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RESUMO

O arsenal de farmacos disponiveis para o tratamento das infec¢des por Leishmania spp. €
limitada e de elevada toxicidade. Portanto, novos tratamentos, eficazes e menos toxicos para
leishmaniose ainda sdo necessarios. Neste trabalho, duas séries de derivados contendo as
subunidades semicarbazona ou hidrazida-N-acilhidrazona foram desenhados e sintetizados
como inibidores de proteases. A partir destas séries, os derivados LASSBio 1483, LASSBio
1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 se destacaram, mostrando atividade leishmanicida in
vitro e in vivo. Assim, esses derivados apresentaram atividade leishmanicida potente contra
amastigotas de L. major (Clsode 1,5 uM para LASSBio 1483, 8,5 uM para LASSBio 1705 e
15,9 uM para LASSBio 1707), L. amazonensis (Clso de 3,5 uM para LASSBio 1483 ¢ 84,0
uM para LASSBio 1736), L. braziliensis (Clsode 31,7 uM para LASSBio 1483, 8,0 uM para
LASSBio 1705 e 5,3 uM para LASSBio 1736) e L. chagasi (Clso de 53,3 uM para LASSBio
1707 e 57,6 uM para LASSBio 1736). Além disso, a atividade leishmanicida dos derivados
LASSBio 1483, LASSBio 1705, LASSBio1707 e LASSBio 1736 foi mediada via inducdo de
apoptose como evidenciado pela externalizacio de fosfolipideos de membrana,
despolarizacdo da membrana mitocondrial e ativacdo de caspases. Os efeitos morfolégicos
ultra-estruturais de LASSBio 1483 e LASSBio 1736 em promastigotas de L. chagasi também
foram verificados. O tratamento de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis
com os derivados LASSBio 1483 (efeito de 30,5% e 33,3% na orelha infectada, por v.o. e i.p.,
respectivamente), LASSBio 1705 (efeito de 58,1% na orelha infectada e de 61,1% no
linfonodo, 1.p.) , LASSBio 1707 (efeito de 56,5% no linfonodo, i.p.) e LASSBio 1736 (efeito
de 38,8% na orelha infectada , i.p.) ou o tratamento de hamsters infectados por L. chagasi
com LASSBio 1707 (efeito de 53,6%, i.p.) e LASSBio 1736 (efeito de 46,0%, i.p.), na dose
de 30 pmols/kg/dia, levaram a uma redugdo significativa da carga parasitaria quando
comparados aos controles que receberam PBS. O tratamento com estes derivados nao
resultaram em toxicidade hepatica ou renal nestes modelos animais de leishmaniose. Estes
dados fazem de LASSBio-1483, LASSBio-1705, LASSBio-1707 ¢ LASSBio-1736 novos
candidatos a prot6tipos a farmacos contra leishmaniose cutanea e visceral.

Palavras-Chave: Doencas Negligenciadas. Leishmaniose. Cisteina Protease. Semicarbazona.
Hidrazida-N-Acilhidrazona. Peptideo Mimético.



ABSTRACT

The arsenal of drugs available for treating Leishmania infections is limited and presents high
toxicity. Therefore, new, effective, and less toxic leishmaniasis treatments are still needed. In
this work, two series of derivatives, containing a semicarbazone or hydrazide-N-
acylhydrazone scaffolds was designed and synthetized as protease inhibitors. From these
series, derivatives LASSBio 1483, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736
highlighted, showing in vitro and in vivo leishmanicidal activities. Thus, these derivatives
presented a potent leishmanicidal activity against amastigotes of L. major (ICsyp of 1.5 uM to
LASSBio 1483, 8.5 uM to LASSBio 1705 and 1.,9 uM to LASSBio 1707), L. amazonensis
(ICsp of 3.5 uM to LASSBio 1483 and 84.0 uM to LASSBio 1736), L. braziliensis (1Csg of
31.7 uM to LASSBio 1483, 8.0 uM to LASSBio 1705 and 5.3 uM to LASSBio 1736) and L.
chagasi (ICsp of 53.3 uM to LASSBio 1707 and 57,6 uM to LASSBio 1736). Also, the
leishmanicidal activity of derivatives LASSBio-1483, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and
LASSBio 1736 were mediated via induction of apoptosis as evidenced by externalization of
phospholipids, despolarization of mitochondrial membrane and elevation of activation of
caspases. The ultrastructural morphological effects against the parasite of LASSBio 1483 and
LASSBio 1736 against L. chagasi promastigotes were also verified. The treatment of L.
amazonensis-infected BALB/c mice with derivatives LASSBio 1483 (effect of 30.5% and
33.3% in infected ear, by p.o and i.p., respectively), LASSBio 1705 1483 (effect of 58.5% in
infected ear and 61.1% in lymph node, i.p.), LASSBio 1707 (effect of 56.5% in lymph node,
1.p.) and LASSBio 1736 (effect of 53.6% in infected ear, i.p.)or the treatment of L. chagasi-
infected hamsters with LASSBio 1707 (effect of 53.6, i.p.)and LASSBio 1736 (effect of
46.0%, 1.p.) led to a significant reduction of parasite burden when compared to controls that
received PBS. The treatment with these derivatives did not result in hepatic or renal toxicity
in these animals models of leishmaniasis. These data make LASSBio 1483, LASSBio 1705,
LASSBio 1707 and LASSBio 1736 new lead-candidates against cutaneous and visceral
leishmaniasis.

Key-Words: Neglected Diseases. Leishmaniasis. Cysteine Protease. Semicarbazone.

Hydrazide-N-Acylhydrazone. Peptide Mimetic.



PREAMBULO

Esta tese estd dividida em revisdo bibliografica e artigos originados da tese. A revisao
bibliografica realizada na presente tese serd convertida em um livro didético; o artigo 1
derivado da tese corresponde ao artigo submetido ao periddico European Journal of Medicinal
Chemistry; os demais artigos derivados da tese correspondem aos artigos a serem submetidos
subsequentemente. Nesses artigos, apresenta-se apenas os dados farmacoldgicos relativos a
avaliacdo da atividade leishmanicida dos derivados, tendo sido escritos e revisados pela Ms.
Aline Cavalcanti de Queiroz e pela Prof® Dr* Magna Suzana Alexandre Moreira. Desta forma,
o artigo 1 originado da tese é referente ao manuscrito “Design, synthesis and in vitro
trypanocidal and leishmanicidal activities of novel semicarbazone derivatives”, que foi
submetido a revista “European Journal of Medicinal Chemistry”, visando a avaliagio
leishmanicida de derivados semicarbazdnicos contra Leishmania major 5-ASKH (efetuada no
Laboratério de Farmacologia e Imunidade, sob orientacdo da Prof* Dr* Magna Suzana
Alexandre Moreira), bem como sobre os dados de planejamento, sintese dos derivados
(realizados no Laboratério de Avaliagio e Sintese de Substancias Bioativas -—
LASSBio/UFR]J) e determinagdo da atividade tripanomicida (realizada na Universidad de La
Republica — UDELAR/Uruguai). O artigo 2 originado da tese corresponde ao artigo “Novel
Semicarbazone Derivatives As Promising Therapeutic Alternative in Leishmaniasis”, o qual
pretende-se submeter a revista “Antimicrobial Agents and Chemotherapy”. Este artigo mostra
os resultados farmacoldgicos obtidos na avaliagdo da atividade leishmanicida de derivados

semicarbazOnicos contra Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania

chagasi. O artigo 3 originado da tese corresponde ao artigo “In vitro/in vivo antileishmanial
effects of novel hydrazide-N-acyhydrazone derivatives”, o qual pretende-se submeter a revista
“Journal of Medicinal Chemistry”. Este artigo mostra apenas os resultados farmacoldgicos

obtidos na avaliagdo da atividade leishmanicida de derivados hidrazida-N-acilidrazonicos

contra L. major, L. amazonensis e L. braziliensis. Os dados quimicos referentes aos derivados
ainda serdo acrescentados. O artigo 4 originado da tesecorresponde ao artigo “Leishmanicidal
and apoptotic activity of a novel synthetic hydrazide-N-acyhydrazone derivatives in
Leishmania amazonensis”, o qual pretende-se submeter a revista “Antimicrobial Agents and
Chemotherapy”. Este artigo decorre sobre o estudo do efeito de trés hidrazida-NV-

acilidrazonas, LASSBio 1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736, sobre o tipo de morte celular



que estavam induzindo em promastigotas de L. amazonensis, bem como o efeito desses
derivados sobre o ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis. O artigo 5 originado da
tesecorresponde ao artigo “In vitro and in vivo activity of hydrazide-N-acylhydrazone
derivatives on Leishmania chagasi”’, o qual pretende-se submeter a revista “Antimicrobial
Agents and Chemotherapy”. Este artigo demonstra os resultados relativos ao efeito
leishmanicida in vitro e in vivo de derivados hidrazida-N-acilidrazonicos contra L. chagasi, o
agente etioldgico da leishmaniose visceral no continente americano. Por fim, o artigo 6
originado da teserefere-se ao artigo “In vitro and in vivo antileishmanial activity of
semicarbazone and hydrazide-N-acylhydrazone derivatives against Leishmania major LV39”,
no qual avaliou-se a atividade leishmanicida de LASBio 1483, LASSBio 1485, LASSBio
1491 e LASSBio 1492 contra a cepa de L. major LV39, uma cepa mais virulenta e com menor
susceptibilidade ao 6xido nitrico que a cepa de referéncia da OMS utilizada nos estudos

anteriores. Pretende-se submeter este artigo ao periddico “Journal of Antibiotics”.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca endémica em 98 paises, apresentando cerca de
prevaléncia de 12 milhdes de casos e incidéncia anual de 2 milhdes de novos casos. Além
disso, cerca de 310 milhdes de pessoas vivem em dreas de alto risco de infeccao da doenca,
sendo classificada pela Organizacdo Mundial de Saiide como uma das cinco maiores doengas
parasitarias do mundo (OMS, 2015).

A leishmaniose € caracterizada por ser um conjunto de antropozoonoses com uma
variedade de manifestacdes clinicas pela infeccdo com parasitos do género Leishmania, sendo
classificada em duas formas clinicas principais: a forma tegumentar, que € caracterizada pelo
aparecimento de lesdes na pele e mucoso, sendo causadas por espécies dermotrépicas de
Leishmania; e a forma visceral, que apresenta como agentes etioldgicos, principalmente, as
espécies Leishmania donovani e Leishmania infantum chagasi, as quais geram uma infeccao
sist€émica caracterizada por febre, anemia, pancitopenia, hepatoesplenomegalia, podendo ser
fatal em paciente ndo tratados adequadamente (CHAPPUIS et al., 2007; GOTO e LINDOSO,
2012;).

O agente etiologico da doenca apresenta um ciclo biolégico complexo, envolvendo
duas formas evolutivas (promastigotas e amastigotas) e dois tipos de hospedeiros
(invertebrado e vertebrado). De forma suscinta, o ciclo bioldgico do parasito se inicia com a
picada do vetor (fémeas de dipteros do género Lutzomyia ou Phebotomus) no hospedeiro
vertebrado (homem e outros mamiferos), inoculando formas promastigotas metaciclicas na
pele do hospedeiro mamifero (KAYE e SCOTT, 2011). Apéds a infecgdo, os parasitos sdo
internalizados por células do sistema mononuclear fagocitdrio (em especial, macréfagos), se
diferenciam em amastigotas, as quais se multiplicam e sobrevivem no fagolisossomo através
de uma complexa interacdo entre parasito-hospedeiro (LODGE et al., 2006). Caso haja
condi¢des apropriadas para sobrevivéncia das amastigotas, esses parasitos irdo se proliferar
até ocasionarem subseqiiente lise da célula hospedeira. Uma vez liberadas no meio
extracelular, as formas amastigotas podem infectar novos macr6fagos ou um novo vetor,
quando esse exerce seu repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado previamente
infectado (PETER e SACKS, 2006). No trato gastrointestinal do vetor, as formas amastigotas

(aflageladas) se diferenciam em formas flageladas replicativas denominadas promastigotas
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prociclicas. Essas promastigotas sofrem posterior processo de metaciclogénese, se
diferenciando em promastigotas metaciclicas que sdo a forma infectante do parasito para o
hospedeiro mamifero, reiniciando o ciclo (PETERS e SACKS, 2006; SECUNDINO et al.,
2005).

Desta forma, Leishmania spp. € um patégeno que invade silenciosamente o sistema
imune do hospedeiro mamifero (KAYE e SCOTT, 2011). Além de se dividem dentro do
ambiente hostil existente no vacuolo parasitéforo, as amastigotas interferem nas fungdes
normais efetoras do macréfago infectado, como geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), producgido de 6xido nitrico (NO) e producdo de citocinas pré-inflamatérias. (OLIVER
et al., 2005).

Como parasitos de Leishmania spp. residem na forma de amastigotas no interior das
células de macréfagos de mamifero, as respostas imunes inatas e adaptativas sao responsiveis
por controlar a infeccdo (MOUGNEAU et al., 2011). Um fator leishmanicida potente formado
por macrofagos é o NO produzido pela enzima sintase do NO 2 (NOS2). No entanto,
amastigotas intracelulares sao conhecidas pela sua capacidade de diminuir a produgao de NO
em macréfagos infectados (WILKINS-RODRIGUEZ et al., 2010). E debatido se amastigotas
inibem ativamente a producio de NO ou se € uma consequéncia da redu¢do da atividade basal
do macréfago induzida por IFN-y (SEIFERT et al., 2007).

Na verdade, os macréfagos podem ser polarizados pelo microambiente para assim
apresentar funcdes especificas, formando um grupo de células heterogéneo. Desta forma,
quando estimulado por INF-y, os macréfagos se diferenciam no fenétipo denominado
classicamente ativado ou M1, com expressdao de NOS2, que produz NO a partir da arginina.
Parasitos intracelulares de Leishmania spp. sdo normalmente eliminados por esta
subpopulagao (GALLARDO-SOLER et al, 2008). Ao contrdrio, a estimulacdo com IL-4 faz
com que o macréfago se diferencie no fenétipo alternativamente ativado, conhecido como
M2, que promove a imunidade humoral e reparacao tecidual. Esta subpopulagdo produz IL-10
e expressa arginase (RIOS et al., 2008). A arginase catalisa a conversdo enzimadtica de L-
arginase em uréia e L-ornitina. Este tltimo é usado por Leishmania spp. para gerar poliaminas
essenciais para a proliferacdo das amastigotas (KROPF et al., 2005).

Apesar de sua importincia epidemiologia, o arsenal terapéutico existente para o
tratamento da leishmaniose € limitado e de elevado toxicidade, sendo considerada uma doenga

extremamente negligenciada pela industria farmacéutica. Os farmacos de primeira escolha
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para o tratamento da doenga sdo os antimoniais pentavalentes desde a década de 50. A
segunda linha de tratamento € constituida por anfotericina B (convencional ou lipossomal),
pentamidina e miltefosina, sendo este dltimo o Unico farmaco existente no mercado que pode
ser administrado por via oral (ALVAR et al., 2006; AMEEN, 2010; VAN-GRIENSVEN e
DIRO, 2012).

Portanto, hd a necessidade premente de buscar novas opcdes terapéuticas para o
tratamento da leishmaniose, assim como a necessidade urgente de desenvolver novos
protétipos candidatos a farmacos leishmanicidas de facil administracdo (preferencialmente
ativos por via oral), seletivos e de elevado indice terapéutico, sendo ainda capazes de ativar
adequadamente o sistema imune do hospedeiro infectado (OLIVEIRA et al., 2011; FREITAS-
JUNIOR et al., 2012).

Sabe-se que o primeiro e mais importante passo do processo de descoberta de
farmacos é a pesquisar e selecdo do alvo terapéutico (DAS et al., 2013). Assim, uma
estratégia racional para busca de novas moléculas leishmanicidas é a exploracdo das
diferencas metabdlicas e bioquimicas entre parasito e a célula do mamifero hospedeiro que
podem ser exploradas como alvo terapéutico, ja que pesquisas filogenéticas indicam que os
tripanossomatideos, apesar de eucariotos, apresentam diferencas considerdveis no que diz
respeito a organizagdo celular quando comparados a células de mamiferos (BARRET et al,
1999; SHUKLA et al., 2010). Nesse contexto, o conhecimento do genoma de Leishmania é
uma importante ferramenta na identificagcdo dos alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos eficazes contra a leishmaniose (DAS et al., 2013).

Embora a pesquisa sobre os protozodrios do género Leishmania tenha progredido
significativamente durante as duas ultimas décadas, a identificacdo de alvos de medicamentos
adequados ou desenvolvimento de medicamentos eficazes para combater a doenga estd longe
de ser satisfatéria. Enfim, sdo alvos potencias da acdo de farmacos leishmanicidas, os
sistemas de transporte para glicose, purinas e outras biomoléculas essenciais, bem como
diversos sistemas enzimdticos importantes e especificos do parasito (DAS et al., 2013;
SINGH et al., 2014).

Sistemas enzimaticos de Leishmania de vias metabdlicas e bioquimicas sao
essenciais para a sua sobrevivéncia e na infeccao do hospedeiro, assim como as enzimas do
sistema antioxidante tripanotiona/tripanotiona redutase, enzimas do glicossoma, bem como

aquelas envolvidas na via das poliaminas e na biossintese de ergosterol e estigmasterol
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(SINGH et al., 2012). Entre os vdrios sistemas enzimdticos, as proteases apresentam um
elevado potencial como alvo terapéutico no desenvolvimento de novos farmacos.
Terapeuticamente, os inibidores de proteases tém sido introduzidos com sucesso no
tratamento da infeccdo pelo HIV, bem como de doengas como hipertensdo, pancreatite e
mieloma miultiplo (CARMODY et al., 2005; SINGH et al., 2014). Hd um total de 154
proteases no genoma Leishmania spp., havendo um especial interesse no desenvolvimento de
inibidores de proteases da familia das metaloproteases, bem como das serina proteases,
aspartato proteases e cisteina proteases, uma vez que essas enzimas tém sido amplamente
estudadas e considerados indispensdveis para a sobrevivéncia dos parasitos e agravo da
doenca (MATLASHEWSKI, 2001; DAS et al., 2013).

Cisteina proteases sdo enzimas vitais no ciclo de vida de parasitos do género
Leishmania e Trypanosoma. Dentre outras fungdes, essas enzimas participam na nutricao,
infeccdo da célula hospedeira e evasido da resposta imune do hospedeiro (BARRETT et al,
1999; MOTTRAM et al, 2004). Assim, a importancia de cisteina protease como fatores de
viruléncia e seu potencial como alvos terapéuticos e para o desenvolvimento de vacinas foram
investigados extensivamente (NAGLER et al., 1999).

As cisteina proteases de Leishmania spp. distribuem-se ainda em entre a familia C1
(semelhantes a papaina) e subfamilias das catepsinas L. e B, e também na familia C2
(semelhantes as calpainas). No caso do género Leishmania, as proteases mais estudadas sdo
trés isoformas de cisteino proteases lisossomais: CPA e CPB, que sdo enzimas do tipo
catepsina L; e CPC, que € uma enzima do tipo catepsina B. Essas trés enzimas sdo do tipo
papaina e pertencem ao mesmo grupo de cisteino proteases (Cla CA e Familia C1) (COSTA,
2006). Estas enzimas lisossomais desempenham importantes funcdes na Leishmania spp.
como fatores de viruléncia, manuten¢do da viabilidade e da morfologia do parasito, invasao
do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro, modulacio de sua resposta imune e
parecem possuir um papel vital na sobrevivéncia do parasita nos macréfagos, constituindo
assim atrativos alvos quimioterdpicos no tratamento das leishmanioses (MOTTRAM et al.,
2004; SILVA-LOPEZ, 2010).

