plaqueamento e
realizacdo dos experimentos.

4.3.2 Manutencdo de macréfagos: Macrofagos da linhagem J774.A1 foram
mantidos em garrafas de cultura contendo 10 mL de meio RPMI suplementado com
10% de SFB e 2 mM de L-glutamina, aminoacidos nao essenciais e piruvato. No
momento do uso, as células foram contadas, ajustadas em meio RPMI suplementado

com 10% de SFB e semeadas.

4.3.3 Determinacao da viabilidade celular: O estudo de viabilidade celular de
macrofagos frente aos derivados aminoguanidinicos e tiossemicarbazénicos foi
realizado utilizando-se o método de reducédo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazélio) (MOSMANN, 1983; HUSSAIN; NOURI; OLIVER, 1993).
Neste ensaio, macrofagos da linhagem J774 foram plaqueados em placas de 96
pocos por 1 hora em (1x10% poco) e expostos a diferentes concentracdes dos
compostos diluidos em meio RPMI suplementado (1, 10 e 100 yM) por um periodo de

48 horas em estufa a 37°C com atmosfera umida contendo 5% de CO2. Os pocos
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controles continham células cultivadas somente com meio de cultura ou células
cultivadas na presenca do diluente das substancias (DMSO 0,1%). Apoés o periodo de
incubacao, o sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 100 pL da
solucéo de MTT (5 mg/10 mL). As placas foram novamente incubadas por um periodo
de 1 hora em estufa a 37°C e a 5% de COq, logo apds foi retirado o sobrenadante e
adicionado 100 yL de DMSO e realizada a leitura em espectrofotometro a 550 nm. A
viabilidade celular das culturas tratadas com as substancias foi comparada ao padréo
de morte obtido nas culturas controle. O célculo da Clso foi realizado utilizando a
seguinte férmula:

Resposta = 100+ (-100)
1+10(X-Iog CI50)

4.3.4 Ensaio de viabilidade de promastigotas: Formas promastigotas de L. chagasi
numa concentracdo de 1x10° parasitos/po¢o num volume de 100 uL foram cultivadas
em triplicatas em placa de 96 pogos com meio Scnheider's suplementado com 10%
de SFB, 2 mM de L-glutamina, 2% de urina humana. Foram adicionadas diferentes
concentracdes (0,1, 1, 10 e 100 uM) dos vinte e trés derivados e pentamidina (farmaco
padrdo) aos pocos contendo as formas promastigotas até a obtencédo do volume final
de 200 pL. A placa foi incubada em estufa BOD a 27°C por 48 horas. Apds esse
periodo, os parasitos de L. chagasi foram homogeneizados e o niUmero de parasitos
foi determinado em contador automatico de células (AVILA et al., 1997).

4.3.5 Ensaio de infeccdo de macréfagos com Leishmania chagasi: Macrofagos
da linhagem J774 foram plagueados na proporcdo de 3 x 10° células/poco de placa
de 24 pocos com laminulas por uma hora com meio RPMI suplementado. Os
macrofagos foram infectados com formas promastigotas de L. chagasi, numa
proporcao de 10 parasitos: 1 macrofago. A placa foi incubada por 6 horas em estufa
a 37°C com atmosfera umida contendo 5% de CO2. ApGs 6 horas de infec¢éo, os
macréfagos foram “lavados” com solugdo salina com fosfatos (PBS, pH 7,2), para
remocao dos parasitos nao interiorizados. Os macréfagos foram cultivados com RPMI
suplementado com 10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 2 mM aminoacidos né&o
essenciais e 2 mM piruvato, na presenca ou ndo dos derivados na concentragéo de
10 uM e foram mantidos em estufa a 37°C com atmosfera imida contendo 5% de CO:

por 24 horas. Apés esse periodo de cultura os pocos contendo as laminulas foram
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lavados com PBS, as células foram fixadas com metanol e em seguida coradas com
Giemsa-May-Grinswald e montadas sobre laminas. A avaliacdo do numero de
macrofagos infectados e o numero de amastigotas em 100 macréfagos foi feita com

auxilio de microscépio 6ptico com objetiva de 100X (imersdo) (NUNES et al., 2005).

4.3.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV): A morfologia de promastigotas
de L. chagasi tratadas e/ou ndo com o derivado e as alteracdes sobre a superficie dos
parasitos foram comparativamente avaliadas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Para as analises morfoldgicas, foram processados parasitos incubados por 24
horas com o derivado tiossemicarbazénico 17(1), na concentragdo de 10 pM.
Parasitos ndo tratados foram processados como controle. Apds 24 horas de
tratamento, as células foram lavadas e fixadas por 72 horas em uma solucéo contendo
2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M
(pH 7,2) e colocadas para aderir em laminulas previamente revestidas com poly-L-
lysina. Apds 20 minutos, as laminulas foram lavadas com tampéao cacodilato 0,1M
para retirada das células nédo aderidas e pdés-fixada por uma hora em uma solugéo
contendo 1% de tetroxido de 6smio (OsO4), 0,8% ferricianeto de potassio, 5 mM CacCl:
em tampdo cacodilato 0,1M. Em seguida as células foram lavadas em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M, desidratadas em séries crescentes de etanol e submetidas
a secagem atraveés do ponto critico no Critical Point dryer HCP-2 (Hitachi), metalizadas
com 20 nm de ouro no metalizador JFC-1100 (Jeol) e visualizadas através do

microscoépio eletrénico de varredura JEOL T-200 no LIKA-Fiocruz-PE.