Com relacdo a modulacdo da resposta imunitdria, essas proteases apresentam a
capacidade de degradar moléculas de MHC de classe II no vacuolo parasitéfago, além de NF-
kB e IkB no citoplasma de macréfagos e assim modular os sinais de transdugao e transcri¢ao

de IL-12 (importante para geracdo de resposta Thl, que favorece a imunidade mediada por
21



célula) e NOS2 (enzima responsdvel pela producdo de NO, que leva a destrui¢do do parasito),
além de induzir resposta Th2 via degradagcdo do receptor de Imunoglobulina E (IgER) de
baixa afinidade e aumento da produgdo de IL-4 e Imunoglobulina E (IgE) (GRISCAVAGE et
al., 1996; HSIEH et al., 1993; MOTTRAM et al., 2004; ROGERS et al., 2002). Logo, a
inibicdo de cisteino protease interfere com a penetracdo do parasito na célula hospedeira,
interfere na nutri¢do da Leishmania, além de inibir um dos mecanismos de escape do parasito
ao sistema imune do hospedeiro, visto que ha induc@o de resposta do tipo Th1l e um desvio
para maior expressdo de IL-12 e NOS2 (e consequentemente menor expressdo de arginase,
que participa da via das poliaminas que propiciam maior crescimento das formas amastigotas
na célula hospedeira, via NF-kB de macréfagos). Portanto, € bastante relatado na literatura
que cisteina proteases também representam um potencial alvo quimioterapéutico contra
infeccdes por Leishmania spp.(COHEN et al., 2002). A Figura 1 mostra a importancia de
cisteina proteases lisossomais para a nutricio e evasdo da evasdo da resposta imune do

parasito.
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Figura 1. Importancia de cisteina proteases lisossomais para Leishmania spp.
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Em um esforco para descobrir novos inibidores da cisteina proteases, a cisteina
protease de L. mexicana CPB2.8, que mostra diferencas significativas com catepsina B
bovina, foi selecionada como alvo para triagem de uma biblioteca de compostos contra esta
enzima e a catepsina B bovina, identificando-se novas classes de inibidores classificados em
trés grupos: triazinas contendo grupamento nitrila, tiosemicarbazonas e semicarbazonas
(SCHRODER et al., 2013). Esses inibidores de cisteina proteases, normalmente, matam os
parasitos em concentragdes que ndo afetam as células hospedeiras (SELZER et al., 1999). Por
esta razdo, as cisteina proteases podem ser utilizadas como alvo terapéutico no
desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas (MUNDODI et al., 2005). Além disso, o
uso de um inibidor especifico para cisteina pretease do tipo L, K11777, mostrou que essas
proteases sdo necessdrias para o crescimento do parasito, indicando o potencial dessas
enzimas como alvo terapéutico para o desenvolvimento de novos farmacos tteis para o
tratamento da leishmaniose MAHMOUDZADEH-NIKNAM ¢ MCKERROW, 2004).

E bem relatado na literatura que semicarbazonas apresentam um amplo perfil
farmacoldgico e constituem uma importante classe de compostos cujas propriedades t€m sido
extensivamente estudadas na Quimica Medicinal. De modo geral, pode-se dizer que
tiossemicarbazonas apresentam elevando potencial antiparasitario, agindo como inibidores de
enzimas chaves, a exemplo de cisteina proteases e tripanotiona redutase (BERALDO, 2004).
Semelhantemente, as semicarbazonas, biosOsteros classicos de tiossemicarbazonas, sio
compostos com caracteristicas estruturais interessantes para atividade antiprotozodria,
principalmente, através da inibicdo de cisteino protease e triponotiona redutase (CARDOSO,
2008).

Desta forma, grande atengdo tem sido despertada para a sintese facil e eficiente de
semicarbazonas, uma vez que essas substancias tém ocupado uma posicdo importante na
quimica medicinal, destacando-se como estrutura privilegiada para identificacdo de derivados
com propriedades antimicrobiana, pesticida, herbicida, hipnético, anticonvulsivo, anti-
leucémico, anti-hipertensivo. Ademais, complexos metdlicos obtidos a partir de
semicarbazonas, a exemplo daqueles oriundos de coordenacdo com cobre (II), sdo capazes de
mimetizar a a¢do da superoxido-dismutase (BERALDO e GAMBINO, 2004). Por outro lado,
semicarbazonas sdo uma classe de compostos com interesse terapéutico, devido a sua

capacidade em inibir o crescimento de vdrios agentes patogé€nicos. Estes compostos
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apresentam uma vasta gama de efeitos bioldgicos, incluindo a atividade antiprotozodria
(GREENBAUM et al., 2004), anti-tumoral (CHOREV ¢ GOODMAN, 1993), antibacteriana
(DOBEK,1980) e antiviral (LAM et al., 1994), as quais sdo extensivamente estudadas.

Com relagdo a sua acdo como antiparasitdrio, geralmente, os mecanismos de agdo
das semicarbazonas envolvem a inibicdo de enzimas (como cisteina protease), formacdo de
complexos com metais endogenos, reagcdo redox, interrup¢do na sintese de DNA ou a
interacio com o DNA (BERALDO e GAMBINO, 2004). Estudos anteriores sobre
semicarbazonas e tiossemicarbazonas propuseram que essas classes quimicas representam
uma importante ferramenta no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas contra
leishmaniose, tripanossomiase e maldria, por seu elevado potencial em inibir as cisteina
proteases dos parasitos Leishmania spp., Trypanosoma spp. € Plasmodium spp. (COHEN et
al., 2002).

Além das semicarbazonas, também tem sido reportado na literatura que a subunidade
N-acilidrazona, amplamente descrita como estrutura privilegiada para o desenvolvimento de
novos compostos com efeitos farmacolégicos diversos (DUARTE et al., 2007), vem sendo
explorada no desenho de derivados com acdo antiparasitiria e antimicrobiana
(HERNANDEZ et al., 2013). Por exemplo, Al-Kahraman e colaboradores (2012) reportaram
a atividade leishmanicida, antibacterial e antifingicas de alguns derivados hidrazoda-N-
diarilacilidrazonicos de benzofenonas, destacando-se a elevada atividade leishmanicida in
vitro contra L. major destes compostos. Ja Herndndez e colaboradores (2013) também
relataram a sintese e avaliagdo bioldgica de novas N-acilidrazonas furoxanicas como agentes
antimicrobianos e antiparasitirios para tratar as doencas negligenciadas, apresentando
excelente atividade contra M. tuberculosis, T. cruzi € L. amazonensis. Além disso, varios
estudos tém demonstrado que a subunidade N-acilidrazona € o grupo farmacoférico para
inibicdo de cisteina proteases (LI et al., 1996; IFA et al., 2000; ROMEIRO et al., 2009).
Como discutido anteriormente, cisteina proteases sdao enzimas essenciais em muitas vias
bioquimicas parasitdrias e, portanto, constituem potenciais alvos na busca de novos farmacos
contra varias doencas infecciosas tropicais (MCKERROW et al., 1999; MCKERROW, 1999).

Portanto, a partir do ponto de vista da quimica medicinal, N-acilidrazonas sao
dotadas com a interessante capacidade de interagir com diversos bioreceptores, visto que
podem estabelecer ligacdes de hidrogénio, bem como a possibilidade de adotar uma

orientagdo conformacional unica (FRAGA e BARREIRO, 2006). Estudos comparativos do
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efeito inibidor de N-acilidrazonas e chalconas em cisteinas proteases parasitarias conhecidas,
tais como cruzaina, falcipaina, e tripanopaina, t€m sido realizados. (TROEBERG et al., 2000),
sendo reconhecida a importancia da insatura¢do iminica de acilidrazona como sitio ativo para
inibicdo enzimdtica nesses protozodrios. Nesse cendrio, N-acilidrazonas forneceram uma
estratégia solida para o desenvolvimento de inibidores de cisteina protease de parasitos,
incluindo a enzima CPB de Leishmania spp. (IFA et al., 2000).

Considerando a habilidade destas enzimas para catalisarem a hidrélise de peptideos
(7-9), derivados contendo a subunidade amida ou um grupo amida-mimético podem ser
desenhados como inibidores proteoliticos de cisteina proteases de protozodrios (DU et al.,
2002; RAGHAV et al., 2010; SCHRODER et al., 2013; STEVERDIN et al., 2012), como os

derivados exemplificados na Figura 2.

Figura 2. Exemplos de derivados contend grupo amida-mimético capazes de inibir

proteases de protozoarios.
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Clso (cisteina protease) = 0,01 uM Clso (calpaina) = 0,37 pM
Fonte: DU et al., 2002; RAGHAV et al., 2010; SCHRODER et al., 2013; STEVERDIN et al.,
2012.
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De maneira similar, o grupo o-hidroxifenila ligado a subunidade imina do grupo da
funcdo N-acilidrazona do derivado LASSBio 1022 (5) € um interessante arcabouco estrutural
para inibi¢c@o de cisteina proteases. Esta afirmagao se baseia no mecanismo tedrico proposto, o
qual envolve o ataque nucleofilico do grupo sulfidrila de cisteina proteases ao carbono
eletrofilico presente no intermediario reativo o-quinona-metideo, gerado mediante equilibrio
tautomérico da funcao 2-hidroxibenzilideno (IFA et al., 2000; ROMEIRO et al., 2009), como

mostra a Figura 3.

Figura 3. Equilibrio tautomérico de LASSBio 1022 com o intermediario o-quinona-

metideo.

N-acilidrazona

_ Tautdmero o-quinona-metideo
(LASSBio-1022)

Desta forma, em continuidade aos esforcos de pesquisa que o Laboratério de
Farmacologia e Imunidade (LaFI-UFAL) vem desenvolvendo na busca por novos protétipos
imunomoduladores e antiparasitarios uteis ao tratamento de doencas negligenciadas, bem
como devido ao elevado potencial terapéutico de semicarbazonas e N-acilidrazonas como
inibidores de cisteina protease de protozodrios, realizou-se no presente trabalho a avaliacdo
farmacoldgica de séries de derivados semicarbazonicos e de hidrazida-N-acilidrazonicos,
planejados e sintetizados no Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBio-UFRJ), visando a descoberta de novos candidatos a protétipos de farmacos
leishmanicidas, que constituam opg¢des teraputicas mais seguras ao tratamento da
leishmaniose.

O planejamento da série de derivados semicarbazonicos foi realizado aplicando-se a
estratégia de aza-homologacgdo sobre a estrutura do protétipo tripanomicida LASSBio-1064,

representada pela insercdo do grupo NH como espacador entre as subunidades aromadtica e
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acilidrazona de LASSBio-1064 (Figura 4). Posteriormente, foi proposta a troca bioisostérica
do atomo de cloro, presente nos derivados da subsérie la-1 (derivados 7a-h), pela unidade
metilenodioxila, permitindo o desenho dos derivados semicarbazonicos da subsérie Ila-1
(derivados 6a-h) (Figura 4). Ressalta-se que este tipo de bioisosterismo nao-cldssico foi
previamente identificado em nosso laboratério quando da descoberta do safrolobano a partir
do daltrobano (LIMA, 1997). Além disso, as modifica¢des estruturais nos anéis ligados a
carbonila do tipo amida (CONH) e ao grupo imina (N = CH) nesses derivados
semicarbazOnicos também foram avaliadas, visando estabelecer sua contribuicdo para a

atividade leishmanicida.

Figura 4. Génese das séries I e II a partir da aplicaciao da estratégia de aza-homologaciao
sobre o prototipo LASSBio-1064.
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Assim, as estruturas quimicas dos derivados semicarbazonicos estdo representadas na

Figura S.
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Figura 5. Estrutura quimica dos derivados semicarbazénicos das séries I e II.
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Ja o planejamento da série de derivados hidrazida-N-acilidrazonicos funcionalizados

(ITla-e e IVa-e) foi realizado aplicando-se a estratégia de hibridacdo molecular entre os

protétipos leishmanicida LASSBio-1111 e o protétipo tripanomicida LASSBio-1064. Neste

processo foi proposta a hibrida¢do da subunidade arilidrazina de LASSBio-1111 (Figura 6A)

com a acilidrazona funcionalizada de LASSBio-1064 (Figura 6B), com objetivo de obter um

nova e original

série que conjugue as

atividades leishmanicida e tripanomicida.

Subsequentemente, a fim de construir uma série congénere, realizou-se a substituicao
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regioisomérica da subunidade 2-hidroxibenzilideno pelos substituintes 3-hidroxibenzilideno,

4-hidroxibenzilideno, 4-trifluormetilbenzilideno e pelo sistema 5-nitrofurano.

Figura 6. Génese das séries III e IV a partir da aplicacao da estratégia de hibridacao

molecular entre os protétipos LASSBio-1111 e LASSBio-1064.
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As estruturas quimicas dos derivados hidrazida-N- acilidrazOnicos estdo representadas

na Figura 7.

31



Figura 7. Estrutura quimica dos intermediarios sintéticos e dos derivados hidrazida-N-

acilidrazonicos das séries IIl e I'V.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade leishmanicida de novas séries de derivados semicarbazonicos e de

hidrazida-N-acilidrazdnicos.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar o potencial citotoxico de produtos sintéticos para a célula hospedeira;

® Realizar o “screening” farmacoldgico das séries de derivados semicarbazdnicos e de
hidrazida-N-acilidrazonicos sobre a viabilidade de formas promastigotas (atividade
direta dos derivados sobre o parasito) de L. major;

e Avaliar a a¢do dos derivados sobre macréfagos infectados in vitro com L. major, L.
amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi, quanto a taxa de infec¢ao e a multiplicacao
dos parasitas intracelulares;

e Determinar a produgdo de 6xido nitrico por macréfagos infectados e cultivados com
os derivados;

e Avaliar o perfil de morte celular de promastigotas de L. amazonensis desencadeada
pelo tratamento in vitro com os derivados mais ativos;

¢ Investigar os efeitos dos derivados sobre a morfologia de promastigotas de L. chagasi;

e Determinar o potencial terapéutico dos derivados mais ativos em modelo in vivo de
leishmaniose tegumentar e visceral;

e Avaliar a toxicidade hepdtica e renal em animais infectados e tratados com os
derivados mais ativos.

e Determinar a influéncia dos derivados sobre a morte celular e ciclo celular do parasito;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As infeccdes parasitdrias mais negligenciadas dos seres humanos, incluindo maléria,
doenca do sono, doenca de Chagas, leishmaniose, filariose e esquistossomose, t€tm um
impacto devastador sobre a satide global e no desenvolvimento econdmico. Apesar de sua
diversidade filogenética, esses protozodrios e helmintos compartilham uma caracteristica
bioldgica importante: produzem infe¢des cronicas para maximizar as suas oportunidades de
transmissdo para seus vetores artropodes. Seu sucesso como parasitos depende da grande
diversidade de mecanismos de adaptacdo e estratégias de evasdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro mamifero. Desta forma, os parasitos do gé€nero Leishmania spp, que sao
protozodrios que desenvolveram mecanismos de resisténcia, os quais permitem sua
sobrevivéncia privilegiada a longo prazo dentro de fagocitos especializados, principalmente,
macréfagos (PETERS e SACKS, 2006).

Os protozodrios do género Leishmania sao os agentes etioldgicos de uma
variedade de antropozoonoses conhecidas coletivamente como leishmanioses. Estes parasitos
pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero
Leishmania ou Viannia. Leishmania spp. apresenta um ciclo de vida digenético, alternado
entre formas promastigotas e amastigotas. As promastigotas sdo encontradas no vetor
flebotomineo e transmitidas aos hospedeiros vertebrados através da picada deste inseto. Apos
a infec¢do do hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas se transformam em formas
amastigotas dentro das células hospedeiras (GOTO e LINDOSO, 2012; KAYE e SCOTT,

2011). A Figura 8 mostra as duas formas evolutivas de Leishmania spp.

Figura 8. Formas evolutivas de Leishmania spp. (A) Promastigotas. (B) Amastigotas.

b N%

Fonte: Autora, 2015.
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Nos ultimos anos, houve também grande avanco no entendimento da biologia do
parasito: os genomas de grande parte das espécies de Leishmania spp. foram sequenciados
(PEACOCK, 2007); andlise pés-gendmica da resposta imune desencadeada por estes parasitos
e de fatores de viruléncia dos mesmos estdo em rapido progresso (KAYE e BLACKWELL,
2008); diferencas sobre a imunorregulacdo descorbertas a partir de estudos com vdrias
espécies de Leishmania spp. em modelos animais e em humanos; a ocorréncia de
recombinacdo sexual entre parasitos foi demonstrada (AKOPYANTS et al., 2009); e os
detalhes da vida dentro do vetor (DOBSON et al., 2010; SADLOVA et al., 2010).

Além disso, existem mais de 20 espécies de Leishmania que sdo conhecidas por
infectar seres humanos (PETERS e SACKS, 2006). Algumas espécies causam doengas
cronicas de cura lenta denominadas de leishmanioses tegumentares (LTs), com sintomas que
permanecem localizados na superficie cutinea e/ou mucosa, podendo ser classificadas,
principalmente, como cutaneas, mucocutaneas e cutaneas difusas, a depender do aspecto e
localizagdo das lesdes. Outras espécies se disseminam por 6rgdos internos, como figado, baco
e medula dssea, causando a leishmaniose visceral (LV), responsédvel pela grande maioria das
mortes associadas a doenca (CHAN et al., 2012; KAYE e SCOTT, 2011).

Os genomas de espécies de Leishmania também tém sido elucidados. Inicialmente, o
genoma de duas espécies de Leishmania do Velho Mundo, L. major e L. infantum JPCMS, e
de uma espécie do Novo Mundo, L. braziliensis M2904, foram sequenciados (IVENS et al.,
2005; PEACOCK et al., 2007). Recentemente, os genomas de L. mexicana, L, donovani, L.
tarentolae e L. amazonensis foram sequenciados (DOWNING et al., 2011; 24, RAYMOND et
al., 2012; REAL et al., 2013; ROGERS et al., 2011). Além disso, o nimero de cromossomos
também tem sido estabelecido para muitas espécies de Leishmania (ROVAI et al., 1992;
WINCKER et al.,, 1996). De forma geral, a andlise comparativa dos trés primeiro
seqiienciados de Leishmania revelou um alto grau de conservacdo génica com sintenia quase
completa. Em contraste com as grandes diferencas fenotipicas de cada espécies, menos de 50
genes foram diferencialmente distribuidos, indicando que podem existir alguns genes
especificos para cada espécie (DUJARDIN, 2009; LEPROHON et al., 2009). O cariétipo
molecular das espécies L. infantum, L. donovani e L, major compreende 36 cromossomos,
enquanto que as espécies L. braziliensis e L. mexicana tem 35 e 34 cromossomos,
respectivamente (BRITTO et al., 1998; PEACOCK et al., 2007). A sintomopatologia clinica

da doenca € dependente tanto da espécie do parasito responsdvel pela infec¢do, como da
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resposta imune do hospedeiro. Por exemplo, Leishmania major, Leishmania mexicana,
Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis causam lesdes tegumentares, enquanto
que L.donovani e L.chagasi sao responsdveis pela leishmaniose visceral. De forma
semelhante a outros patogenos intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium leprae, o mesmo microrganismo pode causar uma variedade de doencas
dependendo da resposta imune do hospedeiro, incluindo infec¢des subclinicas, doenga cronica
disseminada ou autocura (GOTO e LINDOSO, 2012; KAYE e SCOTT, 2011; PETERS e
SACKS, 2006).

A leishmaniose também tem sido tradicionalmente dividida em duas categorias
referentes a regido geografica na qual a infeccdo foi adquirida: a leishmaniose do Velho
Mundo, que € causada por espécies de Leishmania spp. encontradas na Bacia Mediterranea,
Oriente Médio e Africa; j4 a leishmaniose do Novo Mundo apresenta como agente etioldgico
espécies encontradas na América Latina. Apesar da viruléncia, patogenicidade e as
manifestacdes clinicas serem dependentes do tipo de espécie, compreender a distribui¢do
geografica de Leishmania spp. pode, muitas vezes, diminuir a possibilidade de infeccdo a um
nimero reduzido de espécies de Leishmania, além de predefinir os regimes de tratamento,

possivel prognéstico clinico e progressdao da doengca (MURRAY et al., 2005).

3.1 Leishmaniose tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT) € frequentemente definida como um grupo de
doengas associadas a uma multiplicidade de manifestagdes clinicas, que variam de pequenos
ndédulos cutaneos a destruicao do tecido na mucosa. Apesar da sua elevada incidéncia, por ndo
ser fatal, a leishmaniose cutdnea ¢ uma das doengas mais negligenciadas no mundo, com
pouco interesse de organizacOes financiadoras para formentar atividades de pesquisa,
prevengao e controle da doenga (GOTO e LINDOSO, 2012; REITHINGER et al., 2007).

Aproximadamente 15 diferentes espécies sdo conhecidas por serem os agentes
etiolégicos da LT em humanos: L. major, L. tropica, L. aethiopica, e algumas cepas de L.
chagasi na Asia, Africa e Europa; L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L.
panamensis, L. mexicana, L. pifanoi, L. venezuelensis, L. peruviana, L. shawi e L. lainsoni no
Novo Mundo, principalmente na América Latina, contendo a maior diversidade de parasitos

na regido amazonica; e a espécie viscerotrépica L. donovani, que também pode causar a
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leishmaniose dérmica pds-calazar (LDPC) (AKILOV et al., 2007; OMS, 2010; WEIGLE e
SARAVIA, 1996; ZIJLSTRA et al., 2003). As principais espécies responsaveis pela forma
tegumentar da leishmaniose sdao L. mexicana, L. braziliensis ou L. panamensis na America
Latina; e L. major ou L. tropica no Velho Mundo (MURRAY et al., 2005). L. braziliensis € a
principal espécie que causa a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil, seguida
de L. amazonensis e L. guyanensis (BANULS et al, 2007; GOTO e LINDOSO, 2012; OMS,
2010).

Em humanos, a infec¢do pode ser subclinica ou pode apresentar manifestacdes que
vao desde lesdes cutdneas localizadas, disseminadas ou difusas, bem como a lesdes
mucocutaneas agressivas e mutilantes (SOUZA et al., 2012). As caracteristicas clinicas da
doenca dependem de fatores inerentes ao parasito, ao vetor e ao hospedeiro (BASANO e
CAMARGO, 2004). Por exemplo, existem relatos na literatura de que a doenca provocada por
L. braziliensis é diferente da gerada por outras espécies, principalmente, devido ao menor
nimero e maior didmetro das lesdes, bem como pela frequente associagdo com adenomegalia,
ao contrdrio das caracteristicas da LTA geralmente ocasionada por L. guyanensis, que faz com
que haja um quadro clinico caracterizado por lesdes menores e mais numerosas. Além disso,
tem sido relatado no Brasil que a subpopulacdo de L. braziliensis encontrada no Ceard é mais
patogénica do que a encontrada na Bahia, visto que a infec¢ao causa lesdes maiores, com alto
envolvimento ganglionar e maior persisténcia do parasito (FIGUEIREDO-SOUZA et al.,
2012; TEXEIRA, 2005).

Em geral, as espécies dermotropicas do Velho Mundo causam menos manifestacoes
clinicas do que as responsaveis pela LTA (GOTO e LINDOSO, 2010; OMS, 2010). L. major
e L. tropica causam lesdes menos severas, de aparecimento rdpido e que possuem curso
relativamente benigno. Ao contrario das outras espécies, dificilmente as lesdes causadas por
L. major e L. tropica precisam de tratamento, j4 que normalmente a lesdo evolui para
autocura. No entanto, como as lesdes podem levar a significante estigma social e
disfiguracdo, é preferivel a realizacio do tratamento. E importante mencionar que o
tratamento inadequado da lesdes primdrias, em uma pequena parcela de pacientes infectados
com uma dessas duas espécies de Leishmania, pode aumentar o risco de desenvolvimento de
leishmaniose mucocutianea (DAVID e CRAFT, 2009).

O periodo de incubagdo da doenca pode ser de algumas semanas a meses apds a

picada do vetor infectado. As lesdes sdo geralmente encontradas em partes expostas do corpo
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como o rosto, bracos e pernas (MAURER et al., 2009). De forma geral, a lesdo inicial estd no
local da picada do vetor na forma de uma macula, que a partir de 2 semanas a 3 meses em
diante pode se apresentar como uma pruriginosa lesdo papular de tamanho inicial de 5-10
mm. Dependendo da espécie de Leishmania, essa papula pode permanecer durante 1-3 meses,
podendo progredir para nddulo eritematoso (AMEEN, 2010; MAGILL, 2005). A lesao pode
evoluir para um granuloma com um aumento progressivo do nédulo que pode se desenvolver
para uma placa eritematosa, endurecida e escamosa. Essa lesdo pode espontaneamente
desaparecer ou pode evoluir para uma ulcera cronica (GOTO e LINDOSO, 2012). As lesdes
podem ser secas com crosta ou acompanhadas de exsudato. Lesdes satélites e linfadenopatia
local também podem estar presentes. As lesdes podem deixar cicatrizes despigmentada
retraidas (SINHA et al., 2005). As lesdes de leishmaniose cutaneas, muitas vezes, podem ser
confundidas com furinculos e infeccdes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(DAVID e CRAFT, 2009).

Os pacientes podem ter uma ou mais lesdes. Cada lesdo pode representar uma
mordida independente de flebotomineo ou haver propagacdo de lesdes satélites, porém, em
casos raros, a leishmaniose pode se manifestar como uma doenga disseminada. Outra variante
da leishmaniose cutanea encontra-se nas florestas tropicais da América Central, sendo
conhecida como "ulcera chiclero”, a qual caracteristicamente afeta apenas o pavilhdo
auricular. J4 a leishmaniose mucocutanea pode envolver as mucosas nasais e bucais, causando
inflamacdo consideravel com riscos de necrose e destruicdo da cartilagem. As lesdes sao
muitas vezes crOnicas e ndo respondem as tentativas de uso de antibidticos ou esteroides. As
lesdes sdo geralmente pruriginosas e ndo sdo tdo dolorosas como possam parecer. Na maioria
dos casos, os sintomas sist€émicos estdo ausentes. No entanto, alguns sintomas sist€émicos
como linfadenopatia, febre e hepatomegalia foram relatados, principalmente, em paciente com
lesdes ulcerativas causadas por L. braziliensis (DAVID e CRAFT, 2009; OMS, 2015). Com
base nas suas diferentes apresentacOes clinicas, a LT pode ser classificada como a
leishmaniose cutidnea localizada (LCL), leishmaniose disseminada, leishmaniose cutinea
difusa (LCD), leishmaniose recidivante (LR), leishmaniose mucocutinea (LMC) e LDPC
(GOTO e LINDOSO, 2012). A Figura 9 exemplifica a maioria das formas clinicas da LT.
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Figura 9. Formas clinicas da leishmaniose tegumentar. (A) LCL. (B) LR. (C)
Leishmaniose disseminada. (D) LCD. (E) LMC. (F) Leishmaniose atipica em paciente HIV

positivo.

Fonte: GOTO e LINDOSO, 2012

A LCL ¢ a forma mais prevalente e é causada por todas as espécies de Leishmania
dermotrépicas. O tipo de lesdo mais comum € caracterizado por uma tulcera, que pode variar
de 1 a 10 lesdes localizadas numa &4rea exposta do corpo. Geralmente, a ulcera é indolor,
redonda, com bordas bem delimitada de base endurecida, apresentando uma crosta central
que, as vezes, pode sangrar. A resolucdo espontanea pode ocorrer, deixando uma lisa e fina

cicatriz hipopigmentada. No entanto, em alguns casos, evolui para outras formas da doenca

(GOTO e LINDOSO, 2012).

A LR é mais prevalente no Velho Mundo, estando associada a infeccdo com L.
tropica, porém ha diversos relatos no Novo Mundo. A lesdo € caracterizada por uma lesdao
ativa na drea proxima a borda da lesdo curada que se desenvolve com ou sem tratamento apos
um periodo de tempo varidvel. No Novo Mundo, LR estd associada a infec¢cdo com L.
braziliensis e L. amazonensis no Brasil e L. panamensis no Equador (BITTENCOURT et al.,

1993; CALVOPINA et al., 2000).
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A leishmaniose disseminada é caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes
pleomoérficas (10-300) em duas ou mais dreas nao contiguas do corpo, que sdao provavelmente
causadas por disseminagdo linfitica ou hematogénica da Leishmania. As lesdes sdo
acneiforme, ulceradas e papulares. A mucosa € afetado em cerca de 29% dos casos. No Brasil,
esta apresentacdo € atribuida a L. braziliensis, embora outras espécies também possam ser
agente etioldgico destas forma de LT (TURETZ et al., 2002).

A LCD evolui progressivamente da LCL, apresentando lesdes repletas de parasitos.
A doenca € caracterizada pela presenca de multiplos ndédulos, pidpulas ou tubérculos, com
infiltracdo cutinea difusa e sem ulceracdo, que estdo localizados principalmente em dareas
expostas do corpo, com caracteristicas semelhantes a hanseniase virchowiana (AMEEN,
2010; GOTO e LINDOSO, 2012). LCD € uma condi¢do rara relatada na América do Sul,
América Central, na Etiépia e Quénia. Os principais agentes etioldgicos sdo L. mexicana e L.
amazonensis no Novo Mundo e L. aethiopica no Velho Mundo (OMS, 2010; REITHINGER
et al., 2007).

A LMC pode ocorrer simultaneamente com a LCL, no entanto, geralmente, as lesdes
mucosas aparecem meses ou anos apds a LCL. L. braziliensis € a espécie primdria que esta
envolvida no Novo Mundo com esta forma de LTA, apesar de L. panamensis, L. guyanensis e
L. amazonensis também poderem ser agentes etioldgicos (GOTO e LINDOSO, 2010). No
Velho Mundo, L. major e algumas cepas de L. infantum chagasi também podem causar a
doenca. LMC danifica principalmente a mucosa nasal, mas a mucosa oral também pode ser
afetada. Os sintomas iniciais sdo inespecificos, tornando o diagndstico dificil. Os sintomas
podem incluir comichao no nariz ou na mucosa oral, que evolui para formacao de crostas e
sangramento. Inicialmente, inflamacdo nasal ou oral, bem como congestdo nasal sdo
observados, no entanto, a ulceracdo e perfuracdo do septo nasal pode acontecer lentamente.
Partes do rosto, palato mole, faringe e laringe podem ser comprometidos (GOTO e
LINDOSO, 2012). Linfadenopatia pode estar presente € € um achado comum em LMC
associada a L. braziliensis. Linfadenopatia tipicamente precede a ulceracdo da lesdo e pode
ser acompanhada de sintomas sist€émicos como febre e hepatomegalia (DAVID e CRAFT,
2009). Finalmente, hd uma destruicdo progressiva da mucosa oronasofaringianas e das
estruturas das vias aéreas superiores cartilaginosas e faciais, resultando na deformacdo e
obstru¢do das vias aéreas (MURRAY et al., 2005;SINHA et al., 2005). Além disso, infecc¢des

bacterianas secunddrias sdo comuns e potencialmente fatais (REITHINGER et al., 2007).
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LDPC € uma manifestacdo dérmica da leishmaniose visceral, sendo freqiientemente
causada pela espécie L. donovani. As lesdes de LDPC podem estar em qualquer lugar do
corpo e a remissao da infec¢do pode ocorrer de semanas a anos apds o desaparecimento dos
sintomas da leishmaniose visceral (SALOTRA e SINGH, 2006; ZIJLSTRA e EL-HASSAN,
2001). O espectro da apresentagdo dérmica da LDPC varia de madculas hipocromicas a
papulas ou nddulos infiltrativos. Erup¢des podem ou ndo serem ulceradas, dependendo da
cepa de L. donovani e regido geografica onde a infeccao é adquirida (SALOTRA e SINGH,
2006). Lesdoes de LDPC pode atuar como um reservatério de parasitos. O diagndstico €
baseado nos padrdes epidemioldgicos e clinicos, porém a cultura de tecidos e o esfregaco das
lesdes sdo os padroes-ouro para o diagndstico. No entanto, os testes sorolégicos e deteccao do
DNA do parasito no tecido também sao utilizados para confirma¢do do mesmo, ji que o
diagndstico pode ser dificil devido a baixa carga parasitdria no interior das lesdes (DAVID e
CRAFT, 2009).

A LT também é uma doenca oportunista emergente em pacientes infectados com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Em casos de coinfeccdo entre HIV e Leishmania, as
manifestacoes clinicas da leishmaniose pode se apresentar com diferentes caracteristicas. No
Velho Mundo, LDPC ¢ relatada em pacientes infectados simultaneamente com HIV. No Novo
Mundo, as manifestacdes podem variar de sintomas semelhantes aos encontrados em
pacientes HIV-negativos a manifestagdes incomuns. Uma grande variedade de lesdes, como
papulas, nédulos, placas e ulceracdes, podem ocorrer, e algumas lesdes também podem afetar

os Orgaos genitais (AMEEN, 2010; LINDOSO et al., 2009).

3.2 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral ou calazar é uma doenca sistémica, sendo a forma mais
grave dentre todas as infec¢Oes de Leishmania spp., podendo ser fatal, se ndo tratada (SINGH
et al., 2012). E causada pelo complexo L. donovani no leste da Africa e no subcontinente
indiano, bem como e por L. chagasi na Europa, Norte da Africa e America Latina.
Excepcionalmente, tem sido observado visceralizacdo por espécies tipicamente associadas a
LT. Mais comumente, esse achado tem sido relatado em infec¢des com L. tropica no Oriente
Médio e L. amazonensis na América do Sul. Além disso, existem mais de 10 espécies de

flebotomineos que desempenham o papel na transmissao da LV, com pelo menos uma espécie
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envolvida por regidao geografica. Nas Américas, Lutzomyia longipalpis é a principal espécie
vetora no Novo Mundo, mas a transmissdo também pode ocorrer através da picada de
Lutzomyia cruzi e Lutzomyia evansi (ALVAR et al., 2008; BELO et al., 2013; CHAPPUIS et
al., 2007; MURRAY et al., 2005;).

Dependendo das caracteristicas de transmissdo, existem dois tipos de LV: a que €
transmitida do animal para o vetor e depois para o0 homem, conhecida como antropozoonética;
e a antroponoética, que é transmitida de humano para vetor e deste para outro hospedeiro
humano. No primeiro caso, os seres humanos sao hospedeiros ocasionais € 0s animais sao 0s
reservatorios da doenca (ALVAR et al., 2004). O ciclo antropozoonético de LV € encontrada
em areas de transmissao L. infantum chagasi, apresentando os caes (Canis familiaris) como
0s principais reservatorios no ambiente urbano, ocorrendo na bacia do Mediterraneo, China,
Oriente Médio e América do Sul. Outras formas de transmissdo ja4 foram registrados, tais
como congénita, por uso de drogas injetaveis e transfusdo de sangue. Reservatdrios potenciais
da doencas silvestres sdo a raposa (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) e o gamba
(Didelphis albiventris). No entanto, em nivel global, a forma antropondética é claramente mais
comum. Esta forma é causada por L. donovani e é prevalente no leste da Africa, Bangladesh,
India e Nepal (BELO et al., 2013; CHAPPUIS et al., 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO,
2012).

Apés a infec¢do, os parasitos sdo internalizados pelas células dendriticas e
macréfagos na derme, se transformam em amastigotas, as quais se multiplicam e sobrevivem
no fagolisossomo através de uma complexa interagdo entre parasito-hospedeiro.
Posteriormente, os parasitos difundem através dos sistemas linfatico e vasculares para infectar
outros mondcitos e macréfagos no sistema reticulo-endotelial, o que resulta em infiltracdo na
medula Odssea, aumento dos ganglios linfaticos e, por vezes, hepatoesplenomegalia
(linfadenopatia). E importante ressaltar que a infec¢io nem sempre condiz com a doenga

clinica (CHAPPUIS et al., 2007). A Figura 10 mostra um paciente sudanés com LV.
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Figura 10. Paciente com leishmaniose visceral.

Fonte: OMS, 2015

Embora os determinantes para a progressdo da doenca apds a infec¢do primadria
sejam apenas parcialmente entendidos, sabe-se que a viruléncia parasitaria, estado nutricional,
idade e fatores genéticos podem contribuir. Em alguns pacientes, os parasitos vidveis
persistem apds a infec¢do primadria, levando a reativagao da doenga em caso de supressiao do
sistema imune, como a imunossupressao adquirida durante a infeccdo pelo HIV e malnutri¢ao
(ALVAR et al., 2008). Além disso, apds a recuperacdo da LV, alguns pacientes (50% no
Sudio e 1-3 % na India) desenvolvem LDPC, caso o esquema terapéutico usado nio seja
efetivo para eliminar o parasito (SINGH et al., 2012).

Os individuos infectados podem apresentar desde a forma assintomadtica, até uma
doenca de evolugdo fatal. O periodo de incubagdo dura cerca de dois a seis meses, mas pode
variar de semanas a varios anos. Os pacientes de LV apresentam sintomas e sinais de infec¢ao
sist€émica persistente (incluindo febre, fadiga, fraqueza, perda de apetite e perda de peso) e de
invasdo parasitaria do sistema sanguineo e reticulo-endotelial (tais como aumento dos
ganglios linfaticos, baco e figado). A febre estd geralmente associada com rigor e calafrios,
podendo ser intermitente. Fadiga e fraqueza sdo agravadas pela anemia, que € causada pelo
persistente estado inflamatorio, hiperesplenismo (devido a destrui¢do periférica dos eritrcitos
no baco) e as vezes por sangramento. O desfecho fatal da doenga ocorre, predominantemente,
por coinfeccdo ou complicacdes hemorragica. Estudos realizados no Brasil mostram uma
variacdo nas taxas de mortalidade entre 4,2 % e 10,2% em pacientes tratados (BELO et al.,

2013; CHAPPUIS et al., 2007).
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A apresentacgdo clinica da LV é semelhante nas varias dreas endémicas, mas existem
algumas diferencas. Por exemplo, aumento dos ganglios linfaticos sdo raramente encontrados
em pacientes indianos, mas sdo freqiientes em pacientes sudaneses. Hiperpigmentagdo, o que
provavelmente deu origem ao nome calazar (febre negra em hindu), apenas tinha sido descrita
em pacientes com LV do subcontinente indiano, mas hoje este sintoma € incomum e,
provavelmente, era uma caracteristica da doenca prolongada na época em que o tratamento
eficaz ndo estava disponivel. Conforme a doenca avanca, a esplenomegalia pode aumentar,
causando distensdao abdominal e dor, que as vezes € agravada devido a hepatomegalia
concomitante (CHAPPUIS et al., 2007). As seguintes caracteristicas sdo consideradas como
marcadores de mau progndéstico: febre com duracdo de mais de 60 dias, infeccao bacteriana,
ictericia, dispnéia, hemorragia, anemia grave, neutropenia grave e trombocitopenia (BRASIL,
2011; COSTA et al., 2010; SAMPAIO et al., 2010;). No entanto, a infeccdo pode ndo
progredir para forma sintomética, sendo encontrada uma propor¢ao de até 30% dos habitantes
com infec¢do assintomdtica em algumas 4reas altamente endémicas (VAN-GRIENSVEN e
DIRO, 2012).

A ocorréncia de morte por LV estd associada a varios fatores, incluindo idade e
presenca de comorbidades, tais como infec¢des, desnutricdo e Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana (SIDA) (GAMA et al., 2013). Sintomas e sinais de coinfec¢des bacterianas, como a
pneumonia, a diarreia ou a tuberculose pode apresentar quadro clinico distinto e confundir
odiagnéstico. Os sintomas de LV frequentemente persistem por vdrias semanas ou meses
antes que os pacientes procurarem assisténcia médica ou morram de coinfec¢des bacterianas,
sangramento maci¢co ou anemia grave. Além disso, dificuldades no diagndstico precoce e
tratamento adequado em muitas 4dreas endémicas sdo outros fatores determinantes da
letalidade (BRASIL, 2006; CHAPPUIS et al., 2007).

LV emergiu como uma importante infeccdo oportunista em dreas endémicas na era
do HIV. HIV contribuiu para o ressurgimento de LV na Europa na década de 1990,
apresentando 50% a 60% de todos os casos de LV coinfectados com HIV. A epidemia de HIV
tem influenciado significativamente a epidemiologia, as manifesta¢des clinicas e curso da LV.
Posteriormente, os casos de coinfec¢io entre HIV e de LV foram relatados em 35 paises em
todo o mundo. A maior prevaléncia de HIV entre os pacientes com LV € relatada no noroeste
da Etidpia, que varia de 20% a 30%. Ambas as respostas imunes humoral e celular a

Leishmania sao diminuidas nesses pacientes coinfectados, conduzindo a um risco maior de
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desenvolvimento da LV apds infeccido por Leishmania, ao aumento da carga parasitiria no
sangue e medula dssea, a menor sensibilidade dos testes sorologicos € uma maior taxa de
falha no tratamento (CHAPPUIS et al.,, 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). Desta
forma, na presenca de coinfec¢do com HIV, LV tende a ser mais grave e manifestar de forma
atipica, principalmente com o avanco da doenga. Os pacientes tendem a ter menos
organomegalias, enquanto 6rgdos nao reticulo-endotelial sio comumente envolvidos, como
esofago, estdmago, intestino, pulmao, rins, cérebro e glandulas adrenais (RAMOS et al.,
1994; RUSSO et al., 2003). A doenca pode se apresentar concomitante com lesdes cutaneas,
bem como os pacientes podem ainda ndo apresentar febre. A semelhanga de caracteristicas
clinicas de LV com vdrias outras condi¢des oportunistas associadas ao HIV gera dificuldades
no diagnéstico adicionais. Por outro lado, LV também acelera a progressio da
imunossupressdo gerada por HIV, ji que aumenta a replicacdo viral e causa pancitopenia
(ALVAR et al., 2008; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012).