4.3.7 Inibicdo de topoisomerase: Topoisomerases recombinantes (LdATOPO) foram
cedidas pelo Dr. Rafael Balafia-Fouce, coordenador do Laboratorio de Farmacologia
e Toxicologia da Universidad de Léon — Espanha. Para determinar a atividade
inibitéria do derivado selecionado sobre a LATOPO, foi preparada uma mistura de
DNA superhelicoidal em tampdo correspondente. O inibidor de topisomerase
Camptotecina e o derivado foram incubados em eppendorffs, em diferentes
concentracdes (0,1; 1; 10 e 100 uM), no gelo durante 20 minutos, em presenca da
LdTOPO. Transcorrido esse tempo foram submetidos a um banho quente a 37°C por
30 minutos. ApoOs esse periodo as reacdes foram paradas e as misturas foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% por 16 horas a 25°C. Em seguida

foram reveladas com brometo de etidio a 0,25 ug/L.
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4.4 Ensaios farmacolégicos in vivo:

4.4.1 Etica dos experimentos: Os estudos in vivo realizados utilizaram Golden
Hamsters (Mesocricetus auratus) provenientes da Fiocruz-RJ, para determinar o efeito
terapéutico do derivado selecionado nos modelos in vitro. Todos os animais utilizados
neste trabalho foram manipulados de acordo com normas estabelecidas pela
Comissdo de Etica para Utilizagdo de Animais de Laboratorio da UFAL e foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica para Utilizacdo de Animais de
Laboratorio da UFAL (CEP N° 56/2014).

4.4.2 Ensaio de infeccdo de Golden hamsters com L. chagasi: Com o objetivo de
avaliar a atividade leishmanicida dos compostos, Golden Hamsters (Mesocricetus
auratus) machos com seis a oito semanas de idade foram infectados pela via
intraperitoneal com 1x10’ de promastigotas de Leishmania chagasi na fase
estacionaria (DENISE et al., 2006). Apos 45 dias da infeccdo, os animais foram
separados de forma randémicas em grupos experimentais com 5 hamsters cada. Os
animais receberam tratamento diario por via intraperitoneal na dose de 100
pmol/kg/dia de antimoniato de meglumina (Glucantime) (sintetizado e cedido pelo
grupo de pesquisa do professor Dr. Mario Roberto Meneghetti/lUFAL) e do derivado
tiossemicarbazonico LQM 17(1) ambos foram utilizados para tratar os animais durante
um periodo de 15 dias. O grupo controle recebeu tratamento diario com agua para
injecdo durante o mesmo periodo de 15 dias (LIMA; BLEYENBERG; TITUS, 1997).
Apods o fim do tratamento, os animais foram eutanasiados e a carga parasitaria no
baco foi avaliada através do método de diluicdes limitantes (item 4.4.4). A toxicidade
do composto também foi determinada através de dosagens bioguimicas no plasma
dos animais, o sangue foi colhido por via intracardiaca apds a eutanasia, usando kits

comerciais (Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios, Ltda, Brazil).

4.4.3 Pesagem do baco: ApOs o0s animais serem eutanasiados, o baco foi retirado
para pesagem em balanca analitica e os grupos tratados foram comparados com o

grupo controle.

4.4.4 Diluicdes limitantes: Para quantificacdo dos parasitos no baco foi utilizada a

técnica de diluicédo limitante (TASWELL, 1986). O baco foi retirado assepticamente e



40

macerado em 1 mL de meio Schneider (Sigma) com 10% de soro fetal bovino até a
formacéao de uma suspensao. Posteriormente, 200 yL do macerado de cada amostra
foi transferido para placa de cultura de fundo chato de 96 pocos, em duplicata,
representando a diluicdo de 1:5. Realizou-se 11 diluicbes seriadas do macerado,
utilizando a proporc¢éo de 1:20. As placas foram incubadas em estufa BOD a 26°C por
14 dias. No décimo quarto dia de cultura, a quantidade de parasitos foi calculada
multiplicando o fator de diluic&o, cujo valor era 5, por 10 elevado a poténcia referente
ao numero da ultima diluicdo que havia presenca de pelo menos um parasito, visto

em microscopio optico.

4.45 Dosagem da enzima ALT: A determinacdo da atividade da alanino
aminotransferase (ALT) foi realizada através do kit ALT/TGP (Doles), segundo
metodologia especificada pelo fabricante. Para tanto, adicionou-se 100 pL do
reagente de trabalho do kit em cada pogo contendo as amostras (10 yL do plasma
dos animais infectados com L. chagasi utilizados no ensaio in vivo) e, logo ap6s 30
segundos, foi realizada a leitura da absorbancia na placa de 96 pocos a 340 nm. A
oxidacdo de NADH é diretamente proporcional a atividade da ALT. A atividade
enzimatica é calculada através da diminuicdo da absorbancia da solugcdo de NADH

em 340 nm.

4.4.6 Dosagem da enzima AST: A determinacdo da atividade de aspartato
aminotransferase (AST) foi realizada através do kit AST/TGO (Doles), segundo
metodologia especificada pelo fabricante. Para tanto, adicionou-se 100 pL do
reagente de trabalho do kit em cada pogo contendo as amostras (10 uL do plasma
dos animais infectados com L. chagasi utilizados no ensaio in vivo) e, logo ap6s 30
segundos, foi realizada a leitura da absorbancia na placa de 96 pogos a 340 nm. A
oxidacdo de NADH é diretamente proporcional a atividade da AST. A atividade
enzimatica é calculada através da diminuicdo da absorbancia da solu¢cdo de NADH

em 340 nm.