O diagndstico precoce e o tratamento preciso sdo os principais componentes de
controle da LV (CHAPPUIS et al.,, 2007). Apesar de avancgos significativos feitos na
compreensdo de diferentes aspectos da LV, o controle eficaz da doenca ainda ndo foi
alcancado devido a sua complexidade clinica e epidemioldgica. Na verdade, a letalidade
aumentou em varias regides do Brasil (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006). Em
2011, quando confrontados com a grave situagao de aumento da letalidade por LV no Brasil,
o Ministério da Sadde iniciou um protocolo clinico-terapéutico para identificar e acompanhar
0s pacientes que estavam em maior risco de progressao para LV grave ou que j4 mostraram
sinais de gravidade. O protocolo estabelecido pelo Ministério da Saude visava divulgar, entre
os profissionais da sadde, as caracteristicas clinicas tipicas de um paciente suspeito de LV,
diagnosticar a doencga através de exame parasitoldégico (em aspirado de medula Ossea) e
soroldgico (reacdo de imunofluorescéncia indireta ou ensaio imunoenzimadtico), identificar a
co-infeccdo com HIV, bem como determinava o tratamento especifico com antimoniato de
meglumina (Glucantime®) ou anfotericina B convencional ou lipossomal. Este protocolo,
sem duvida, facilitou o acompanhamento adequado dos casos, bem como gerou uma reducao

gradual da letalidade (BRASIL, 2011).
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3.3 O ciclo de vida da Leishmania

Os protozodrios do género Leishmania apresentam um ciclo de vida complexo, que
envolve tanto os hospedeiros vertebrados e invertebrados, como duas formas evolutivas do
parasito. De forma sucinta, a forma flagelada extracelular do parasito sdo chamada de
promastigotas. Elas s@o encontradas no diptero vetor, que sdo flebotomineos do sexo
feminino. No vetor, as promastigotas sofrem vérios e distintos estdgios morfolégicos de
diferenciacdo até finalmente se transformar na forma infectante metaciclica (KAYE e
SCOTT, 2011). As promastigotas metaciclicas sdo transmitida durante o repasto sanguineo do
vetor aos hospedeiros vertebrados, que incluem os seres humanos e animais domésticos como
cdes e gatos, além de animais selvagens tais como roedores. Apenas duas espécies de
Leishmania, L. donovani e L. tropica sdo capazes de manter ciclo humano-humano (SINGH
et al., 2012). As amastigotas ndo apresentam flagelo exteriorizado e vivem como parasitas
intracelulares em uma variedade de células de mamiferos. Nesses animais, as principais
células hospedeiras sdo aquelas com notdvel funcdo fagocitdria, assim como macréfagos
(KAYE e SCOTT, 2011).

A infeccdo comeca quando o inseto vetor infectado com promastigotas metaciclicas
pica humanos e outros mamiferos para se alimentarem de sangue. O vetor pertence a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e do género Phlebotamus no Velho
Mundo ou Lutzomyia no Novo Mundo (BERMAN, 2005; SHARMA e SINGH, 2008).
Durante o repasto sanguineo, o flebotomineo fémea injeta saliva que impede o processo de
coagulacdo (RIBEIRO et al., 1986). Apds a ingestdo de sangue, promastigotas metaciclicas
sao entdo liberadas e sdo inoculadas na pele via regurgitacio (TURCO e DESCOTEAUX,
1992). Inicialmente, os parasitos invadem células dendriticas dérmicas e macréfagos
residentes, os quais juntamente com a ac¢do de intimeras substincias liberadas durante a
picada, induzem o rdpido recrutamento de neutr6filos, macréfagos e mondcitos para o sitio de
infeccdo. No entanto, outras células, como células de Langerhans e fibroblastos, também
podem ser infectadas (PETERS et al., 2008). Esta primeira etapa de interagdo entre parasito e
célula hospedeira envolve o reconhecimento das mesmas pelo parasito, a adesdo na membrana
plasmdtica das células hoepedeiras, seguida por sinalizacdo e invasio (HANDMAN e

BULLEN, 2002).
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O parasito adere a superficie da célula hospedeira pelo flagelo ou pelo corpo celular,
através do reconhecimentos por parte da célula hospederira de moléculas expostas na
superficie da Leishmania, tais como lipofosfoglicano (LPG) ((TURCO e DESCOTEAUX,
1992) e glicopoteina gp63 (RUSSELL e WILHELM, 1986). Essas moléculas se ligam a
diferentes receptores presentes na superficies de macréfagos, incluindo receptores de
complemento (CR1 e CR3), receptores de manose e receptores de fibronectina (SINGH et al.,
2012; UENO e WILSON, 2012).

O processo de internalizacdo através da fagocitose se inicia com a formacdo de
pseuddpodes e, posteriormente, o parasito € fagocitado e internalizado em um vactolo
parasitéforo. No vacuolo parasitéforo do macréfago, as promastigotas metaciclicas se
transformam em amastigotas. Este processo de diferenciacdo é seguido pela fusdo entre o
vacuolo parasitéforo e o lisossoma, quando o vacudolo parasitéforo pode ser também
denominado de fagolisossomo (PETERS e SACKS, 2006; STUART et al., 2008). Algumas
amastigotas se ligam a membrana do vacuolo, enquantro outras permanecem livres no
vactiolo e comecam a se proliferar. Além disso, no caso da LV, subsequentemente, os
parasitos podem se disseminar e infectar células do sistema reticulo-endotelial em vdrios
tecidos, predominantemente, infiltram-se no bago, medula 6ssea, figado, e linfonodos (VAN-
GRIENSVEN e DIRO, 2012).

Na sequéncia de uma multiplicacdo intensa das amastigotas, ha a ruptura da
membrana plasmdatica do macréfago infectado, liberando assim as formas amastigotas no
tecido. Estas amastigotas podem entdo invadir outros macréfagos ou serem ingeridas por um
novo flebotomineo fémea durante o repasto sanguineo, comegando desta forma a infeccao do
hospedeiro invertebrado. Além das amastigotas, o vetor também pode se infectar através da
ingestdo de macréfagos infectados (RIBEIRO, 1995). O sangue € digerido no intestino médio
do inseto vetor. Neste novo ambiente, as amastigotas sdo agrupadas em ninhos envolvidos
pela matriz peritréfica, cuja funcdo € proteger os aglomerados de Leishmania de enzimas
digestivas presentes no ambiente intestinal. As amastigostas se transformam em formas
replicativas e flageladas denominadas de promastigotas prociclicas. Durante a diferenciagao,
as formas intermedidrias entre amastigotas e promastigotas sao as mais suceptiveis a morte
por enzimas digestivas. Posteriormente, a porcdo anterior da matriz peritréfica se rompe,
havendo a liberacdo de parasitos no epitélio do intestino médio do vetor (PIMENTA et al.,

1997; SECUNDINO et al., 2005).
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As promastigotas prociclicas se dividem, principalmente, por fissdo bindria. Em
sequéncia, os parasitos aderem a microvilosidades do epitélio do intestino médio,
predominatemente, através de LPG presente na regido do flagelo (PIMENTA et al., 1992).
Quando os parasitos se soltam do epitélio, as promastigotas migram para a vélvula
estomodeal, localizada no intestino médio anterior, local em que iniciam nova divisao celular
(GOSSAGE et al.,, 2003). As promastigotas também produzem e secretam um gel
denominado gel secretado por promastigota (PSG), que atua como tampao de obstru¢do do
intestino médio e faringe (ROGERS et al., 2002; ROGERS, 2012). Durante a produciao do
PSG, os parasitos iniciam a transformacdo a promastigotas metaciclicas infectantes. Esse
processo de diferenciacao é chamado de metaciclogénese. Ocorre entdo a ruptura da véalvula
estomodeal, facilitando o refluxo dos parasitos para faginge do vetor (SCHLEIN et al., 1992).
Consequentemente, durante as picadas posteriores deste vetor, um baixo nimero (100-1000)
de promastigotas metaciclicas infectantes serdo depositadas na pele, infectardo um novo

hospedeiro mamifero e iniciardo novamente o ciclo do parasito (PETERS e SACKS, 2006). A

Figura 11 exemplifica o ciclo de vida da Leishmania.
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Figura 11. O ciclo de vida de Leishmania.
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Fonte: KAYE e SCOTT, 2011.

3.4 A invasao das células hospedeiras pela Leishmania e a resposta imune de mamiferos

As doencas infecciosas podem ser causadas por agentes patogénicos extracelulares
ou intracelulares. Como o préprio nome faz menc¢do, os patdégenos extracelulares tipicos (por
exemplo, cepas patogénicas de Staphylococcus spp., Streptococcus spp. € Pneumococcus
spp.) sdo capazes de se replicarem do lado de fora das células do hospedeiro. Eles sdo em
grande parte controlados por fagocitose dependente ou nido de opsonizacdo (KADIOGLU e

ANDREW, 2004), ou seja, por granuldcitos neutréfilos e outros fagdcitos que, especialmente
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na presenca de anticorpos ou componentes do sistema complemento, fagocitam e matam o
patogento de forma eficiente através do aumento da expressao e da sintese de moléculas
constitutivamente efetoras, tais como peptideos antimicrobianos, proteases e espécies reativas
de oxigénio (EROs) (BOGDAN, 2004). Os linfécitos T auxiliares ddo suporte a funcao de
neutréfilos e macréfagos por estimulagdo de células B, as quais sdo responsdveis pela
producdo de anticorpos contra determinados antigenos (WANG et al . , 2006) .

Patégenos intracelulares, em contraste, geralmente vivem e se replicam dentro de
compartimentos endossomais ou no citosol de células hospedeiras diferentes, tais como
neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, fibroblastos ou células epiteliais. Exemplos
desses tipos de agentes patogé€nicos incluem nao s6 os virus, mas muitas bactérias (por
exemplo, Brucella spp., Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella
spp., Shigella spp.), bem como certos protozodrios (por exemplo, Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi) e fungos (como Histoplasma capsulatum). O
controle intracelular de protozodarios geralmente requer ativacdo dos macréfagos dependente
da producdo de Interferon-gama (IFN-y) por células T CD4" e/ou fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a). Isto leva a um aumento pés-transcricional da expressdao de moléculas efetoras
antimicrobianas, gerando a acidificacdo dos fagolisossomose a expressdo da sintase de 6xido
nitrico 2 (NOS2) (BOGDAN, 2004; FANG, 2004), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO)
(MORRISON, 2003), e de GTPases induzidas por interferon (MARTENS e HOWARD |,
2006).

Com relagdo as infec¢Oes causadas por Leishmania spp., varios determinantes de
viruléncia do parasito foram identificados experimentalmente, os quais podem ajudar o
mesmo a evadir o sistema imune do hospedeiro. Estes podem ser classificados em duas
categorias principais: determinantes invasivos ou evasivos (por exemplo, LPG,
leishmanolisina, ou cisteino proteases, que sdo cruciais para a infec¢do, mas incapaz de
produzir patologia no hospedeiro); e determinantes patogénicos (por exemplo, as histonas ou
chaperonas), que medeiam a imunopatologia e sdo as principais causas dos sintomas clinicos
(REITHINGER et al., 2007).

Embora estes parasitos possam ser encontrados em neutrdfilos, sdo nas células do
sistema mononuclear fagocitario que esses tripanossomatideos encontram um ambiente mais
propicio a replicacdo e sobrevivéncia a longo prazo, sendo este protozodrio amplamente

considerado com um fastidioso parasito intracelular obrigatério de macréfagos. Porém,
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estudos recentes confirmaram que estes parasitos apresentam um grau maior de abrangéncia
em relacdo ao tipo de célula hospedeira do que anteriormente se acreditava. A infeccao de
multiplos tipos celulares, tanto in vivo como in vitro, ja foram reportadas, incluindo células
hematopoiéticas que surgem a partir de um precursor mieloide comum, como células
dendriticas, além de célula ndo hematopoiética assim como fibroblastos (BEATTIE et al.,
2010; DE-TREZ et al., 2009).

Os eventos iniciais na intera¢ao entre parasito e hospedeiro mamifero irdo influenciar
o futuro curso da doenca. As células T reguladoras naturais (nTregs) F0xp3+/CD25high jé estdo
presentes na pele antes da infec¢ao a fim de evitar a geracao de resposta imune desnecessdria
a antigenos infecciosos e ndo infecciosos, os quais a pele € regularmente exposta, fazendo da
pele um local imunoldgico privilegiado para o estabelecimento do parasito. Os potenciais
alvos de regulacdo por parte das nTregs sdo os macrdéfagos, as células dendriticas, as células
natural killers (NK) e as células T CD4"CD25. As células nTregs apesar de ndo serem
hospedeira para Leishmania, sdo essenciais para manuten¢do de um estado de fraca resposta
pré-inflamatéria, a qual pode persistir por algumas semanas, permitindo que o nimero de
parasitos se expanda na auséncia de alteragdes histopatoldgicas evidentes no sitio de infec¢do
(PETERS e SACKS, 2006; TEIXEIRA et al., 2006).

A composi¢ao das populacdes de células recrutadas na fase inicial da infeccao parece
ser essencial para definir a progressao da doenca. A resposta imune € iniciada no local de
entrada do patégeno pelas células sentinela, incluindo células dendriticas, macréfagos e
linfécitos T vy (TEIXEIRA et al., 2006). As células dendriticas dérmicas fagocitam estes
parasitas, nas primeiras horas de infeccdo, de forma altamente dindmica, em um processo que
envolve a formagao de pseudoépodes. Tem sido sugerido que as células dendriticas agem como
as principais células apresentadoras de antigenos na leishmaniose (NG et al., 2008; NYLEN e
GAUTAM, 2010). Além delas, macrofagos residentes da derme também sdo rapidamente
infectados no comeco da infeccdo, tornando-se a populacdo celular infectada dominante apds
24 horas do inicio da infeccdo (PETERS et al., 2008). Essas células apresentam receptores do
tipo Toll (TLRs) e receptores fagociticos, permitindo a deteccdo de padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs), absor¢dao de patégenos de particulas opsonizadas. Células
sentinelas também expressam varios receptores para citocinas e, em conjunto com células
teciduais, produzem numerosas quimiocinas que iniciam uma cascata de respostas imune

inatas. Durante este processo, membros da familia de quimiocinas t€ém um papel fundamental
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em atrair e estimular subconjuntos especificos de leucdcitos para o sitio de infecgdo
(TEIXEIRA et al., 2006). Por exemplo, os fagdcitos mononucleares infectados com
Leishmania no sitio da infec¢do produzem vdarias quimiocinas conhecidas por atrair
neutréfilos (OGHUMU et al., 2010).

Além de quimiocinas, citocinas liberadas também exercem controle sobre o
recrutamento de neutréfilos. Por exemplo, IL-17 pode promover a migracao e interferons do
tipo I podem inibir o recrutamento dos neutréfilos, mas suas contribui¢cdes precisas para a
resposta imune imediata ainda ndo estd clara (LOPEZ-KOSTKA et al, 2009; XIN et al.,
2010). O proéprio parasito também produz uma proteina quimioatraente para neutréfilos,
denominada fator quimiotético de Leishmania spp. (TEIXEIRA et al., 2006). Além disso, o
inseto vetor pode transmitir virus e bactérias, que também podem modular a resposta
inflamatdria. Por sua vez, como o nimero de macréfagos e células dendriticas dérmicas na
pele é muito limitado para sustentar a multiplicagcdo do parasito, a progressdao da infec¢ao
requer o recrutamento de mondcitos, sendo este processo ativamente modulado por netréfilos
(CHARMOY et al., 2010; DEPAQUIT et al., 2010; HILLESLAND et al., 2008;).

Juntamente com fagocitos, células natural killer (NK) representam a primeira linha
de defesa contra patégenos através de dois mecanismos principais: destrui¢do citolitica de
células infectadas e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y e TNF-a). Essas células
sdo importantes para controlar a carga parasitdria durante as primeiras fases da infeccao
através de sua habilidade em produzir rapidamente IFN-y quando entram em contato com
promastigotas e LPG, um glicoconjujado de alta expressio na superficie celular de
promastigotas de leishmania. Além disso, células NK ativadas também promovem a
maturacio de células dendriticas infectadas com o parasito (NYLEN e GAUTAM, 2010).

Por outro lado, os mondcitos apresentam um papel critico nas infeccdes de
Leishmania spp., visto que se diferenciam em macréfagos, principal célula hospedeira para
replicacdo do parasito. Além disso, os mondcitos também podem se diferenciar em células
dendriticas, que sdo cruciais para o condicionamento de uma resposta imune protetora
(MOSSER e EDWARDS, 2008).

De forma geral, apesar da notdvel diversidade de espécies de parasitos, o
estabelecimento da infeccdo por Leishmania spp. no hospedeiro mamifero, em cada caso,
envolve o parasitismo de macréfagos, bem como a persisténcia e replicacdo de amastigotas no

fagolisossomo dessas células hospedeiras. No caso da LT, Leishmania spp.parasita fagdcitos
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da pele e glanglios linfaticos, j4 na LV, o parasito tem como alvo células do sistema reticulo-
endotelial, com infiltracdo do baco, figado, ganglios linfaticos e medula 6ssea causando
organomegalias e pancitopenia (VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). Para tanto, um grau
considerdvel de adaptacdo do parasito ocorreu para permitir que estes protozodrios se
estabelecessem em células que desempenham um importante papel na resposta imune
antimicrobiana celular (PETERS e SACKS, 2006).

Um dos principais desafios que as promastigotas metaciclicas se deparam quando
entram no hospedeiro mamifero é justamente estabelecer parasitismo intracelular de longa
duracdo em macréfagos sem ativar as defesas antimicrobianas inatas desta célula de defesa.
Em 2003, Laskay e colaboradores sugeriram que os neutréfilos poderiam ser essenciais para
que promastigotas pudessem atingir esse objetivo ao observar in vitro que neutrdfilos
contendo promastigotas fagocitadas de L. major, tornavam-se apoptéticos e, por sua vez, eram
fagocitados por macréfago juntamente com as leishmanias sobreviventes no fagossomo do
neutréfilo. Como neutréfilos apoptéticos sao fagocitados por via mediadas por receptores que
nao conseguem desencadear resposta de defesa em macréfagos (RAVICHANDRAN e
LORENZ, 2007), as promastigotas via neutréfilos apoptéticos conseguem chegar no
fagossoma do macréfago de forma eficiente e segura (LASKAY et al., 2003).

No entanto, outro estudo, utilizando imagem in situ, observou que os neutréfilos
mais infectados, que fagocitam rapidamente promastigotas no sitio de infecc¢do, sdao de curta
duracdo e liberam os parasitos antes de serem ativamente fagocitado por macréfagos
(PETERS et al., 2008). Na verdade, o mesmo estudo mostrou que o nimero de parasito em
macrofagos e células dendriticas de camundongos permanecia inalterado apds a deplecao dos
neutréfilos, o que sugere que os neutréfilos podem apenas fagocitar os parasitos, que sao de
outro modo ignorados. Apesar de neutrdfilos participarem claramente na resposta inicial a
infeccdo, o seu papel como um carreador de promastigotas para dentro de células fagociticas
mononucleares ainda deve ser confirmado diretamente in vivo (KAYE e SCOTT, 2011).

Leishmania spp. € um patégeno que invade silenciosamente o sistema imune do
hospedeiro mamifero. Como parasitos do género Leishmania habitam um nicho intracelular,
ndo € supreendente o fato deles terem desenvolvido vdrios mecanismos para atenuar €
subverter os sinais da infec¢do que a célula hospedeira langa para o meio externo (KAYE e
SCOTT, 2011; SINGH et al., 2012). Além disso, os antigenos de Leishmania spp. modulam

vdarias vias de transdugdo de sinais como a sinalizacdo da proteina quinase C (PKC) e da
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proteina quinase ativada por mitrégenos (MAPK), além de interferirem na geracdo de EROs,
expressdo de molécula de histocompatibilidade (MHC) de classe II e produgdao de
quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias (OLIVER et al., 2005; KAYE e SCOTT, 2011).

Os macréfagos possuem mecanismos de defesa preliminares, incluindo ativacdo de
metabolismo oxidativo e sintese e liberagdo metabodlitos do acido araquidonico. A principal
fonte de EROs em macréfagos € a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidase, que € um enzima multimérica com duas subunidades ligada a membrana do
fagolisossomo (gp91phox e p22phox) e pelo menos quatro proteinas citosdlicas (p47phox,
p67phox, p40phox, racl/rac2). Os dltimos sdo translocados para a membrana do
fagolisossomo quando hé estimulos especificos para ativacio da NADPH oxidase. Uma vez
ativada, esta oxidase transfere um electron a partir de NADPH para oxigénio molecular,
produzindo anio superdxido (O,") dentro do fagolisossomo. O anion superéxido por si possui
notdria atividade antimicrobiana atuando via estresse oxidativo, além de ter a capacidade de
formar outros EROs (PETERS e SACKS, 2006).

Assim, um dos mecanismos de evasdo da Leishmania spp. a resposta antimicrobiana
desencadeada por macréfagos € a inibi¢do de vias de sinalizacdo que ativam NADPH oxidase,
facilitando, desta forma, o estabelecimento da infeccdo. Relatos na literatura sugerem que
esses parasitos inibem a ativacdo de macréfagos pela PKC. A PKC media um grande nimero
de fungdes associadas a ativagdo de macréfagos, incluindo a fosforilacdo de varios sitios da
supressdo da producdo de EROs € ocasionada pelo LPG. Durante a fagocitose de
promastigotas, LPG ¢ transferido do parasito para porcao interna da membrana do vactolo
parasitéforo, podendo desta forma agir como um inibidor competitivo do diacilglicerol, um
ativador natural de PKC, além de alterar as propriedades fisicas da bicamada da membrana
fagossomal, impedindo desta forma a translocagcdo de PKC na membrana. Além disto, a
inser¢do de LPG na membrana fagossomal pode inibir, similarmente, a translocacdo dos
componentes citosélicos de NADPH oxidase (PETERS e SACKS, 2006; VAN-ASSCHE et
al., 2011).

LPG presente na superficie celular de promastigotas possui a capacidade de inibir a
maturacdo normal do fagossoma, um efeito que pode ser critico para estabilizar um ambiente
imune privilegiado dentro do macréfago (LODGE e DESCONTEAUX, 2005). Ao contrario

de outros patégenos intracelulares, como 7. gondii, que inibe a acidificacdo do vactolo
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parasitéforo; ou do 7. cruzi que escapa do vacuolo para o citosol, as amastigotas de
Leishmania spp. ndo inibem por completo a maturacdo do vacuolo parasitéforo, ja que se
replicam em um compartimento acidificado, repleto de enzimas liticas e que expressa
marcadores de endossomo tardio, como por exemplo o receptor de manose-6-fosfato, a
glicoproteina de membrana lisossomal 1 e Rab 7 (PETERS e SACKS, 2000).

No entanto, unidades repetidas de LPG inibem de forma transiente a maturagao do
fagossomo e este atraso pode ser necessiario para que haja tempo suficiente para a
diferenciacdo de promastigotas metaciclicas a amastigotas, que sdo mais resistentes a
hidrolases. Varios mecanismos foram propostos para explicar como LPG exerce esse efeito na
biogénese do fagolisossomo. Unidades repetidas de LPG aumentam o acimulo
perifagossomal de actina F e, por conseqii€éncia, diminui o recrutamento de PKC ativada para
o fagossomo. O aumento do volume normal de actina F pode resultar numa barreira fisica,
que impede a interacdo normal entre o endossomo e o lisossomo. O LPG também altera
diretamente a formagdo de microdomineos lipidicos do fagossomo e/ou desorganiza essas
estruturas apos a fagocitise de promastigotas. Como vérias proteinas envolvidas na fusdo das
membranas de endossomo e lisossomo, bem como NADPH oxidase e varias isoenzimas de
PKC estdo presentes na bicamada lipidica do vacuiolo parasitéforo e, portanto, a alteracdo nos
microdominios lipidicos do fagossomo pode explicar multiplos efeitos que o parasito tem
sobre a fung¢do normal de macréfagos (PETERS e SACKS, 2006; VILHARDT e VAN-
DEURS, 2004).

E importante mencionar que promastigotas do complexo L. mexicana e de L.
amazonensis ndo afetam a biogé€nese do fagossomo em macréfago infectados, porém seu
mecanismo de resisténcia consiste em formar enormes vacuolos parasitéforos que abrigam
muitas amastigotas, quando comparado ao fagossomo estreito de macréfagos infectados com
espécies como L. major e L. donovani. O aumento do tamanho do vactolo dilui a
concentracdo de hidrolases luminais. Tem sido sugerido que promastigotas de L. mexicana
ocasionam a superexpressao de Rab5, uma guanosina trifosfatase capaz de restringir a fusao
completa entre endossomo e lisosssomo, gerando assim o aumento de tamanho do fagossomo
e a reducdo da atividade leishmanicida de hidrolases dos macréfagos (COURRET et al., 2002;
PETERS e SACKS, 2006).

Amastigotas estabelecem resisténcia as condi¢des hostis encontradas dentro de um

compartimento endocitico tardio e assim sdo bem adaptadas a resistirem ao pH baixo e
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presenca de hidrolases dcidas. Amastigotas sdo organismos aciddfilos e expressam em sua
membrana plasmdtica bombas de préton envolvidas com a captura de metabdlitos, bem como
transportadores de metabdlitos estdgio especifico com atividade otimizada em pH 6timo
acido. O LPG esta ausente ou é pouco expresso em amastigotas, portanto, sua resisténcia a
proteases endociticas € devido, a0 menos em parte, a sintese de uma classe de moléculas de
fosfoglicanos secretados, incluido os proteofosfoglicanos (PPG) e as fosfatases acidas. Uma
grande quantidade destes fosfoglicanos secretados, em virtude da sua carga negativa, podem
proteger as amastigotas por formarem uma barreira transiente contra hidrolases 4cidas, agindo
de forma andloga a capacidade da mucina, que apresenta similaridade estrutural a PPG, em
proteger células epiteliais intestinais (PETERS e SACKS, 2006).

Uma vez estabelecida a replicacdo de amastigotas dentro do fagolisossomo, o
parasito continua a manipular as fun¢des dos macréfagos associadas com apresentacdo de
antigenos e o desenvolvimento de resposta do tipo Thl. A redugcdo da apresentacdo de
antigenos, independende de serem do parasito, por macréfagos infectados com leishmania tem
sido um achado comum (PETERS e SACKS, 2006). Um intrigante mecanismo para explicar a
possibilidade da limitagdo no nimero de MHC de classe II na superficie de células infectadas
foi proposto por Antoine e colaboradores (1991) ao observarem que moléculas de MHC de
classe II estavam preferencialmente localizadas na membrana do vactolo parasitéforo, em
especial, nos locais de fixacdo das amastigotas de L. amazonensis e L. mexicana. Além disso,
estes parasito também apresentavam a capacidade de internalizar e degradar as moléculas de
MHC de classe 11 (PETERS e SACKS, 2006). J4 Chakraborty e colaboradores (2005) também
confirmaram a reducdo de complexos de MCH e antigeno na superficie de macréfagos
infectados com L. donovani, possivelmente devido ao aumento da fluidez da membrana da
célula hospedeira.

Portanto, na fase inicial da infeccdo, a capacidade das espécies de Leishmania para
invadir e sobreviver dentro de macréfagos do hospedeiro depende da interacio entre células
hospedeira e parasito. Neste sentido, sabe-se que receptores de reconhecimento padrao
(PRRs) desempenham um papel importante no reconhecimento de componentes microbianos
e/ou relacionados a danos celulares, os quais desencadeiam a indu¢do de uma resposta imune
inata eficaz através do reconhecimento destes sinais. Esta familia de receptores inclui varios
membros, entre eles os TLRs. Os TLRs sao componentes da imunidade inata, que possuem

como ligantes moléculas com PAMPs. Esses padrdoes patogénicos especificos sao
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extremamente conservados e estdo presentes em antigenos de microrganismos potencialmente
patogénicos (JANSSENS e BEYAERT, 2003).

Os TLRs sao reguladores essenciais da resposta imune inata a varios patdgenos,
estando envolvidos em uma variedade de fendmenos que incluem fagocitose, maturagdo e
atividade microbicida de fagossoma através da induc@o da expressao de NOS2 e produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias, contribuindo tanto para respota celular como
para humoral. Desta forma, a sinalizacdo TLR ativa fungdes efetoras de macrdéfagos que
podem resultar em resposta Th1 ou Th2, dependendo da natureza das moléculas patogénicas a
ser identificada. A via de sinalizacdo de TLR ocorre por meio de vias dependentes e
independentes do fator de diferenciacao mieloide 88 (MyD88), que podem induzir ativacdo de
MAPK , tanto a MAPK-p38, como da quinase relacionada a sinalizacdo extracelular (ERK)
e, subsequentemente, a producgdo de citocinas pré-inflamatdrias e anti- inflamatérias (SINGH
etal., 2012).

Embora a sinalizacdo de TLR dependentes de MyD88 tenha sido referida como
sendo importante para reconhecimento do parasito, as espécies de Leishmania sdo conhecidas
por induzirem mecanismos de silenciamento imunolégico em macréfagos quando
reconhecidas por esse tipo de receptores durante a infeccao (DEBUS et al., 2003; XIN et al.,
2008; SHIO et al.,2012). Tem sido proposto que vdrios antigenos de Leishmania spp., como
os de superficie, produtos excretados ou secretados, DNA e RNA, sdo capazes de alterar a via
de sinalizacdo de TLRs (BIRNBAUM e CRAFT, 2011). Leishmania spp. seletivamente
regulam a sinalizacdo das MAPKSs: induzem o aumento da expressdao da quinase regulada por
sinal extracelular (ERK) 1/2, resultando na supressio de NOS2 através da produgdo de
interleucina (IL)-10; e geram a diminuicdo da expressao de MAPK-p38 e, consequentemente,
ha a supressao da produgdo de IFN-y e sequencialmente de NOS2 (MATHUR et al., 2004).
No entanto, os mecanismos dessa regulacdo via interacdo entre TLRs e antigenos de
Leishmania spp. sao ainda desconhecidos (SRIVASTAVA et al., 2012).

Além de TRLs, outros PRRs, como por exemplo os receptores do tipo Nod (NLR),
também desempenham um importante papel na resposta imune inata como sensores de
patdgenos e dano celular (CHEN et a., 2009). Todos os membros TLRs e os membros NOD1
e NOD2 dos receptores do tipo NOD (NLR) sdo conhecidamente capazes de ativar o fator de
transcricdo NF-kB, induzindo a ativacdo de diversos genes inflamatérios (HAYDEN et al.,

2006).
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Alguns membros dos NLRs (como NLRPs, NAIP, NLRC4) regulam a formacao de
inflamassoma, um complexo multimérico intracelular que atua na ativacdo de enzimas da
familia cisteina-aspartato proteases (caspases) (MARTINON et al., 2009). Desta forma, os
inflamassomas exercem sua atividade inflamatdria especialmente a partir da ativacdo da
protease caspase-1 (que processa e ativa IL-1p e IL-18 imaturas) e indu¢cdo da morte celular
inflamatéria denominada piroptose (FINK e COOKSON, 2005; MARIATHASAN et al.,
2004; MARTINON et al., 2002). No caso da leishmaniose, foi descrito recentemente que a
formacdo do inflamassoma é regulado pela ativacio de NRLP3, que gera a ativacdo de
macrofagos, culminando na restricdo da replicacdo intracelular das amastigotas. Esse tipo de
inflamossoma forma uma plataforma molecular contendo a proteina adaptadora ASC, que por
sua vez estd envolvida em processos de regulagdo da a¢do de IFN-y e ativacdo de caspase-1
(com conseqiiente secrecdo de IL-1B e IL-18), o que facilita a expressio de NOS2 e
conseqiiente diminuicao da replicacdo de amastigota em macréfagos mediada por NO (LIMA-
JUNIOR et al., 2013; MUKBEL et al., 2007).

Na leishmaniose, o resultado da infec¢do depende basicamente do equilibrio entra as
respostas imunes Th1/Th2. Geralmente, a patogénese da doenca € caracterizada por um misto
entre Th1/Th2, porém o equilibrio € desviado para a resposta Th2. A resisténcia a infec¢cdo
estd associada com a expansdo de um subconjunto de células T CD4" que expressam um
fenétipo de tipo Thl e produzem IL-2 e IFN-y (PETERS e SACKS, 2006). A resposta Thl
gera a producdo de outras citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1f e IL-12) por macréfagos.
A inducido de IL-12 por células apresentadoras de antigenos e de IFN-y por célula T tem sido
considerada essencial para controlar o progresso da doenca (SINGH et al., 2012). Outras
células também produzem citocinas pro-inflamatérias durante a infeccdo, tais como células
dendriticas, que produzem IL-12, e NK produtoras de IFN-y (TEIXEIRA et al., 2006). IFN-y
ativa macréfagos a produzirem NO (CHAN et al., 2012). O TNF-a e a IL-1B, produzidos por
neutréfilos e macréfagos ativados, estdo relacionados com a inducgd@o da sintese de quimiocina
em varios tipos de células, incluindo polimorfonucleares, fibroblastos e células endoteliais e
epiteliais. H4 relatos que TNF-a e IL-1B, conjuntamente com a proteina inflamatéria de
macréfagos (MIP) 1A (também conhecida como CCL3), regulam o transporte de Leishmania
spp. mediado por células de Langerhans, do local do sitio de infeccdo na pele até os nddulos
linfaticos regionais em modelo murino de leishmaniose cutanea. IL-12 também é necessdria

para induc@o de quimiocinas relacionadas com a resposta Th1 tais como CXCL1, CXCL10 e
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proteina quimiotiatica de mondcitos 1 (também conhecido como CCL2 ou MCP-1) em
linfonodos de camundongos resistentes a infeccao com L. major (TEIXEIRA et al., 2006).

Em contraste, a susceptibilidade a infeccdo progressiva estd associada com a
expansio de um subconjunto de células T CD4" que expressam um fenétipo Th2 ,
caracterizada por produzirem de forma precoce e sustentada a IL-4 (PETERS e SACKS,
2006). Essa resposta conduz a producdo de IL-10 por macréfagos. Essas citocinas sdo as
grandes responsdveis por uma maior severidade no quadro clinico da doenca (SINGH et al.,
2012). No entanto, até 0 momento, a razao pela qual essas citocinas promovem a patogénese
da infecdo por Leishmania spp. ainda esta parcialmente compreendida (GUIMARAES et al.,
2006; ALEXANDER e MCFARLANE, 2008). Sabe-se que o desvio em favor a resposta Th2
por parte do parasito ird ocorrer em detrimento do desenvolvimento da resposta Thl. Além
disso, as citocinas Th2 irdo efetivamente promover o crescimento intracelular do parasito
(PETERS e SACKS, 2006).

Os macréfagos podem ser polarizados pelo microambiente para assim apresentar
funcdes especificas, formando um grupo de células heterogéneas. Os macréfagos sao células
do sistema imunitdrio inato, que desempenham um imprescindivel papel na resposta primdria
a agentes patogénicos, mas também tem um papel importante na resolu¢do da inflamacao e
homeostase do tecido (STEMPIN et al., 2010). Desta forma, quando estimulado por IFN-y, os
macréfagos se diferenciam no fendtipo denominado classicamente ativado ou M1, com
expressao de NOS2, que produz NO a partir da arginina. Sabe-se que NOS2 é necessdrio para
o controle de L. major em macréfagos ativados por citocinas durante a fase aguda da infec¢ao
e na auséncia de NOS2 hda um aumento significativo da carga parasitiria em células
estimulada por citocinas Th1 (BLOS et al., 2003). Desta forma, parasitos intracelulares de
Leishmania spp. sdo normalmente eliminados por esta subpopulacdo de macréfagos.

Ao contrdrio, a estimulagdo com IL-4 faz com que o macréfago se diferencie no
fendtipo alternativamente ativado, também conhecido como M2, que promove a imunidade
humoral e reparacdao tecidual. Esta subpopulacao produz IL-10, fator transformante do
crescimento beta (TGF-) (KEDZIERSKI et al., 2009).

Em termos de sinalizacdo, a IL-4 induz a expressdo do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma (PPAR) e co-ativador 1 de PPAR-y (PGC-1), através da proteina
B de STAT-6 (CHAWLA, 2010). Este regulador nuclear polariza mondcitos a macréfagos M2

com propriedades anti-inflamatérias, que expressam arginase (GALLARDO-SOLER et al.,
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2008; RIOS et al., 2008). A arginase catalisa a hidrélise de L-arginase, convertendo este
aminodcido a uréia e L-ornitina. Este dltimo € usado por Leishmania spp. para gerar
poliaminas, que sdo essenciais para sua proliferacdo (KROPF et al., 2005). Além da arginase,
macréfagos do tipo M2 também expressam CD36, um receptor que medeia a fagocitose e
facilita a remoc¢do de células apoptéticas, bem como, bloqueia a expressdo de mediadores pro-
inflamatérios como NOS?2 e do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB) (CHAN et al.,
2012).

Além disso, Leishmania spp. apresentam em sua superficie fosfatidilserina, uma das
principais moléculas de superficie expressa quando a célula do hospedeiro mamifero estd em
apoptose. A exposicao de fosfatidilserina (PS) € fundamental para fagocitose nao-inflamatéria
de células apoptéticas e o reconhecimento deste fosfolipidio por macréfagos induz a
expressdo de receptores ativados por PPAR (EL-KEBIR e FILEP, 2010; NYLEN e
GAUTAM, 2010; WANDERLEY et al, 2006) e, consequentemente, os macréfagos
parasitados seriam mais susceptiveis a expressar um fendtipo M2. Por sua vez, PPAR
aumenta a expressdo de CD36, facilitando ainda mais a infeccao de macréfago de tipo M2
com neutréfilos apoptoticos infectados com Leishmania spp. (VAN-ZANDBERGEN et al.,
2006; PETERS et al., 2008). Além disto, as fun¢des do fagdcitos também sao suprimidas de
maneira dependente de TGF-B,IL-10 e pela inibicio da producdo de NO apds o
reconhecimento de PS na superficie de Leishmania spp. ou de neutréfilos apoptdticos
infectados com o parasito (NYLEN e GAUTAM, 2010; PETERS e SACKS, 2006).

A IL-10 € uma citocina intimamente ligada a progressdo da leishmaniose murina e
humana. Alguns estudos clinicos e experimentais indicam que o desenvolvimento da doenca
ndo estd relacionado de forma tdo singela como se pensava anteriormente com a polarizagao
Th2 ou simplesmente com um defeito na resposta Thl em si, mas com a expressiao
concomitante de IL- 10 durante a resposta Thl, que torna os macr6fagos pouco responsivos
aos sinais de ativagdo. A principal fun¢do da IL-10 € limitar a magnitude de uma resposta
imune através da regulacdo negativa da funcdo de células apresentadoras de antigenos,
bloqueio da secrecao de citocina e quimiocina e inibi¢do da indugdo de atividade iniciada por
outras citocinas para ativagio de macréfagos, notmalmente, IFN-y (NYLEN e GAUTAM,
2010; PETERS e SACKS, 2006).

No sitio de infeccdo da LT, quando altos niveis de IFN-y e outras citocinas

inflamatorias, tais como TNF-a, sdo liberadas, o dano tecidual ameaga para a manutencao da
61



barreira da pele. Desta forma, células T reguladoras do tipo 1 (Trl1) CD25"Foxp3™ produtora
de IL- 10 sdo gerados durante o curso normal desta resposta Thl para regular a fungao de
macréfagos e células dendriticas, evitando assim a imunopatologia severa da doenga. Para
algumas cepas de Leishmania spp., as células Trl produtoras de IL-10 evitam a eliminagdao
eficaz do parasito, de tal forma que uma alta carga parasitiria e um forte estimulo
inflamatério sdo mantidos simultaneamente e as lesdes ndo se resolvem. A medida que a
carga parasitaria e de antigeno € reduzida, hd também uma diminui¢ao gradual da geracdo de
ambos IL-10 e IFN-y. As células Trl continuam a desempenhar seu papel na regulacdao da
resposta imune exarcebada na pele, porém, como estdo enriquecidas com antigeno de
Leishmania spp., sdo capazes de regular de forma mais eficiente a resposta efetora especifica
contra o parasito. Estas células funcionam em equilibrio dindmico com as células efetoras
para manter a persisténcia a longo prazo de um baixo nimero de parasitos na pele (PETERS e
SACKS, 2006). A imunidade de longa duragdo contra a reinfec¢cdo é mantida, quando ocorre a
eliminacdo completa de parasitos e antigenos, porém enquanto houver a persisténcia de
Leishmania, hd um risco substancial de reativacio da doenca em hospedeiros
imunocomprometidos (SCOTT et al., 2004).

Muito conhecimento foi adquirido sobre a imunopatogénese da LV. Como os
parasitos multiplicam-se no interior do bago, figado e macréfagos da medula dssea, os agentes
patogénicos induzem forte ativagdo do sistema fagocitdrio mononuclear do paciente. Altos
niveis de IFN-y e TNF-a sdo também detectados e estas citocinas podem controlar a
proliferacdo do parasita durante as fases iniciais. Tem sido sugerido que os principais fatores
de risco para 6bito em LV estio relacionadas ao fato de que a alta produgdo sist€mica de tais
citocinas pro-inflamatdérias compromete muitos os 6rgdos. No entanto, apesar do sistema
imune estar altamente ativado, os pacientes exibem imunossupressio de anticorpos para
antigenos especificos Leishmania spp. (GOTO e PRIANTI, 2009). Além disso, a acdo de IL-
10 e TGF-B em macréfagos do bago e do figado induz a proliferagdo de parasitos e, portanto,
estas citocinas podem ser caracterizadas como provenientes de uma resposta imune
regulatéria (GAMA et al., 2004; SILVAEIRA et al., 2010a; SILVEIRA et al., 2010b).