4.4.7 Dosagem de Creatinina: A determinacdo da quantidade de cretinina foi
realizada através do kit Creatinina (Doles), segundo metodologia especificada pelo
fabricante. Para tanto, foram adicionados 100 pyL do reagente de trabalho do kit em
cada poco contendo as amostras (10 yL do plasma dos animais infectados com L.
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chagasi utilizados no ensaio in vivo) e, logo apds 30 segundos, € realizada a leitura
da absorbancia na placa de 96 pocos a 505 nm. O reagente de trabalho consiste em
uma solucdo de acido picrico, hidroxido de soédio, creatinina e acido Tungstico. A
creatinina reage com picrato alcalino, formando um complexo de cor amarelo

avermelhado (reacao de Jaffé).

4.4.8 Dosagem de Ureia: A determinacao da quantidade de ureia foi realizada através
do kit ureia 500 (Doles), segundo metodologia especificada pelo fabricante. Para
tanto, adicionou-se 100 uL do reagente de trabalho do kit em cada pogo contendo as
amostras (31 uL do plasma dos animais infectados com L. chagasi utilizados no ensaio
in vivo) e, apOs 5 minutos, € realizada a leitura da absorbancia na placa de 96 pocos
a 600 nm. Os reagentes de trabalho consistem em uréase, salicilato de saédio,
nitroprussiato de sodio, EDTA dissodico, hipoclorito de sodio e hidroxido de sodio e
ureia. Em meio alcalino, na presenca de salicilato, Nitroprussiato de Sédio e
hipoclorito, os ions aménios reagem dando origem a um composto cromogeno azul
esverdeado. A intensidade da cor formada € diretamente proporcional a concentracao

da ureia na amostra analisada.

4.5 Analise estatistica: Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o
controle foram feitos utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste
Dunnett no programa GraphPad Prism 5.0. Os valores foram considerados

significativos quando p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de viabilidade celular

Inicialmente foi realizado o ensaio de viabilidade celular dos derivados
aminoguanidinicos e tiossemicarbazbnicos sobre macrofagos da linhagem J774,
através do método de MTT.

Foi observado no teste que apenas os derivados aminoguanidinicos LQM 3,
LOM 4, LOM 11 e LQM 16, além do derivado tiossemicarbazdnico LQM 17(1), ndo
apresentaram efeito citotoxico até a maxima concentragdo testada (100 pM). Porém
os derivados aminoguanidicos LQM 1, LOM 2, LQM 5, LQM 6, LQM 7, LQM 8, LQM
9,LQM 10, LQM 12, LQM 13, LQM 14, LQM 15, LQM 17, LQM 18, LQM 19 e LQM 20
e os derivados tiossemicarbazonicos LQM 10(1) e LQM 14(1) apresentaram efeito
toxico significante para os macréfagos, quando comparado ao controle, DMSO 0,1%
(Tabela 1).

Como esperado, o DMSO 0,1% nao apresentou efeito deletério significativo
para os macrofagos, quando comparado ao controle negativo (células cultivadas

apenas com o0 meio de cultura).
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Tabela 1- Efeito dos derivados sobre a viabilidade celular de macr6fagos da linhagem
J774 no ensaio de MTT apés 48 horas.

Substancias | CLso (UM)? | Citotoxicidade Maxima (%)® | Citotoxicidade 10 uM (%)°
Pentamidina | 44,1 +0,4 93,2 + 0,8*** NT
LOM 1 51,4+ 3,1 05,3 £ 2,3*** NT
LQOM 2 41,2+ 45 93,2 + 0,8*** NT
LQM 3 > 100 NT NT
LQM 4 > 100 NT NT
LOM 5 52,3+9,5 69,1 £ 2,8*** 31,5+ 5,0*
LOM 6 485+ 2,2 97,0 + 1,5%** NT
LOM 7 64,3+ 1,7 69,1+ 1,1%* NT
LQM 8 52,8 +9,2 96,5 + 3,5%** NT
LQOM 9 57,2+ 5,8 81,0 + 6,3*** NT
LQM 10 34,6 + 3,6 93,9 + 0,3*** 32,7 +4,0*
LQM 10(1) | 38,0+0,8 93,9 + 0,3% NT
LOM 11 > 100 NT NT
LQOM 12 23,7+6,1 93,9 + 0,3*** 41,0 £ 5,1*
LQM 13 51,9+1,8 94,0 + 0,3*** NT
LOM 14 357+28 93,9 + 0,3*** 31,4+ 3,1*
LOM 14(1) 61,3+8,2 62,2 + 0,6*** 30,6 + 5,7*
LQM 15 71,8+43 75,5 + 4,8%** NT
LQM 16 > 100 NT NT
LQOM 17 0,5+0,3 93,9 + 0,4*** 65,6 £ 4,9%**
LQM 17(1) > 100 NT NT
LQM 18 53,9+5,8 85,9 + 1,8*** NT
LQM 19 51,3+2;3 86,6 + 2,3*** NT
LQM 20 30+1,2 94,0 + 0,3*** 60,5 £ 1,9%**

Os resultados referem-se a: 2 Concentracao Letal a 50% dos macrofagos (CLso) calculada através de
curvas concentracdo-resposta toxica. ® Média + erro padrdo da média da citoxicidade maxima em
triplicatas de um experimento representativo. ¢ Média + erro padrdo da média da citoxicidade na
concentracao de 10 uM em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito maximo
foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 em relacdo ao grupo
DMSO 0,1%; NT: substancia ndo apresenta atividade letal significante para os macréfagos nas
concentracdes de 100 e 10 pM em relacdo ao grupo DMSO.

Fonte: AUTORA, 2015.
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Uma observacdo importante é que a Unica diferenca estrutural dos derivados
aminoguanidinicos LQM 10, LOQM 14 e LOQM 17 para os seus analogos
tiossemicarbazoénicos LQM 10(1), LOM 14(1) e LQM 17(1) é a presenca do enxofre
(S) no lugar da imina da regido guanidinica. Essa mudanca de substituintes foi crucial
para a diminuicdo da citotoxicidade do derivado aminoguanidinico LQM 17 que
apresentou citotoxicidade maxima de 9390 + 04 % e o0 seu analogo
tiossemicarbazénico LQM 17(1) ndo apresentou citotoxicidade até a maxima
concentracéo testada (100 uM) (Tabela 1). No entanto, esse padrdo nao foi visto para
0s outros anélogos, LQM 10(1) e LQM 14(1), que apresentaram uma citotoxicidade
méaxima similar a de seus prototipos de origem (LQM 10 e LQM 14) (Tabela 1).

Epifanio (2011) estudou os derivados aminoguanidinicos LQM 10, LQM 14,
LQM 17 e LQM 19 e observou que os mesmos apresentaram toxicidade frente a
linfécitos humanos saudaveis avaliados pelo ensaio de reducdo de MTT,
apresentando CLso de 1,3, 0,5, 1,2 e 2,2 uM, respectivamente.

Também foi possivel constatar que essa citotoxicidade diminuiu
consideravelmente quando a concentracéo testada foi de 10 uM. Foi mostrado que,
nessa concentragdo, 70% dos derivados ndo apresentaram citotoxicidade
estatisticamente significante, com excec¢do apenas dos derivados aminoguanidinicos
LQM 5, LQM 10, LQM 12, LQM 14, LQM 17 e LQM 20, além do derivado
tiosemicarbazénico LQM 14(1), que ainda se mostraram toxicos, como pode ser
observado na Tabela 1.

O grupo quimico tiossemicarbazona € relatado por apresentar uma baixa
citotoxicidade quando ligado a outros grupos quimicos. Isso foi visto por Britta et al.,
(2014) quando pesquisaram a atividade de um composto tiossemicarbazonico,
derivado do S-limoneno, o 4-Nitrobenzaldeido e observaram através do método de
MTT gue a concentragao citotoxica 50% (CLso) em J774. Al foi de 88.8 uM.

5.2 Ensaio de viabilidade de promastigotas

Buscando-se identificar uma possivel atividade leishmanicida direta, foi entdo
realizado o ensaio de viabilidade sobre formas promastigotas de L. chagasi. O
farmaco padrédo escolhido foi a pentamidina, um medicamento de segunda escolha
para o tratamento da leishmaniose, pois apresenta resultados significativos em casos

de resisténcia aos antimoniais pentavalentes, que sdo a terapia medicamentosa de
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primeira escolha, porém com baixa atividade em formas promastigotas (SUNDAR,
2001; WHO, 2014b; ASHUTOSH; SUNDAR; GOYAL, 2007).

Como é possivel observar na Tabela 2 os derivados aminoguanidinicos LQM
2,LQM 3, LQM 5, LQM 8, LQM 10, LQM 12, LQM 14, LQM 17, LQOM 18, LQM 19 e
LQM 20, além dos derivados tiossemicarbazonicos LQM 10(1), LOM 14(1) e LQM
17(1), apresentaram um efeito maximo acima de 90%, que pode ser comparado ao
da Pentamidina (97,9 + 0,5%). Contudo, os derivados aminoguanidinicos LQM 6 e
LQM 9 apresentaram um efeito maximo em torno de 60%. Ja os derivados
aminoguanidinicos LQM 1, LQM 4, LQM 7, LQM 11, LQM 13, LQOM 15 e LQM 16 néo
apresentaram atividade leishmanicida direta contra as formas promastigotas de L.
chagasi até a maxima concentracéo testada (100 pM).

A Tabela 2 nos mostra que a maioria dos derivados apresentou uma potente
atividade contra promastigotas de L. chagasi destacando-se o0s derivados
aminoguanidinicos LQM 5, LQM 8, LQM 10, LOM 14 e LQM 17, além dos trés
derivados tiossemicarbazénicos LQM 10(1), LQM 14(1) e LQM 17(1) que
apresentaram Clso abaixo de 10 uM.

E possivel analisar que ndo houve uma mudancga significativa na atividade
direta contra o parasito, nem na Clso entre 0os analogos aminoguanidinicos e
tiossemicarbazénicos LQM 14 e LQM 14(1), e LQM 17 e LQM 17(1), que
apresentaram um efeito maximo em torno de 98% e Clso variando entre 0,4 -1,5 uM.
Enquanto entre os analogos LQM 10 e LQM 10(1) a Clso diminuiu de 9,0 + 0,4 uM, no
derivado aminoguanidinico LQM 10, para 1,0 +* 0,2 uM, no derivado
tiossemicarbazoénico LQM10(1), mantendo-se o efeito maximo acima de 90%.