Na LV, o controle de infeccao também depende que macréfagos sejam ativados por
uma resposta do tipo Thl. Na verdade, quando hé o desenvolvimento da doenga, é observado
um misto de resposta Th1/Th2. Niveis elevados de células T reguladoras contribuem para a

imunossupressao pronunciada durante VL. Ap6s um tratamento bem sucedido, o aumento da
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producdo de citocinas Thl e a diminuicdo de a IL -10 sdo detectados. Posteriormente, apos a
cura de LV, a aparente imunidade é reestabelecida (VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012).

Além do paradoxo Th1/Th2, na leishmaniose experimental, células Th17 (células
pro-inflamatorias T auxiliares caracterizada por a sua capacidade de secretar IL-17) t€ém sido
associadas com a destruicdo de tecidos. Camundongos BALB/c deficientes para IL-17
desenvolvem lesdes menores devido ao menor acumulo de CXCL2 e de neutréfilos nas lesdes
em comparac¢ido com o tipo selvagem, enquanto que niveis elevados de IL - 17 nao confere
nenhuma reducdo na carga de parasitdria (LOPEZ-KOSTKA et al., 2009). Curiosamente, um
estudo recente associou a produgcdo de IL-17 e IL-22 (uma citocina pré-inflamatéria,
produzido por células Th17 e NK) com a protecdo contra leishmaniose visceral humana
causada por L. donovani. Além disso, foi mostrado que L. donovani estimula a producao de
c€lulas produtoras de 1L-17 e IL-22 , bem como de IFN-y por células T humanas (PITTA et
al., 2009).

A cronicidade das infec¢des de Leishmania spp. indica que a indug¢do da imunidade
adaptativa € evitada, retardada ou suprimida. Nao estd claro ainda se células dendritica ou
macrofagos sdo capazes de transportar parasitos do local inicial da infeccdo para os
linfonodos drenates, local em que a resposta imune adquirida € iniciada. Porém, com a
expansdao do nimero de amastigotas, sua fagocitose por células dendriticas se torna também
mais freqiientes. As células dendriticas adquirem uma quantidade crescente de antigenos e
sinalizam através de seus TLRs para ativarem células CD8" e CD4" em linfonodos drenantes.
No entanto, apesar da migracao destas células, o processamento de antigenos e a producdo de
citocinas podem estar ainda prejudicados. (PETERS e SACKS, 2006; KAYE e SCOTT,
2011). A Figura 12 demonstra os principais evendos imunoldgicos envolvidos na

imunopatogénese da leishmaniose.
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Figura 12. Imunopatogénese da leishmaniose.
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Fonte: ALEXANDER e BROMBACHER, 2012.

Hé de fato uma grande complexidade na resposta do hospedeiro a esses patdgeno.
Porém, € importante destacar os perigos potenciais que estdo associados com o
desenvolvimento de apenas um modelo experimental simples para a leishmaniose. Ainda
permanece parcialmente desconhecido até que ponto essa complexidade da resposta imune do
hospedeiro para estes protozodrios deriva de aspectos intrinsecos dos parasitos em si, de
diferengas da resposta celular do hospedeiro humano versus murino ou de sutilezas no
desenho experimental. No entanto, a compreensdo da diversidade existente nas interagdes
parasito-hospedeiro em modelos experimentais em animais e, finalmente, em humanos, deve
ajudar a determinar se novas ferramentas de controle da leishmaniose e se elas devem ser
verdadeiramente de amplo espectro ou se vao exigir adaptacdes especificas para cada forma
da doenca (KAYE e SCOTT, 2011).
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3.5 Epidemiologia e diagnostico das leishmanioses

As leishmanioses estdo entre as mais significantes doengas tropicais negligenciadas e
tem sido considerada como grave problema de saide publica classificada na categoria I (sem
controle) pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) (BOELAERT et al., 2004). As
infeccdes de Leishmania spp. sdo endémicas em 98 paises de regides temperadas e tropicais
com 310 milhdes de pessoas vivendo em dreas de risco para o desenvolvimento de uma das
muitas formas da doenga. A estimativa de prevaléncia anual global de todas as formas de
leishmaniose é de quase 12 milhdes, apresentando mais de 20mil mortes anuais (OMS, 2015).
Cerca de 58 mil casos de leishmaniose visceral e 220 mil casos cutdneos sdo relatados
oficialmente a cada ano. No entanto acredita-se que apenas cerca de dois tercos dos paises
realmente reportem dados de incidéncia, sendo a notificacio da doenga mais escassa na
Africa. Com base em avaliacdes de sub-notificagdo, a incidéncia global anual estimada para a
forma visceral da doenca é de cerca de 200mil-400mil novos casos e para LT é de
aproximadamente 0,71 -1,2 mildes (ALVAR et al., 2012; CROFT et al., 2006). A Figura 13
mostra a distrubuic¢ao geografica da LT e LV, segundo dados da OMS.
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Figura 13. Distribuicao geografica das leishmanioses em 2012. (A) LT. (B) LV.
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No periodo de 2009-2013, foram registrados no Brasil 115.164 casos de LT e 18.560
de LV. O maior nimero de casos estd concentrado na regidao Norte (39,7% dos casos
registrados no pais) e Nordeste (34,9% dos casos registrados no pais) para LTA, apresentando
39,7% e 34,9% dos casos registrados no pais durante este mesmo periodo, respectivamente. J4
com relagdo a LV, aregido Nordeste é a que apresenta maior percentual de casos notificados
no Brasil (50,8%) (DATASUS, 2015). O pais é responsavel por 90 % dos casos notificados
nas Américas e € o terceiro maior foco de LV global. No Brasil, a LV € uma doenca que exige
a notificagdo compulsdria, cujos medicamentos para o tratamento sdo fornecidos
exclusivamente pelo governo e sdo liberados somente depois do relato do caso para o Sistema
Brasileiro de Informagdes Reportdvel de Doencas (ARAIjJ Oetal., 2013; BELO et al., 2013).

Como pacientes com leishmaniose ndo tratados sdo reservatério dos parasitos e,
portanto, contribuem para a transmissdo da doenga, o diagndstico precoce e tratamento sao
considerados um componente essencial no controle da doenga (CHAPPUIS et al., 2007). O
diagnostico parasitoldgico, utilizando como amostras a biopsia da lesdo tegumentar ou o
aspirado de medula 6ssea, constitui o paddo-ouro para o diagndstico da LT e LV,
respectivamente (GOTO e LINDOSO, 2012; SRIVASTAVA et al., 2011). Para o diagndstico
etiolégico, as alternativas incluem abordagens moleculares para a detec¢io de DNA de
Leishmania spp. através de métodos baseados no PCR, que pode detectar o género
Leishmania para confirmar a leishmaniose (como acontece com outros métodos
parasitologicos) ou identificar as espécies de Leishmania (GOTO e LINDOSO, 2012).
Embora tenha havido aumento substancial na aplicacdo de diagndstico molecular no
diagndstico e identificagdo de espécies de Leishmania, sua utilizagdo generalizada ainda é
dificultado pela exigéncia de infra-estrutura laboratorial substancial e dominio de
conhecimentos técnicos, estando limitado a laboratdérios de referéncia bem estabelecidos
(REITHINGER et al., 2007).

Até o momento também ndo héd vacinas disponiveis ou farmacos profilaticos para
doenca em humanos. Além disso, a auséncia de uma candidata a vacina humana como
profildtica promissora, juntamente com a escassez de estudos de vacinas humanas, indica que
uma vacina humana eficaz e rentdvel seja improvdvel em um futuro préoximo (GOTO e
LINDOSO, 2012; STOCKDALE e NEWTON, 2013).

As outras medidas de controle e prevencao da doenca consistem em evitar o contato

entre homem e o inseto vetor (MAGILL, 2005; SHARMA e SINGH, 2008), além da
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eliminagdo dos reservatorios.

Os caes sao o principal reservatorio de L. infantum chagasi em LV antropozoondtica.
Apesar das evidéncias obtidas em estudos experimentais mostrarem diminui¢do da incidéncia
da LV em cdes e criancas apds triagem soroldgica de cdes e sacrificio de animais
soropositivos, a eficiéncia e aceitabilidade desta estratégia de controle é cada vez mais
debatida (ALVAR et al., 2004; CHAPPUIS et al., 2007).

Tratar cdes infectados ndo € uma estratégia de controle eficaz, visto que os animais
apresentam recaidas freqiientes e as leishmanias podem recuperar a infectividade semanas
ap6és o tratamento, apesar do animal ser considerado clinicamente curado. Além disso, a
utilizagdo generalizada de medicamentos veterindrios em LV canina pode conduzir a
resisténcia dos parasitos. A vacinacdo de cdes seria, no entanto, a estratégia mais eficaz.
Existiam no mercado duas vacinas anti-Leishmania destinadas a vacinagdo canina, a
Leishmune e Leish-Tec, ambas desenvolvidas em centros de pesquisa brasileiros (CHAPPUIS
et al.,, 2007, LAINSON e RANGEL, 2005). No entanto, a Portaria do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, publicada no dia 11 de novembro de 2014, proibiu a
fabricacdo da vacina Leishmune. De acordo com o Departamento de Fiscaliza¢do de Insumos
Pecudrios, a suspensdo da licenca de fabricacdo da vacina é decorrente do ndo cumprimento
do regulamento técnico para pesquisa e desenvolvimento de produtos conforme regulamenta a
normativa do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento n°31/2007, visto que a
vacina ndo atendeu os requisitos de avaliacdo de eficdcia vacinal feitas pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento e pelo Ministério da Saide (BRASIL, 2014). Desta

forma, apenas a vacina Leish-Tec esta disponivel para profilaxia contra LV em caes.

3.6 Tratamento das leishmanioses

O objetivo do tratamento consiste em acelerar a cura, reduzir o risco de formacdo de
cicatrizes na LT e prevenir a progressao das leishmanioses (AMEEN, 2010). A terapia
medicamentosa para leishmaniose tegumentar ndo mudou significativamente desde o inicio
do século XX, quando comec¢ou. No entanto, o conhecimento sobre a diferenca na atividade
de farmacos frente a diferentes espécies de Leishmania spp. € sua manifestacdo clinica esta

aumentando lentamente (GOTO e LINDOSO, 2012).
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Tradicionalmente, o tratamento da LV tem contado com o uso de antimoOnio
pentavalente (estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina), introduzido na década
40 (ALVAR et al., 2006; MURRAY et al., 2005). Os antimoniais pentavalente podem ser
administrados por via intravenosa ou intramuscular e sdo a primeira linha de tratamento da
leishmaniose ao longo dos ultimos 74 anos, fato que estd se modificando lentamente, devido a
disponibilidade de opcdes de tratamento alternativo e surgimento de resisténcia na India ao
longo dos tultimos 24 anos, com falha do tratamento em até 60% dos casos em certas areas da
fndia, como no Estado de Bihar (ALVAR et al., 2006; CHAPPUIS et al., 2007).

O mecanismo de acdo dos antimoniais contra a leishmaniose envolve tanto fatores do
hospedeiro como fatores do parasito. Sabe-se que os antimdnios trivalentes inibem
diretamente a tripanotiona reductase do parasito, mas muitos dos detalhes mecanicistas dos
antimoniais permanecem obscuros (ASHUTOSH et al., 2007; BAIOCCO at al., 2009). Uma
das principais preocupagdes € a toxicidade acumulativa, particularmente, o desencadeamento
de efeitos adversos como arritmia cardiaca e pancreatite aguda. A elevacdo das enzimas
pancredticas decorrente do tratamento € visto com frequéncia, mas pancreatite clinica é
incomum. Além disso, considerando eletrocardiograma (ECG), leve mudangas (achatamento
da onda T ou inversdo) sdo vistas em cerca de 50% dos pacientes. A cardiotoxicidade severa
também € incomum, mas potencialmente fatal, ocorrendo em menos de 9% dos casos. A
monitorizacdo do ECG deve ser garantida durante o tratamento e atencdo especial deve ser
dada para aqueles paciente com condi¢des cardiacas pré-existentes. Os efeitos cardiacos sao
geralmente reversiveis dentro de dias a semanas apds a descontinuagdo do tratamento (VAN-
GRIENSVEN e DIRO, 2012). Pacientes com idade inferior a 2 anos ou superior a 45, com
sinais de LV avangada e/ou desnutri¢do severa, apresentam maior risco de morte durante a
terapia antimonial, devido a toxicidade do farmaco, lentidao de acdo deste medicamento, bem
como as complicagdes de LV ou uma combinacdo de todos esses fatores (CHAPPUIS et al.,
2007).

A pentamidina é um substituto eficaz para os antimoniais pentavalente e ¢
frequentemente usada com segunda escolha de tratamento apds falha do tratamento
antimonial. A pentamidina apresenta a mesma eficicia que o tratamento antimonial conta LT
causada por L. panamensis ou L. guyanensis no Brasil, Colombia, Guiana Francesa e

Suriname, mas € menos eficaz para L. braziliensis (SEIFERT, 2011; TUON et al., 2008).
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Embora o mecanismo preciso de a¢do ainda nao esteja totalmente elucidado, tem sido
reportado que este farmaco entra em promastigotas através de transportadores de argina ou de
poliamina, acumulando-se, principalmente, na mitocondria (MUKHERIJEE et al., 2005;
PORCHEDDU et al., 2012). A pentamidina age sobre o genoma do parasito, dificultando a
replicagdo e transcricdo em nivel mitocondrial. Estudos biofisicos e de cristalografia
demonstram que grupos amidas carregados na pentamidina formam ligacdes de hidrogénio
com O, da timina ou com N3 da adenina, formando complexos na regidao do sulco menor do
DNA. Modificacdo da morfologia do cinetoplasto e fragmenta¢do de mitocdndrias do parasito
também sdo ocasionadas por este farmaco (MISHRA et al., 2007; SEIFERT, 2011; TUON et
al., 2008).

O regime terapé€utico consiste na administracdo de uma dose de 4mg/kg/dia deste
farmaco, por via intramuscular, trés vezes por semana em dias alternados, até que haja a cura
do paciente, ndo excedendo a dose total recomendada de 2g (OURIVES-NEVES et al, 2011).
Hipoglicemia e hiperglicemia sdo seus principais efeitos adversos. Outros efeitos colaterais
comuns sdo dor no local da inje¢do, gosto metdlico na boca, dor de cabega, congestdo e
dispnéia. Efeitos secundarios pouco frequentes incluem febre, parestesias faciais, ardéncia nos
olhos, suor, tontura e fadiga. Os pacientes devem ser monitorados por causa da hipotensdo e
hipoglicemia (DAVID e CRAFT, 2009).

A anfotericina B é um antiftingico da classe dos polienos que apresenta alta afinidade
para o ergosterol, o principal esterol da membrana celular das Leishmania spp., formando
canais i0nicos ndo-aquosos (cdtion seletivos) e aquosos, o que culmina no aumento da
permeabilidade da membrana plasmética e morte do parasito (COHEN, 2010; LANIADO-
LABORIN e CABRALES-VARGAS, 2009).

Comercialmente, a anfotericina B € encontrada em quatro formulagdes diferentes:
desoxicolato de anfotericina B (anfotericina B convencional, Fungizon®); anfotericina B
lipossomal (Ambisome®); dispersdao de colesterol e anfotericina B (Amphocil®); e
formulacdo lipidica de anfotericina B (Abelcet®). Todas elas apresentam uma eficicia
semelhante, mas diferem em efeitos colaterais. As formula¢des comumente utilizadas para o
tratamento das leishmanioses sdo: desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal
(SEIFERT, 2011). Além disso, a anfotericina B € o tnico fairmaco aprovado pelo os Food and
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América para o tratamento da

leishmaniose (VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012).
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A partir da década de 80, a anfotericina B convencional foi sendo cada vez mais
utilizada em paises de alta renda per capita para o tratamento da LV. Atualmente, a
anfotericina B convencional substituiu antimoniais pentavelentes como o tratamento de
primeira escolha para LV em algumas dreas do Estado de Bihar da India, onde a falha
terapéutica € alta com o uso de antimoniais pentavalentes. A anfotericina B convencional é
uma opcao de tratamento eficaz, porém como apresenta elevada toxicidade, ha necessidade de
hospitalizagdo prolongada. Febre, calafrios e rigor relacionada com a perfusdao do
medicamento sdo efeitos colaterais quase universais apds o tratamento com anfotericina B
convencional. Os efeitos colaterais adversos que ameacam a vida, como a hipocalemia
(baixos niveis de potdssio no sangue), nefrotoxicidade e anafilaxia na primeira dose ndo sao
incomuns. Além disso, este farmaco é caro e requer um regime complexo (15 infusdes lentas
em dias alternados) (CHAPPUIS et al., 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012).

Anfotericina B lipossomal, miltefosina e paromomicina estdo gradualmente
substituindo antimoniais pentavalentes e anfotericina B convencional como os tratamentos
preferenciais em algumas regides, mas em outras dreas esses farmacos ainda estdo sendo
avaliados na monoterapia e em combinacdes terapéuticas (CHAPPUIS et al., 2007).

Diferentes formulacdes lipidicas de anfotericina B, principalmente anfotericina B
lipossomal, foram desenvolvida, combinando alta eficicia desse antifingico com baixa
toxicidade da preparacdo lipossomal. A anfotericina B lipossomal tem melhor distribui¢do e
maior meia-vida nos tecidos, resultando em menor toxicidade e menos esquemas terapéuticos
menos exigente. Esse farmaco € considerado por muitos especialistas como a melhor op¢ao
terapéutica existente contra LV, sendo usado como tratamento de primeira escolha na Europa
e nos Estados Unidos, e apresenta uso cada vez maior em paises de baixa renda per carpita.
Regimes de tratamento recomendados variam entre as regioes geograficas e a programacgao de
tratamento ideal ainda ndo foi determinada. Normalmente, uma dose total de 18 a 21 mg/kg
de anfotericina B lipossomal tem sido recomendada, com diferentes esquemas terapéuticos
sendo usados (BERN et al., 2006; CHAPPUIS et al., 2007).

Em 2007, a anfotericina B lipossomal foi recomendada como primeira linha de
tratamento em pacientes com coinfeccdo entre HIV e Leishmania spp., durante uma Reunido
Consultiva Informal da OMS. No entanto, nestes pacientes, o risco de falha do tratamento é
alto, independente do farmaco usado. Sabe-se atualmente que antimoniais pentavalentes

devem ser evitados, uma vez que eles tem sido associados com elevados taxas de
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mortalidades destes pacientes. Além disso, a terapia antirretroviral altamente ativa deve ser
iniciada para tentar restaurar parcialmente a func¢do imunoldgica do paciente, mas a sua
eficdcia em prevenir recaidas € baixa (CHAPPUIS et al., 2007).

Miltefosina, uma hexadecilfosfocolina que foi inicialmente desenvolvida como um
farmaco anticancer, € o primeiro medicamento oral eficaz para LV, fato que constituiu um
grande avanco no tratamento da doenca. Esse farmaco € o pilar do plano de eliminagao da LV
recentemente lancado no subcontinente indiano (DAVID e CRAFT, 2009). A maioria dos
dados sobre miltefosina sdo de areas com LV antropondtica, ou seja, causada pela infec¢do
com L. donovani. Em um estudo clinico recente de Fase IV, a taxa de cura final foi de 82%
quando se avaliou a inteng¢do de tratamento e de 95% ao realizar a anélise de protocolo, com
apenas trés mortes em 1132 pacientes. Neste estudo, os critérios de toxicidade de eventos
adversos comuns de grau 3 foram encontrados em 3% dos pacientes, incluindo a toxicidade
gastrointestinal grave e aumento significativos nos niveis de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina. Os dados sobre o uso miltefosina no
leste da Africa estdo restritos a um estudo que foi realizado no norte da EtiGpia, que
demostrou que € tdo segura e eficaz quanto estibogluconato de sédio em pacientes HIV-
negativos e mais seguro, porém menos eficaz, em pacientes coinfectados com HIV. Além
disso, a miltefosina é potencialmente teratogénica e seu uso €, portanto, estritamente proibido
em mulheres gravidas ou em mulheres que possam engravidar dentro de dois meses de
tratamento, exigindo uma contracepg¢ao eficaz até varios meses apds o seu uso (CHAPPUIS et
al., 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012).