A porcentagem de inibicdo do crescimento na concentracdo de 10 uM também
estd descrita na Tabela 2. Nela é possivel ver que apenas os derivados
aminoguanidinicos LQM 5, LQM 8, LQM 14 e LQM 17 e os derivados
tiossemicarbazonicos LQM 10(1), LOM 14(1) e LQM 17(1) mantiveram a sua atividade
leishmanicida direta acima de 80% assim como a pentamidina, 0 que ndo aconteceu
com o derivado aminoguanidinico LQM 10 que apresentou uma reducdo na sua
atividade (55,8 + 2,6%).
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Tabela 2- Efeito dos derivados guanilidrazénicos e tiossemicarbazénicos sobre a
viabilidade de promastigotas de Leishmania chagasi ap6s 48 horas de tratamento.

Tratamento Clso? EMP Efeito (10uM)®
Pentamidina 6,1+0,2 uM 97,9 + 0,5%** 84,6 £ 1,4***
LQM 01 >100 pM NA NA
LQM 02 58,0 + 0,7 uM 93,5+ 1,0%** NA
LQM 03 57,0+ 0,4 uM 95,6 + 1,0%** NA
LQM 04 >100 pM NA NA
LQM 05 4,4+ 0,6 uM 99,8 + 0,1*** 88,2 + 1,3***
LQM 06 67.8+3,8 M 67,2+ 2,3™ NA
LQM 07 >100 uM NA NA
LQM 08 6,2+ 0,1 uM 97,8 £1,0%** 86,2 £ 0,2***
LQM 09 86,2 + 3,6 uM 61,7 £ 4,5%** NA
LQM 10 9,0+ 0,4 uM 93,4 + 1,0%** 55,8 £ 2,6%**
LQM 10(1) 1,0+0,2 uM 99,5 £ 0,1*** 96,4 £ 1,3***
LOM 11 >100 uM NA NA
LQM 12 48,7 + 3,4 uM 98,6 + 0,3*** NA
LQM 13 >100 pM NA NA
LQM 14 0,7+0,1 uM 98,4 + 0,1*** 98,4 + 0,1***
LQM 14(2) 1,5+ 0,5 uM 98,4 + 0,2 98,4 + 0,2
LQM 15 >100 pM NA NA
LQM 16 >100 pM NA NA
LQM 17 1,4+0,3uM 98,6 + 0,3*** 97,0 £ 0,2%**
LOM 17(1) 0,4+0,1uM 97,5 £ 0,7*%** 96,2 £ 1,0%**
LQM 18 42,9+ 1,5 yM 98,1 £ 0,2*** NA
LQM 19 26,8 £+ 11,5 uM 99,1 £ 0,4*** NA
LQM 20 56,1 + 0,3 uM 97,5 + 0,5%** NA

Os resultados referem-se a: 2 Concentragdo letal a 50% das formas promastigotas (Clso) calculada
através de curvas concentragédo-resposta toxica e expressa como média * erro padrdo da média; ©
Efeito maximo (EM) que é expresso como média da toxicidade maxima + erro padréo da média em
triplicatas de um experimento representativo. Os valores de EM foram considerados significativos
quando ***p < 0,01 em relagcdo ao grupo DMSO 0,1%. NA: substancia ndo apresentou atividade letal
significativa para promastigotas de L. chagasi nas concentra¢cfes de 100 e 10 pM em relag&o ao grupo

DMSO.

Fonte: AUTORA, 2015.
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A atividade leishmanicida direta de algumas guanilidrazonas sintéticas ja foi
descrita por alguns autores, dentre eles Mukhopadhyay e Madhubala (1995),
demonstraram que a atividade leishmanicida do Metilglioxal bis, uma guanilidrazona,
contra promastigotas de L. donovani. Nesse estudo, foi visto que o composto estudado
apresentou uma atividade antileishmania na concentracdo de 67 pyM. Em outro
trabalho também com promastigotas de L. donovani, Kaur et al. (2011) observaram
gue o composto guanidinico triciclico, pirimido[1,2-a]pirimidin-2-ona apresentou Clso
de 29 M.

Dados da literatura mostram que as tiossemicarbazonas apresentam atividade
direta contra Leishmania sp. (RAYCHAUDHURY et al., 2005). Britta et al., (2014)
estudaram a atividade antileishmania em formas promastigotas de L. amazonensis,
do 4-Nitrobenzaldeido, e registraram uma Clso de 3,8 uM.

De posse dos resultados de viabilidade celular e da atividade direta contra
promastigotas de L. chagasi, foi possivel analisar e selecionar os derivados que nao
apresentaram citotoxicidade significante no ensaio de MTT na concentragao de 10 uM
e também aqueles que apresentaram um efeito maximo significante na concentracéo
de 100 yM no ensaio contra promastigotas, para a realizagéo do ensaio contra formas
amastigotas intracelulares de L. chagasi. Os derivados aminoguanidinicos
selecionados foram: LQM 2, LQM 3, LOM 6, LOM 8, LOM 9, LOM 18 e LQM 19 e 0s
tiossemicarbazoénicos foram LQM 10(1) e LQM 17(2).

Alguns autores demonstraram que um dos mecanismos de compostos
guanilidrazénicos é a inibicdo da sintese de poliaminas (PEGG; MCCANN, 1982;
MARQUES et al.,, 2007). Pode ser devido a essa inibicAo que o0os compostos
guanilidrazénicos testados estejam apresentando atividade leishmanicida direta.

Britta et al., (2014), observaram que 0 composto tiossemicarbazbnico 4-
Nitrobenzaldeido que o mesmo era capaz de causar disfuncdo mitocondrial e danos

devido ao estresse oxidativo.

5.3 Ensaio de infec¢cdo de macrofagos com Leishmania chagasi

O ensaio contra formas amastigotas € o experimento in vitro padrao-ouro para
a busca de novas estratégias terapéuticas para a leishmaniose, tendo em vista que
nesse ensaio o parasito se encontra na forma intracelular, forma esta que é a

encontrada no hospedeiro mamifero (WHO, 2014b).
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Nesse ensaio, foi visto que apenas o derivado aminoguanidinico LQM 19 e o
derivado tiossemicarbazonico LQM 17(1) apresentaram atividade leishmanicida
estatisticamente significante contra as formas amastigotas intracelulares de L.
chagasi, com Clso de 4,9 £ 0,8 e 2,2 + 1,8 UM, respectivamente, e efeito maximo de
63,8 £ 0,4 % e 66,4 £ 4,1 %, respectivamente, podendo ser comparados com a
pentamidina que apresentou Clso de 4,4 £ 0,9 uM e efeito maximo de 67,3 £ 2,2 %
(Tabela 3).

TABELA 3- Efeito dos derivados guanilidrazdnicos e tiossemicarbazénicos sobre a
viabilidade de amastigotas de Leishmania chagasi ap6s 48 horas de tratamento.

Leishmania chagasi
Tratamento
Clso® EMP
Pentamidina | 4,4 + 0,9 uM | 67,3 + 2,2***
LQM 02 >10 pM NA
LQM 03 >10 UM NA
LQM 06 >10 UM NA
LQM 08 >10 pM NA
LQM 09 >10 pM NA
LQM 10(1) | >10uM NA
LOM 17(1) 2,2 + 1,8 UM | 66,4 + 4,1+
LOM 18 >10 uM NA
LQM 19 [4,9+0,8 uM|63,8 £ 0,4**

Os resultados referem-se a: 2 Concentragéo inibitéria a 50% de formas amastigotas (Clso) calculada
através de curvas concentracédo-resposta toxica e expressa como média + erro padrdo da média; ©
Efeito maximo (EM) que é expresso como média do citotoxicidade maxima + erro padrdo da média em
triplicatas de um experimento representativo. Os valores de EM foram considerados significativos
quando ***p < 0,01 em relagcdo ao grupo DMSO 0,1%. NA: substancia ndo apresentou atividade letal
significativa para promastigotas de L. chagasi até a concentracdo de 10 uM em relagdo ao grupo
DMSO.

Fonte: AUTORA, 2015.

Alguns autores também demonstraram que, além da atividade contra formas
promastigotas, os compostos tiossemicarbazonicos sdo capazes de atuar contra a

forma intracelular do parasito, como Britta et al., (2014) que demostraram que 0 4-
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Nitrobenzaldeido, apresentou atividade contra formas promastigotas e amastigotas de
L. amazonensis e registraram que a concentracao letal de 50% dos parasitos foi de
7,7 uM.

Raychaudhury et al., (2005) em seu trabalho também demonstraram que o
complexo trifenil estanho foi eficiente contra formas amastigotas de L. donovani,
observando que foi necesséaria uma concentracdo de 6 mg/L do composto para se
atingir 50% de morte do parasito. O derivado guanilidrazonico LQM 19 apresentou
uma Clso de 1,34 mg/L e o derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) uma Clso de 0,54
mg/L contra amastigotas de L. chagasi.

Estudos também mostram a atividade de compostos que apresentam o grupo
guanidina em suas estruturas (derivados aminoguanidinicos e pirimidinicos) contra as
formas promastigotas de Leishmania sp. Pez et al. (2003), em seu trabalho com as
2,4-Diaminopirimidinas, mostraram que dos dezesseis compostos testados contra a
forma intracelular de L. donovani, cinco ndo apresentaram atividade, quatro
mostraram atividade com uma concentragao superior a 90 uM e sete se mostraram
ativos em concentragdes abaixo de 70 uM. Kaur et al., (2011) observaram que o
pirimido[1,2-a]pirimidin-2-ona apresentou Clso de 3 yuM contra amastigotas de L.
donovani.

Diante dos resultados obtidos, foi observado que o derivado guanilidrazénico
LQM 19 apresentou uma alta citotoxicidade frente aos macréfagos da linhagem J774,
apresentando uma CLso de 51,3 + 2,3 pM e uma citétoxicidade méaxima de 86,6 £
2,3%, enquanto que o derivado tiossemicarbazonico LQM 17(1) ndo demonstrou
citétoxicidade até a méxima concentracao testada (100 uM).

Além disso, no ensaio contra formas promastigota de L. chagasi o derivado
tiossemicarbazoénico LQM 17(1) apresentou uma Clso de 0,4 + 0,1 uM, enquanto o
derivado guanilidrazonico LQM 19 apresentou uma Clso de 26,8 = 11,5 uM, ou seja,
uma concentragao 65 vezes maior para exercer a mesma atividade, eliminar 50% das
promastigotas de L. chagasi viaveis.