Miltefosina € licenciada em um nimero limitado de paises, incluindo a Alemanha,
Colémbia e India. Nesses paises, a terapia com este firmaco tem sido cada vez mais
explorada, principalmente em regides de alta endemicidade, com o objetivo de identificar um
regime terapéutico curto barato, bem tolerado, com a grande vantagem de pode ser
administrada preferencialmente de forma ambulatorial, com exigéncia de monitorizacdao
clinica minima. O longo tempo de meia-vida (150 horas), o fato da resisténcia do parasito ser
facilmente induzida in vitro, combinados com uso irracional da miltefosina observado durante
a auto-administracdo por pacientes, aumentaram a preocupa¢do com o rdpido surgimento de
resisténcia ao medicamento em regides endémica para doenca (VAN-GRIENSVEN e DIRO,
2012). A crescente utilizacdo de miltefosina para tratamento da leishmaniose canina na

Europa também pode aumentar o desenvolvimento de resisténcia em L. infantum chagasi. Na
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Bolivia, miltefosina também pode ser usada para tratar LMC causada por L. braziliensis
(CHAPPUIS et al., 2007; OMS, 2010).

Paromomicina (anteriormente conhecida como aminosidina) € um antibidtico
aminoglicosideo, com boa atividade anti-Leishmania e estd disponivel em formulacdes
parenterais e topicas (DAVID e CRAFT, 2009). Vérios estudos foram realizados em paises de
baixa e média renda per capita com paromomicina, um farmaco parenteral barato e eficaz,
com uma toxicidade aceitdvel. Esse farmaco pode ser facilmente administrados por injecao
intramuscular. Outras vantagens da paromomicina inclui o fato de ser ativa contra uma grande
variedade de agentes patogénicos, incluindo bactérias (CHAPPUIS et al., 2007; VAN-
GRIENSVEN e DIRO, 2012).

Os resultados de estudos iniciais na India e na Africa foram promissores, mas o
fabricante original abandonou a producdo do farmaco. Os resultados dos ensaios de Fase 111
realizados recentemente na India mostraram excelente eficdcia e seguranca. Nao foi
observada nefrotoxicidade, porém ototoxicidade reversivel (lesdes no interior ouvido) foi
observada em 2% dos pacientes. Além disso, 1,8% dos pacientes apresentaram um aumento
significativo (> cinco vezes) de transaminases hepaticas. Dor causada pela injecdo leve foi
relatado por mais de 50% dos pacientes. E importante mencionar que até o momento nio hd
ensaios clinicos realizados em pacientes infectados com L. chagasi (CHAPPUIS et al., 2007;
VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012).

Sitamaquina € uma 8-aminoquinolina cuja eficdcia por via oral contra LV foi
relatada ha mais de 20 anos. Estudos de Fase II foram realizados no Brasil, Quénia e India e
apresentou taxas de cura que variaram de 27% a 87%, mas também houve vérios casos de
eventos adversos renais graves. Estudos clinicos de Fase II estio em andamento e os de Fase 3
sendo planejadas na India (CHAPPUIS et al., 2007).

A terapia combinada € o caminho sugerido para aumentar a eficicia do tratamento,
prevenir o desenvolvimento de resisténcia a farmacos, reduzir a duracdo do tratamento e,
talvez, diminuir o custo do tratamento, como tem sido verificado no tratamento de doencgas
como a maldria, tuberculose e HIV (VAN-GRIENSVEN et al., 2010). A associacdo de
estibogluconato de s6dio e paromomicina foi considerada segura e eficaz em testes
preliminares realizados na India e na Africa Oriental, e tem sido usado com sucesso em mais
de 4 mil pacientes sudaneses pela Organiza¢ao Nao-Governamental Médicos Sem Fronteiras

(CHAPPUIS et al.,, 2007). A politerapia através da combinacdo entre anfotericina B
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lipossomal (5 mg/kg de dose tnica), paromomicina e /ou miltefosina também foi altamente
eficaz (98% -99%), segura e agora foi incluida nas recomendac¢des da OMS para o tratamento

da doenga no subcontinente indiano (VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012).
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Abstract:

Trypanosomatids are protozoan parasites that cause various diseases in human,
such as leishmaniasis, Chagas disease and sleeping sickness. The highly syntenic
genomes of the trypanosomatid species lead the assumption that they can encode
similar proteins, indicating the possibility to design new antitrypanosomatid drugs with
dual trypanosomicidal and leishmanicidal activities. In this work a series of
compounds (6a-hand 7a-h), containing a semicarbazone scaffold as a peptide
mimetic framework, was designed and synthetized. From this series compound 79
(LASSBIio-1483) highlighted, showing dual in vitro trypanosomicidal and
leishmanicidal activities, with potency similar to the standard drugs nifurtimox and
pentamidine. This data, taken together with its good in silico druglikeness profile and
its great chemical and plasma stability, make LASSBio-1483 (7g) a new
antitrypanosomatid lead-candidate.

Key-Words: neglected diseases, trypanosomiasis, leishmaniasis,
protease,semicarbazone, peptide mimetic
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Introduction:

Neglected diseases (DN) represent a set of parasitic illnesses that primarily
affectpoor people in developing countries. Those caused by Trypanosomatidae
protozoansinclude Chagas disease and sleeping sickness, produced by
Trypanosoma species, and leishmaniasis, caused by different species belonging to
the genus Leishmania [1]. Affording to World Health Organization (WHO),
trypanosomiasis and leishmaniasis arethe most challenging among the neglected
tropical diseases [2]. A comparative genomics of trypanosomatid parasitic protozoa
revealed a conserved core proteome of about 6200 genes among Leishmania major,
Trypanosoma cruzi, and Trypanosoma brucei [3]. The highly syntenic genomes of the
trypanosomatid species lead the assumption that they can encode similar proteins
and drugs designed against conserved core processes should have the advantage of
being potentially useful against all three protozoa. Among the possible drug targets in
trypanosomatids, the peptidases or proteases have concerned attention due their
many roles in highly specific functions to the parasites’ life cycles [4-6]. Considering
the ability of these enzymes to catalyze the hydrolysis of peptide bonds [7-9]
compounds containing amide or amide-mimetic frameworks can be designed as
proteolytic inhibitors withantitrypanosomatid activity, as exemplified by compounds 1-
4 (Chart 1) [9-12]. In similar manner, the ortho-hydroxyphenyl group linked to the
imine subunit of a hydrazine functional group is believed to be an interesting scaffold
for cysteine proteases inhibition. This statement is based on a theoretical proposed
mechanism involving the nucleophilic attack of sulfhydryl group of a cysteine-
protease on a reactive ortho-quinonemethyde intermediate, generated from the
tautomeric equilibrium of orthohydroxyarylaldehydehydrazonemoiety (e.g. compound
5, Chart 2) [13-14].
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Chart 1: Examples of compound containing amide mimetic framework able to

inhibitproteases of parasites

In order to design new peptide mimetic derivatives enclosing frameworks able
to be recognized by trypanosomatids proteases, a series of semicarbazone
derivatives(6a-h and 7a-h) were planned by molecular modification on prototype 5
(LASSBIio-1022) [14]. These modification were based on ring replacement between
quinoxaline nucleus and 1,3-benzodioxole system (a, Chart 2); molecular
simplification representedby elimination of methyl group (b, Chart 2); followed by aza-
homologation strategy (c,Chart 2), converting the N-acylhydrazone subunit in a
semicarbazone framework. The congeners series was further designed by classical
isosterism replacement on 2-hydroxyphenyl subunit, varying the electronic nature of
the monovalent group (a-f) andby isosteric ring replacement of phenyl group by a
substituted furan system (g) and its phenylogous analogue (h) (Chart 2) [15]. In this
paper we described the synthesis of the designed compounds 6a-h and 7a-h and

their trypanosomicidal and leishmanicidal activities.
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Chart 2: Design concept of semicarbazone derivatives (6a-h and 7a-h) from molecular
modifications on prototype 5

Results and Discussion

Chemistry

Compounds 6a-h and 7a-h were synthetized in three linear steps from the
amines 8 and 9, obtained commercially (Scheme 1). In the first step the amines were
condensed with phenyl chloroformate in chloroform at room temperature in order to
furnish the carbamates 10 and 11 [16-17]. These compounds were treated with
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hydrazine monohydrate in ethanol to provide the semicarbazide derivatives 12 and
13 [18]. These key-intermediates were finally condensed with appropriated
aldehydes, selected based on the design concept depicted in Chart 2, to obtain the
semicarbazones 6a-h and 7a-h in good overall yields (Scheme 1) [19]. The chemical
structure of the compounds 6a-h and 7a-h was elucidated by 'H and '*C NMR, IR
and mass spectrometry. The analysis of the 'H and C NMR spectra of these
compounds revealed the presence of only one signal relative to the hydrogen and
carbon of iminedouble bond (N=CH), suggesting that all compounds were
synthetized as a single diasterecisomer. The unequivocal characterization of the
relative configuration of iminedouble bond (E or Z2) was performed using X-ray
diffraction study. However, consideringthe difficulty of getting compounds 6a-h and
7a-h in crystalline form, only derivative 7g (LASSBio-1483), obtained as crystal solid,
was used in X-ray experiment. As shown in Figure 1, this experiment revealed that
compound 7g was obtained as diasterecisomer E. Based on these data and
considering the similarity in chemical shifts of imine hydrogen in '"H NMR spectra of
compounds 6a-h and 7a-h, is reason able to proposethat all semicarbazone
derivatives (6a-h and 7a-h) were obtained with the same stereochemistry (N=CH;

configuration E).
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Scheme 1: Synthesis of semicarbazone derivatives 6a-h and 7a-h from the amines 8
and 9

X-Ray diffraction analyses

Figure 1 is a structure representation of 7g crystallized in the P2i/c space
group. Table 1 present its main crystallographic data. The geometric features were
studied with the software MOGUL [20] and this analysis showed that all bond lengths
and angles were in agreement with the expected statistical values when compared

with similar fragments of structures deposited in Cambridge Structural Database
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(CSD) [21]. The least-square plane through the non-hydrogen atoms of the 5-nitro-2-
furaldehydesemicarbazone moiety shows a high planarity (r.m.s = 0.0358). This
molecular moiety forms an angle of 10.78 (6)® with that one through the benzoic ring
(r.m.s = 0.0281). Information about intermolecular geometry of 7g and the details of
all hydrogen bond contacts involved in its networks can be found in the
supplementary material (Figure 1S and Table 1S)
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Figure 1: View of representative semicarbazone derivative 7¢g with ellipsoids
represent 50%-probability level. H atoms are shown as small spheres of arbitrary

radii.
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Table 1. Crystal data and the structures refinement for 7g (LASSBio-1483).

Parameters

79 (LASSBio-14€3)

Empirical formula
Formula weight
Wavelength, A
Crystal system

Space group
Cell Parameters, A and ©

v, A?
z
L, mm’’

p calc., Mg m’
B-range for data collection
Index ranges
Refl. Collectad / Unique
Completeness to theta = 67.680°
Data / restraints / parameters
R indices [I>2sigma(l)]

R indices (all data)
GooF on F2

Ci2HgCIN4 Oy
308.68
1.5418

Monoclinic
P2ic

a = 8.8854(2), b = 13.8588(3), ¢ = 13.5620(3)

B =129.229(2)
1293.65(8)
d
2.855
1.585
5.283 to 62.270°
-10<=h<=9, -14<=k<=15, -15<=|<=15
3977 / 2005 [R(int) = 0.0198]
85.6 %
2005 /0/ 190
R1 = 0.0349, wR2 = 0.0886
R1 = 0.0479, wR2 = 0.0964
1.042

Residual density, eA* 0.200 and -0.253

Cytotoxic studies

Before starting the evaluation of the trypanosomicidal and leishmanicidal
activities of semicarbazones 6a-h and 7a-h, the eventual cytotoxic profile of these
compounds against mammalian cells was investigated by MTT assay [22]. In this
study murine macrophages cell line J774.A1 was treated with compounds 6a-h and
7a-h at serial concentrations (0.1—100 uM) and the half maximal inhibitory
concentration (ICso) was determined as illustrated in Table 2. Only compounds 7b
and 7e showed cytotoxicactivity to mammalian cell with 1Cso = 71.2 and 35.7 uM,

respectively (Table 2).

Trypanosomicidal Activity

Semicarbazone derivatives 6a-h and 7a-h were evaluated in vitro against

epimastigote forms of Trypanosoma cruzi, Tulahuen 2 strain, discrete typing unit,
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DTU,Tc VI [23] in a screening concentration of 100 uM. Compounds which presented
an inhibition superior than 50% at 100 uM were selected to determine their ICso
values, and their ability to inhibit the parasite growth was tested in comparison to the
standard drug nifurtimox [24]. As shown in Table 2, compounds 7a (ICso= 21 uM), 79
(ICs0 =11.9 uM), 6d (ICs0o = 8.5 uM) and 6g (ICso = 11.5 uM) presented the better
trypanosomicidal profile being equipotent to the standard drug nifurtimox (ICso =
7.7uM).

Leishmanicidal Activity

The ability of compounds 6a-h and 7a-h to inhibit the growth of promastigotes
forms of L. major were investigated, using pentamidine as standard [25]. Compounds
with 1Cso values < 100 uM were selected to study their cytotoxic activity against
amastigostes forms of L. major. As exemplified in Table 2, all compounds containing
the 1,3-benzodioxole system (6a-h) were inactive as leishmanicide. In contrast,
compounds 7c, 7d, 7f, 7g and 7h showed cytotoxic activity against promastigotes of
L. major, although with potency inferior than pentamidine. Among these compounds
only the semicarbazones 7d (ICso = 74.0 uM), 7g (ICs0 = 1.5 uM) and 7h (ICs0 = 0.6
uM) were active against amastigote forms of L. major; being compounds 7g and 7h

more potent than pentamidine (ICso = 17.1uM).
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Table 2.
againstmacrophages (J774.A1), epimastigotes of T. cruzi and promastigote and

Determination of

amastigoteforms of L. major.

the cytotoxicity of

semicarbazone derivatives

J774.A1 cell | Epimastigote | Promastigote Amastigote
line T. cruzi L. major L. major
Compounds ICso (uM)? s (MM)" (Can (uM)° (Can (uM)°
Nifurtimox >100 7.7 0.9 441
Pentamidine >100 N.D. 0.8 171

6a (LASSBio-1200) >100 >100 > 100 N.D.
6b (LASSBio-1205) >100 > 100 > 100 N.D.
6c (LASSBio-1201) >100 > 100 > 100 N.D.
6d (LASSBio-1203) > 100 8.5 > 100 N.D.
6e (LASSBIio-1206) >100 > 100 > 100 N.D.
6f (LASSBIio-1210) > 100 > 100 > 100 N.D.
6g (LASSBIio-1302) > 100 11.5 > 100 N.D.
6h (LASSBIio-1303) > 100 50.0 > 100 N.D.
7a (LASSBio-1487) >100 21.0 > 100 N.D.
7b (LASSBIi0o-1701) 71.2 89.1 > 100 N.D.
7c (LASSBio-1490) >100 >100 6.9 >100
7d (LASSBio-1489) >100 > 100 94 74.0
7e (LASSBio-1486) 357 29.0 > 100 N.D.
7f (LASSBio-1488) >100 86.7 12.6 > 100
79 (LASSBIio-1483) >100 11.9 18.5 1.5

7h (LASSBio-1699) > 100 > 100 9.7 06

N.D. = not determined.a:ICso is the concentration required to give 50% death of cells, calculated by linear regression analysis
fromthe Kc values at employed concentrations (100, 10, 1 and 10-1pM). blCso is the concentration required to give 50% death of
T. cruziepimastigotes, calculated by linear regression analysis from the Kc values at employed concentrations (100, 50, 25, 10,
5, 1 uM);clCsois the concentration required to give 50% death of L. major parasites, calculated by linear regression analysis from
the Kcvalues at employed concentrations (100, 10, 1, 10-1, 10-2and 10-suM).

Considering the aim of identify a new antitrypanosomatid, the analysis of the

results depicted in Table 2, allowed the selection of compound 7g (LASSBio-1483)
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as adual trypanosomicidal and leishmanicidal agent. Therefore, the in silico
prediction of physicochemical, ADME and toxicity properties of LASSBio-1483 (79)
were calculated using the ACD/Labs Percepta Platform (License# 56950) and the
results were compared to those obtained for nifurtimox and pentamidine.

As demonstrated in Table 3, the drug-likeness of compound 7g was very
similarto nifurtimox and different from pentamidine, with no violations of Lipinsky’s
rule of 5 [26]. Regardless of the poor solubility (predicted in buffer at pH of 6.5),
compound 7g (LASSBio-1483) was showed to be highly permeable based on
predicted permeability across Caco-2 monolayers (Pe) and human intestinal
absorption (HIA) test. These results were similar to nifurtimox and opposite to
pentamidine, that was demonstrated to be a poorly permeable drug (Pe<1 * 10-6
cm/s and HIA < 30%) with zero oral bioavailability(F = 0 %, Table 3). LASSBio-1483
(7g) was expected to have an oral bioavailability (F) 0f39% (Table 3). The drug safety
profile of these compounds was also projected using

Program ACD/Percepta 14.0.0, based on probabilistic predictors. The
metabolic stabilityin human liver microsomes (HLM), the inhibition of hERG (the
human Ether-a-go-go-Related Gene) and the mutagenic profile (i.e. probability of
positive Ames test) were calculated and the results converted in the so called
classification scores (Table 4). As depicted in Table 3 compound 7g (LASSBio-1483)
was predicted as stable in HLM (< 0.33) and its ability to inhibit hnERG was undefined
(score > 0.33 and <0.67). However, similar to nifurtimox, LASSBio-1483 (7g) was
predictable to be mutagenic (score > 0.67), which is in agreement with the presence
of the toxicophoric 5-nitrofuranyl subunit.
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Table 3: Physico-chemistry properties and ADMET profile of compounds 79

(LASSBio-1483),

nifurtimox and pentamidine calculated using

ACD/Percepta 14.0.0

Compounds
Predicted 79 Nifurtimox Pentamidine
Properties (LASSBIio-1483)
MW (g/mol) 308.68 287.25 34042
H-Donors 2 0 6
H-Acceptors 8 8 6
Rotatable Bonds 4 3 10
LogP 3.03 0.04 2.09
Solubility 0.004 mg/ml 2.39 mg/mL 0.61 mg/mL
Caco-2 P.=204x10°cm/s | P.=88x10°cm/s | P.=0.6 x10° cm/s
HIA 100% 100% 16%
% F (oral) 39% 99% 0%
HLM 0.33 0.39 0.33
hERG 0.40 0.42 0.34
AMES 0.74 0.86 0.16

Table 4: The meaning of classification score range values for ADMET properties

usingProgram ACD/Percepta 14.0.0

Classification

Predicted ADMET Properties

Scores HLM hERG AMES

<0.33 Stable Non-inhibitor Non-mutagenic
>0.33 and < 0.67 Undefined Undefined Undefined

>0.67 Unstable Inhibitor Mutagenic

the Program

Bearing in mind the possibility of the chemical instability of the imine function,

present in the semicarbazone framework, the stability profile of compound 7g

87



(LASSBio-1483) was investigated in buffer solution in pH = 2.0 and 7.4 (Figure 3).
Moreover, inview of the peptide mimetic profile of semicarbazone scaffold, the
plasma stability of LASSBio-1483 was also studied (Figure 2B).

As demonstrated in Figure 2A, compound 7g (LASSBio-1463) presented high
stability in buffer solution, either in pH value that simulate gastric juice (pH = 2) or
eitherin pH value that mimic serum content (pH 7.4). The aqueous solubility of
LASSBi0-1483 (7g) was determined using UV-spectroscopic method [27]. Compound
7g presented alow aqueous solubility, with experimental value (0.0028 mg/mL)
similar to that predictedby Program ACD/Percepta 14.0.0 (0.004 mg/mL; Table 3).

The plasma stability of compound 7g (LASSBio-1483) was determined
following the methodology adapted from Konsoula and Jung (2008) [28]. The rat
plasma sample was validated using methyl biphenyl-4-carboxylate as standard. As
indicated in Figure 2B, this standard was completely metabolized by plasma
enzymes at time of 240 minutes,resulting in the formation of the biphenyl-4-carboxylic
acid (data not shown). In contrast,LASSBio-1483 (7g) was not metabolized during all
the analysis time (0, 30, 60, 120, 180,240 min). The data revealed the great plasma
stability of LASSBio-1483 (Figure 2B).

A) ) B ®)
Chemical stability Plasma stability
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Figure 2: A) Chemical stability of the compound LASSBIio-1483 (7g) at pH 2 and
7.4;B) Plasma stability of compounds LASSBIio-1483 (7g) and standard methyl
biphenyl-4-carboxylate.