Devido a citotoxicidade apresentada pelo derivado guanilidrazénico LQM 19,
observada no ensaio de viabilidade celular com macrofagos da linhagem J774, e pelo
resultado obtido no experimento contra formas promastigotas de L. chagasi, o
derivado tiossemicarbazonico LQM 17(1) foi selecionado para a realizacdo da
microscopia eletrdnica de varredura, para o ensaio de inibicdo de topoisomerase e

também para o experimento in vivo.
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5.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O ensaio de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizado para
mostrar as altera¢des sofridas na morfologia das promastigotas de L. chagasi apés o
tratamento com o derivado tiossemicarbazonico. A Figura 16 mostra o efeito do
composto LQM 17(1) na concentracdo de 10 uM, apés 24 horas de tratamento. Nela
é possivel ver as alteracdes ultraestruturais observadas nas formas promastigotas do
parasito como indicativo de efeito toxico (Figura 16 A), quando comparada com 0sS
controles meio de cultura (Schneider’s) (Figura 16 B) e o DMSO (diluente do derivado)
(Figura 16 C). As principais alteracdes observadas séo na forma e no tamanho, assim
como profundas mudancas na membrana plasmatica, com ruptura e perda do

conteudo intracelular.
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Figura 16- Micrografia eletrbnica de varredura de promastigotas de L. chagasi.
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A. Controle (Leishmania chagasi em meio-Schneider’s) B. Controle (Leishmania chagasi + DMSO). C.
Leishmania chagasi tratada com o derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) na concentracdo de 10uM,
apos 24 horas de tratamento.

Fonte: AUTORA, 2015.

Britta et al., (2014) também observaram em seus estudos com o derivado
tiossemicarbazonico, o 4-Nitrobenzaldeido, em promastigotas de L. amazonensis, que
o mesmo foi capaz de induzir alteracbes na forma e tamanho do protozoéario na

concentragéo de 3,8 uM (Clso).
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5.5 Inibicdo de Topoisomerase

A topoisomerase é uma enzima importante para a manutencao e sobrevivéncia
da Leishmania. Tendo em vista, que ela é responsavel por manter o DNA em
diferentes graus de enovelamento, para que ocorra a transcricdo, evitando seu
superenovelamento. Dessa forma ela é um alvo para a atuacdo de compostos
leishmanicidas. Pois sua inibicdo promove um superenrolamento do DNA, evitando os
processos de replicacéo, transcricdo e recombinacdo do DNA (BUGREEV; NEVINSK,
2010).

Foi possivel observar na Figura 17 que o derivado tiossemicarbazénico LQM
17(1) ndo apresentou atividade frente a topoisomerase, descartando assim essa

enzima como um possivel alvo terapéutico.

Figura 17- Efeito do derivado LQM 17(1) sobre a inibicdo de topoisomerase
recombinante em eletroforese de gel de agarose.

1 2 3 4 5

SC

1 - LdTOPO + Camptotecina (Inibidor de TOPO); 2 - Ld TOPO + LQM 17(1) 0.1 pM; 3 - Ld TOPO +
LQM 17(1) 1 uM; 4 - Ld TOPO + LQM 17(1) 10 uM; 5 - Ld TOPO + LQM 17(1) 100 pM.

LEGENDA: R = DNA relaxado; SC = DNA super helicoidal; LATOPO = Topo Recombinante de
Leishmania; Derivado tiossemicarbazdnico LQM 17(1).

5.6 Avaliacdo do efeito do derivado LQM 17(1) no tratamento de Golden

hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com L. chagasi.

Como foi citado anteriormente, o derivado tiossemicarbazdnico LQM 17(1) foi
selecionado para a realizagdo do ensaio in vivo, utilizando-se Golden hamsters
(Mesocricetus auratus) como modelo animal. Alguns estudos mostram este como

sendo o modelo animal mais indicado para infeccdo com L. chagasi, pois mimetiza a
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doenca canina e humana, apresentando sinais como: hipergamaglobulinemia,
hepatoesplenomegalia, anemia, caquexia e imunodepressao (NIETO et al., 2011,
REQUENA et al., 2000).

O antimoniato de N-metil meglumina (Glucantime) foi usado como controle para
avaliacdo in vivo, ja que é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
leishmaniose (WHO, 2014a).

Nesse ensaio a carga parasitaria no baco foi mensurada e foi possivel observar
que o derivado LQM 17(1) foi capaz de reduzir a carga parasitaria de forma
estatisticamente significante, assim como o Glucantime, ambos na concentracéo de
100 umols/kg, como mostra a Figura 18. Essa dose € equivalente a 24,8 mg/kg do
derivado LQM 17(1). Nao havendo diferenca significativa entre os grupos que

receberam tratamento com o farmaco-padréo e o derivado LQM 17(1).

Figura 18- Efeito in vivo do derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) sobre a carga
parasitaria do baco de Golden hamsters infectados com L. chagasi.
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Os resultados referem-se & média + erro padrdo da média de cinco animais de um experimento
representativo. Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o controle foram feitos
utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste Dunnett no programa GraphPad Prism
5.0. Os valores foram considerados significativos quando ***p < 0,001 versus o grupo controle
infectado.

Fonte: AUTORA, 2015.

Raychaudhury et al., (2005) em seus estudos com complexo trifenil estanho
observaram que uma dose de 20 mg/kg por via intramuscular (duas vezes por
semana, por trinta dias), reduziu 96% da carga parasitaria do baco de hamsters,
infectados com L. donovani.

O peso do bago dos hamsters infectados também foi analisado e foi observado
que o derivado LQM 17(1) induziu aumento do baco de forma estatisticamente

significante quando comparado com os controles infectado e nao infectado (Figura
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19), ao contrario do tratamento com o Glucantime (Figura 19). Além disso, ndo houve
diferenca estatistica significante entre o Glucantime e o derivado tiossemicarbazénico
LQM 17(1) (Figura 19). De acordo com Silva (2008), o aumento do baco pode ser um
indicativo do aumento da funcédo do sistema imune, mas também pode ser indicativo

de toxicidade.

Figura 19- Efeito do derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) sobre o peso do bago de
Golden hamsters infectados com L. chagasi.
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Os resultados referem-se & média + erro padrdo da média de cinco animais de um experimento
representativo. Os niveis de significAncia entre os grupos experimentais e o controle foram feitos
utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste Dunnett no programa GraphPad Prism
5.0. Os valores foram considerados significativos quando ** p < 0,01 versus o grupo controle infectado
e quando **p < 0,01 e *** < 0,001 versus o grupo controle ndo infectado.

Fonte: AUTORA, 2015.

Neste ensaio também foi observado que o derivado LQM 17(1) ndo aumentou
as enzimas hepaticas ALT e AST dos hamsters infectados, quando comparados com
os controles infectado e ndo infectado, assim como o Glucantime (Figura 20 A e 20
B).

Segundo Wang et al. (2012), a quantificacdo das enzimas séricas € uma
ferramenta bastante Gtil no diagndstico clinico, pois fornece informacdes sobre danos
patolégicos. A enzima alanina aminotransferase (ALT) é especifica do figado, entéo
niveis elevados no plasma sugere dano hepatobiliar. JA& o aumento de aspartato
aminotransferase (AST) no soro pode estar relacionado com danos cardiacos,
hepaticos, ou da musculatura esquelética (WANG et al, 2012). Assim, podemos inferir
gue ndo ocorreram danos hepaticos estatisticamente significantes nos animais
tratados como derivado. Tendo em vista que n&o ocorreram alteracdes das enzimas

ALT e AST.
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Figura 20- Efeito in vivo do derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) sobre a atividade
das enzimas hepaticas ALT e AST em Golden hamsters infectados com L. chagasi.
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A- ALT; B- AST. Os resultados referem-se a média + erro padrdo da média de cinco animais de um
experimento representativo. Os niveis de significAncia entre 0s grupos experimentais e o controle foram
feitos utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste Dunnett no programa GraphPad
Prism 5.0. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05 versus o grupo controle
infectado e quando * p < 0,05 versus o grupo controle ndo infectado.

Fonte: AUTORA, 2015.

Raychaudhury et al., (2005) viram que o tratamento com o complexo trifenil
estanho também n&o aumentou os niveis séricos de ALT e AST dos hamsters
infectados com L. donovani.

Também no ensaio in vivo foi possivel dosar creatinina e ureia. Foi observado
gue o derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) ndo alterou significativamente os
niveis destes metabdlitos quando comparado com os controles infectado e nao
infectado (Figura 21 A e 21 B). Ja o Glucantime aumentou a concentracdo de ureia
guando comparado com o controle infectado (Figura 21 B).
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Figura 21- Efeito in vivo do derivado tiossemicarbazénico LQM 17(1) sobre a atividade
de creatinina e ureia em Golden hamsters infectados com L. chagasi.
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A- Creatinina; B- Ureia. Os resultados referem-se & média + erro padrdo da média de cinco animais de
um experimento representativo. Os niveis de significAncia entre os grupos experimentais e o controle
foram feitos utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste Dunnett no programa
GraphPad Prism 5.0. Os valores foram considerados significativos quando **p < 0,01 versus 0 grupo
controle infectado e quando * p < 0,05 versus o grupo controle nédo infectado.

Fonte: AUTORA, 2015.

De acordo com Bellomo, Kellum e Ronco (2012), o acumulo de produtos finais
do metabolismo do nitrogénio, como ureia e creatinina € indicativo de dano renal.
Assim, podemos mensurar que nao ocorreram alteragcdes estatisticamente
significantes nos grupos tratados com o derivado LQM 17(1).
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6 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que dos vinte
derivados aminoguanidinicos, apenas quatro ndo apresentaram citotoxicidade para os
macréfagos até a maxima concentragdo testada (100 uM), LQM 3, LQM 4, LOM 11 e
LOM 16, e dos trés derivados tiossemicarbazbnicos apenas o derivado
tiossemicarbazénico LQM 17(1) ndo mostrou efeito deletério para as células da
linhagem J774;

Alguns derivados apresentaram uma potente atividade contra promastigotas de
L. chagasi destacando-se os derivados aminoguanidinicos LQM 5, LQM 8, LQM 10,
LQM 14 e LQM 17, e os trés derivados tiossemicarbazénicos LQM 10(1), LQM 14(1)
e LQM 17(1) que apresentaram Clso abaixo de 10 uyM e efeito maximo acima de 90%;

O derivado aminoguanidinico LQM 19 e o derivado tiossemicarbazdnico LQM
17(1) foram os Unicos que apresentaram atividade contra formas amastigotas de L.
chagasi, ambos acima de 60%, quando testados na concentragdo de 10 uM;

O derivado LQM 17(1) foi capaz de causar modifica¢cdes no tamanho e na forma
de promastigotas de L. chagasi (MEV);

Foi visto também que o derivado LQM 17(1) ndo exerceu atividade sobre
topoisomerase de Leishmania. Descartando dessa forma a inibicdo dessa enzima
como alvo do derivado LQM 17(1).

Além disso, o derivado LQM 17(1) apresentou efeito sobre o curso da infeccdo
no baco de Golden hamsters infectados com L. chagasi (100 umol/kg/dia/15 dias
(i.p.)), sem alterar as enzimas hepéticas (AST e ALT), creatinina e ureia, alterando
ainda o tamanho do baco de forma estatisticamente significante, podendo ser um
indicativo de substancia imunoestimuladora ou de toxicidade.

Diante do exposto, € valido aprofundar os estudos com o derivado
tiossemicarbazoénico LQM 17(1), avaliando outros alvos terapéuticos e também sua

sua atividade sobre outras espécies de Leishmania.
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