In summary a series of semicarbazone derivatives (6a-h and 7a-h), containing

structural modifications on the rings linked to the amine (NH) and imine (N=CH)
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groups, were designed and synthetized. From this series compound 7g (LASSBio-
1483) highlighted, showing dual in vitro trypanosomicidal and leishmanicidal activities
with potency similar to the standards drugs nifurtimox and pentamidine. This data,
taken together with its good in silico druglikeness profile and its great chemical and
plasma stabilities, make LASSBio-1483 (7g) a new antitrypanosomatid lead-
candidate. The invivo trypanosomicidal and leishmanicidal activities of 7g will be

study in our labs.
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Experimental Section:

Chemistry

Reagents and solvents were purchased from commercial suppliers. The reactions
were monitored by thin layer chromatography, which was performed on aluminum
sheets precoatedwith silica gel 60 (HF-254, Merck) to a thickness of 0.25 mm. The
chromatograms were viewed under ultraviolet light (254265 nm). '"H NMR and *C
NMR spectra were determined in deuterated dimethyl sulfoxide using a Bruker DPX-
200at 200 MHz, Varian Mercury-300 (300MHz), Varian MR-400 (400 MHz). Signal
multiplicities are represented by: s (singlet), d (doublet), t (triplet), g (quadruplet), m
(multiplet) and br (broad signal). Infrared (IR) spectra were obtained with a FTLA
2000-100 spectrophotometer using potassium bromide plates. Melting points of final
products were determined with a Quimis 340 apparatus and are uncorrected. The
purity of compounds were determined by HPLC (>95%) using the Shimadzu—
LC20AD apparatus, a Kromasil 100-5C18 (4.6 mm X 250 mm) column and the SPD-

M20A detector (Diode Array) at 254 nm for quantification of analyte in a 1 mL/min
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constant flux. The injector was programmed to inject a volume of 20uL. The mobile
phases usedwere: CH3CN:H20 1:1; 6:4 and 7:3. The results of elemental analysis
were obtained FlashEA 1112 Series instrument (Thermo Scientific) from samples
previously driedunder vacuum. Ultraviolet spectroscopy was performed using Femto
spectrophotometer. The wavelength used in solubility assay was determined by the
Amax characteristic of each compound. Spectra were analyzed in FemtoScan
software. Mass spectrometry was obtained by positive and negative ionization at
Esquire 6000-ESI lon Trap MSn System Bruker Daltonics and data analyzed in
Compass 1.3.SR2 software.

1. Procedure for the preparation of intermediate carbamates 10 and 11(adapted
from references 16 and 17)

In 30 mL of chloroform was added 7.1 mL (56 mmol) of phenyl chloroformate and
allowed to stir. Then it was added slowly with a pipette, a solution of 6g of the
functionalized aniline 8 or 9 (47 mmol) in 50 mL of chloroform. The end of the
reaction was monitored by TLC after 4 hours of reaction, with total consumption of
the starting material (eluent: dichloromethane / methanol 5%). 2/3 of the solvent
volume was reduced in vacuum being subsequently added 50 mL of hexane and left
under stirring for 10 minutes. The mixture was vacuum filtered, and washed with

hexane.

1.1. Phenyl benzo[d][1,3]dioxol-5-ylcarbamate (10; LASSBio-1213)

Yield: 82%, black solid, m.p. >250 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3390 (vNH), 1717 (vCO); 'H
NMR (300 MHz, DMSO-dk) & (ppm): & 5.97 (s, 2H, H2), 6.87 (s, 1H, H4), 6.83-7.44
(m, 7H, H7,H6, H2",H3'H4",H5",H6"), 10.00 (s, 1H, Ar-NH); 99% purity in HPLC

(R.T.=7.3 min, CHsCN:H20 (6:1)); MS: m/z = 258.1 [M + H-.

1.2. Phenyl 4-chlorophenylcarbamate (11; LASSBio-1481)
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Yield: 72%, white solid, m.p. 190-192 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3311 (vNH). 1716 (vC=0);
'H-NMR (200 MHz. DMSO-ds) & (ppm): 5 10.38 (s, 1H, Ar-NH), 7.54 (d, 2H, H2 &
H6), 7.47-7.36 (m, 5H, H2", H3’, H4", H5" & H6"), 7.28 (d, 2H, H3 & H5); '*C-NMR
(200 MHz. DMSO-adk) d (ppm): 8152.2 (C=0), 150.9 (C17), 138.1 (C4), 129.9 (C2 &
C6), 129.3( C3 &C5), 127.2 (C1), 126.0 (C3" & C5), 122.4 (C2" & C6°), 120.5 (C4");
purity calculated by elemental analysis: analysis calculated (C 63.04%, H 4.07%, N
5.66%), experimental analysis (C 62.99%, H 4.04%, N 5.50% ); MS: m/z = 246.0 [M -
H]-.

2. Procedure for the preparation of semicarbazides 12 and 13 (adaptedfrom
reference 18)

In a solution containing 1g (4 mmol) of carbamate derivative (10 or 11) and 40 mL of
ethanol was added 2.3 mL (15 eq) of hydrazine hydrate 80%. After 12 hours at
roomtemperature, it was checked the end of the reaction by TLC (dichloromethane /
5%methanol), and the solvent volume was reduced and added ice checking
theprecipitation of product that was vacuum filtered.

2.1. N-(benzo[1,3]dioxol-5- yl) hydrazinecarboxamide (12; LASSBio-1212)

Yield: 85%, beige solid, m.p. 215-217 °C; I.R. (KBr) (cm™): 3356 (vNHz2), 3102-3216
(v NH), 1634 (v CO), 1634 (v C=N); '"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): d 3.33
(s, 2H, H2), 4.29 (s, 1H, CONH), 5.90 (s, 2H, NH2), 6.78 (d, 1H, H7), 6.84 (d, 1H,
H6), 7.23 (s, 1H, H4), 8.50 (s, 1H, ArNH); 98% purity in HPLC (R.T.= 2.9 min,
CHsCN:Hz20 (6:1)); MS: m/z=196.1 [M + H]-.

2.2. N-(4-chlorophenyl)hydrazinecarboxamide (13; LASSBio-1482)

Yield: 61%, white solid, m.p. >250 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3337 (vNH), 1668 (vC=0),
1011 (v C-Cl); "H-NMR (200 MHz. DMSO-dk) & (ppm): 88.76 (s, 1H, Ar-NH), 7.58 (d,
2H, H2 & H6), 7.46 (s, 1H, CONH), 7.25 (d, 2H, H3 & H5), 4,35 (s, 2H, NHz2); '*C-

NMR (200 MHz. DMSO-ck) & (ppm): & 157.2 (CO), 138.9 (C4), 128.2 (C2 & C6),
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124.8( C1), 119.6 (C3 & C5); purity calculated by elemental analysis: calculated (C
45.30%, H 4.34%, N 22.64%), experimental (C 45.36%, H 4.37%, N 22.70%); MS:
m/z=184,0 [M - H]..

3. Procedure for the preparation of semicarbazones 6a-h and 7a-h (adapted

from reference 19)

Semicarbazide 12 or 13 (0.25 g, 1.35 mmol) was added in 10 mL ethanol and1.35
mmol of aldehyde, at room temperature, followed by addition of 1 drop of
concentrated HCI. The solution remained under stirring for 30-240 minutes until TLC
(dichloromethane / methanol 5 to 10%) indicated completion of reaction. The volume
of ethanol was reduced, and after addition of ice, was observed precipitation of the
product that was filtered dried under vacuum. Yields and characterization pattern are
describedbelow.

3.1. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(2-hydroxybenzylidene)hydrazinecar-
boxamide (6a; LASSBio-1200)

Yield: 95%, brown solid, m.p. 215-217 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3334-2779 (vOH), 3190-
3042 (vNH), 1651 (vCO), 1576 (vC=N); 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm):
05.97 (s, 2H, H2), 6.84-7.29 (m, 6H, H4, H6, H7, H3", H4'& H5"), 7.87 (d, 1H, H6"),
8.25 (s, 1H, CONH), 8.72 (s, 1H, N=CH), 10.02 (s, 1H, Ar-NH), 10.48 (s, 1H, Ar-OH);
99% purity in HPLC (R.T.=4.8 min, CH3sCN:Hz20 (6:1)); MS: m/z = 300,1 [M + H]-.

3.2. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-hydroxybenzylidene)hydrazinecar-
boxamide (6b; LASSBio-1205)

Yield: 84% , beige solid, m.p. 202-204 °C; |.R. (KBr) (cm-1): 3389-2894 (vOH), 3200-
3088 (vNH), 1659 (vCO), 1523 (vC=N); '"H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm):
05.95 (s, 2H, H2), 6.77 (d, 2H, H3'& H5"), 6.82 (s, 1H, H4), 7.03 (d, 1H, H7), 7.29 (d,
1H, H6), 7.63 (d, 2H, H2'& H6"), 7.82 (s, 1H, CONH), 8.64 (s, 1H, N=CH), 9.73 (s,

1H, Ar-NH), 10.38 (Ar-OH); '3C-NMR (300 MHz, DMSO-dk) 5 (ppm): 5101.33 (C2),
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102.82 (C4), 108.28 (C7), 113.21 (C6), 116.00 (C3'& C5'), 126.03 (C1°), 129.22
(C2°& C6"), 134.08 (C5), 141.59 (C1), 142.94 (C3), 147.50 (N=CH), 153.78 (C=0),
159.35 (COH); 98% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CHsCN:H20 (6:1)); MS: m/z =
300,0 [M + Hs.

3.3. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(2-nitrobenzylidene)hydrazinecarbo-
xamide (6¢c; LASSBio-1201)

Yield: 89%, yellow solid, m.p.203-205 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3201-3094 (vNH), 1689 (v
CO), 1554 (v C=N), 1522 & 1335 (v NOz2); '"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm):
05.97 (s, 2H, H2), 6.84 (d, 1H, H7), 7.11 (d, 1H, H6), 7.27 (s, 1H, H4), 7.62 (1, 1H,
H5%), 7.77 (t, 1H,H4"), 8.02 (d, 1H, H6"), 8.34 (s, 1H, CONH), 8.44 (d, 1H, H3"), 8.78
(s, 1TH, N=CH), 10.96 (s, 1H, Ar-NH); 99% purity in HPLC (R.T.=6.0 min, CHsCN:H20
(6:1)); MS: m/z = 329,1 [M + HJ-.

3.4. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-nitrobenzylidene)hydrazinecarbo-
xamide (6d; LASSBio-1203)

Yield: 88%, orange solid, m.p.>250 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3196-3085 (vNH), 1682

(v CO), 1549 (v C=N), 1507 & 1339 (v NOz2), 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
55.97 (s, 2H, H2), 6.83 (d, 1H, H7), 7.02 (d, 1H, H6), 7.27 (s, 1H, H4), 8.05 (s, 1H,
CONH), 8.09 (d, 2H, H2'& H6"), 8.23 (d, 2H, H3'& H5"), 8.92 (s, 1H, N=CH), 10.96
(s, 1H, Ar-NH); "*C-NMR (300 MHz, DMSO-ak) d (ppm): & 101.44 (C2), 103.35 (C7),
108.29 (C6), 113.92 (C4), 124.30 (C2'& C6°), 128.39 (C3'& C5’), 133.64 (C5),
138.73 (C17), 141,47 (C1), 143.32 (C3), 147.52 (N=CH), 147.90 (C=0), 153.49 (C4").
99% purity in HPLC (R.T.=6.0 min, CHsCN:H20 (6:1)); MS: m/z = 329.1 [M + Hl-.

3.5. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-isopropylbenzylidene)hydrazine-
carboxamide (6e; LASSBio-1206)

Yield: 75%, beige solid, m.p.136-138 ‘C; I.R. (KBr) (cm-1): 3193-1117(vNH), 1686 (v
CO), 1549 (v C=N), 740 v (iPr); '"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 51.20 (d, 6H,

(CHs)2), 5.95 (s, 2H, H2), 6.80 (d, 1H, H7), 7.03 (d, 1H, H6), 7.25 (s, 1H H4), 7.28 (d,
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2H, H3", H5), 7.71 (d, 2H, H2", H6"), 7.89 (s, 1H, CONH), 8.67 (s, 1H, N=CH), 10.50
(s, 1H, Ar-NH); 3 C-NMR (300 MHz, DMSO-db) & (ppm): 524.25 (CHs)2, 33.88 (CH),
101.36 (C2), 102.96 (C7), 108.29 (C6), 113.40 (C4), 127.06 (C3'& C5'), 127.62
(C6'& C27), 132.68 (C5), 133.98 (C1°), 141.30 (C1), 143.04 (C3), 147.51 (N=CH),
150.47 (C4"), 153.72 (C=0); 98% purity in HPLC (R.T.=13.4 min, CHsCN:Hz20 (6:1));
MS: m/z = 326.2 [M + HJ-.

3.6. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(4-hydroxy-3-methoxybenzylidene)
hydrazine carboxamide (6f; LASSBio-1210)

Yield: 75%, white solid, m.p.198-200 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3193-3100 (vNH), 3349-
2841 (vOH), 1666 (vCO), 1549 (vC=N); 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm):
03.85 (s, 3H, CHs), 5.96 (s, 2H, H2), 6.78 (d, 1H, H7), 6.83 (s,1H, H4), 7.04 (d,1H,
H6), 7.13 (d, 1H, H6"), 7.31 (d, 1H, H5"), 7.43 (s, 1H, H2"), 7.83 (s, 1H, CONH), 8.68
(s, 1H, N=CH), 9.28 (s, 1H, OH), 10.39 (s, 1H, Ar-NH); "*C-NMR (300 MHz, DMSO-
ds) & (ppm): 56.36 (CHs), 101.35 (C2), 102.94 (C7), 108.31 (C4), 110.48 (C6), 113.39
(C67), 115.89 (C5"), 121.95 (C2"), 126.46 (C6), 134.07 (C1), 141.79 (C3), 142.98
(C1), 147.50 (N=CH), 148.50 (C3"), 148.9 (C4"), 153.80 (C=0); 99% purity in HPLC
(R.T.=3.7 min, CH3CN:H20 (6:1)); MS: m/z=330.2 [M + H]-.

3.7. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-((5-nitrofuran-2-yl)methylene) hydra-zine
carboxamide (6g; LASSBio-1302)

Yield: 90%, orange solid, m.p.221-223 °C; |.R. (KBr) (cm-1): 3155(vNH), 1676 (vCO),
1551 & 1325 (v NOz2); 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 55.96 (s, 2H, H2), 6.82
(d, 1H, H7), 6.97 (d, 1H, H6), 7.23 (s, 1H, H4), 7.34 (d, 1H, H4"), 7.78 (d, 1H, H3"),
7.88 (s, 1H, CONH), 8.78 (s, 1H, N=CH), 11.08 (s, 1H, Ar-NH); 98% purity in HPLC
(R.T.= 4.4 min, CH3CN:H20 (6:1)); MS: m/z=318,9 [M + HJ-.

3.8. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-((5-(4-nitrophenyl)furan-2-yl)methyle-
ne)hydrazine carboxamide (6h; LASSBio-1303)
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Yield: 95%, orange solid, m.p.226-228 ‘C; I.R. (KBr) (cm-1): 3095(vNH), 1698 (vCO),
1501 & 1355 (vNO2), 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm): 85.96 (s, 2H, H2), 6.83
(d, 1H, H7), 7.03 (d, 1H, H6), 7.12 (d, 1H, H3"), 7.29 (s, 1H, H4), 7.41 (d, 1H, H4"),
7.9 (s, 1TH, CONH), 8.02 (d, 2H, C3” & C5”), 8.25 (d, 2H, C2” & C6”), 8.65 (s, 1H,
N=CH), 10.77 (s,1H,Ar-NH); 95% purity in HPLC (R.T.=8.4 min, CH3CN:H20 (6:1));
MS: m/z=395.1 [M + H]-.

3.9. (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-(2-hydroxybenzylidene)hydrazinecarboxami-de
(7a; LASSBio-1487)

Yield: 89%, white solid, m.p. 197-199 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3435 (vNH), 1696 (vC=0),
1492 (v O-H), 1013 (v Ar-Cl); 'H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) 5 (ppm): 8 10.70 (s, 1H,
Ar- NH ), 10.10 (s, 1H, OH), 9.02 (s, 1H, CONH), 8.21 (s, 1H, N=CH), 7.93 (d, 1H,
H2%), 7.68 (d, 2H, H2 & H6), 7.33 (d, 2H, H3 & H5), 7.21 (t, 1H, H4"); 6.86 (m, 2H,
H3" & H5%); *C-NMR (200 MHz. DMSO-ds) 5 (ppm): 5156.1 (CO), 152.9 (N=CH),
139.0 (C67),138.2 (C4), 130.7 (C1), 128.3 (C2 & C6), 127.1 (C1°), 126.0 (C2"), 121.3
(C3 & C5),120.3 (C4"), 119.2 (C5°), 116.0 (C3’); 99% purity in HPLC (R.T.=11.7 min.
CHsCN:H20 (1:1)), MS: m/z=288.1 [M - H]-.

3.10.  (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-(4-hydroxybenzylidene)hydrazinecarboxami-de
(7b; LASSBio-1701)

Yield: 67%, white solid, m.p. 204-206 "C; I.R. (KBr) (cm-1): 3301 (vNH), 1617 (vC=0),
1488 (v OH); 1015(v Ar-Cl); 'H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) & (ppm): & 10.59 (s, 1H,
Ar- NH), 9.83 (s, 1H, OH), 8.93 (s, 1H, CONH), 7.86 (s, 1H, N=CH), 7.71 (d, 2H, H2
& H6), 7.67 (d, 2H, H3 & H5), 7.33 (d, 2H, H2" & H6"), 6.80 (d, 2H, H3" & H5"); '*C-
NMR (200 MHz. DMSO-ak) & (ppm): 5158.87 (C=0), 153.05 (N=CH), 141.44 (C4"),
138.25 (C4), 128.74 (C2 & C6), 128.22 (C2" & C6'), 125.89 (C1), 125.36 (C3 & C5),
121.17 (C3" &C5°), 115.44 (C1°); 98% purity in HPLC (R.T.=3.9 min. CH3CN:Hz20
(7:1)), MS: m/z=288.1 [M - H]-.
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3.11. (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-(2-nitrobenzylidene)hydrazinecarboxamide (7c;
LASSBio-1490)

The melting point, 'H NMR, "*C NMR and IR data are in agreement with previous

reports [29]. Yield: 85%, yellow solid, m.p. 200-202°C; I.R. (KBr) (cm-1): 3390 (vNH),
1709 (v C=0), 1537 e 1344 (v Ar-NO2), 1013 (v Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-
ds) & (ppm): & 11.15 (s, 1H, Ar-NH), 9.08 (s, 1H, CONH), 9.47 (d, 1H, H5"), 8.37 (s,
1H, N=CH), 8.03 (d, 1H, H2"), 7.78 — 7.58 (m, 2H, H3" & H4"), 7.69 (d, 2H, H2 & H6),
7.35 (d, 2H, H3 & H5); '*C-NMR (200 MHz. DMSO-ak) & (ppm): 5152.6 (C=0), 147.8
(N=CH), 137.8 (C6"), 136.0 (C4), 133.2 (C17), 129.9 (C1), 128.4 (C5"), 128.3 (C3"),
128.2 (C2 & C6), 126.3 (C2"), 124.3 (C4"), 121.4 (C3 & C5); purity calculated by
elemental analysis: analysis calculated (C 52.76%, H 3.48%, N 17.58%),
experimental analysis (C 52.54%, H 3.41%,N 17.34%); MS: m/z=317.1 [M - H]..

3.12 (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-(4-nitrobenzylidene)hydrazinecarboxamide (7d;
LASSBio-1489)

The melting point, '"H NMR, *C NMR and IR data are in agreement with previous
reports [29].Yield: 66%, yellow solid, m.p. 248-250°C; I.R. (KBr) (cm-1): 3086 (vNH),
1684 (v C=0), 1541 e 1318 (v Ar-NOz2), 1009 (v Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-
ds) & (ppm): 611.16 (s, 1H, Ar-NH),9.19 (s, 1H, CONH), 8.25 (d, 2H, H3" & H5"), 8.15
(s, 1H, N=CH), 8.07 (d, 2H, H2" & H6"), 7.70 (d, 2H, H2 & 5), 7.36 (d, 2H, H3 & H5);
BC-NMR (200 MHz. DMSO-ak) 5 (ppm): 5152.80 (C=0), 147.41 (N=CH), 140.78
(C47), 138.64 (C4), 137.91(C1"), 128.30 (C2 & C6), 127.91 (C3" & C5'), 126.40 (C1),
123.74 (C2" &C6°), 121.67 (C3e C5); 98% purity in HPLC (R.T.=5.6 min. CH3CN:H20
(6:1)), MS: m/z=317.1 [M - H]-.

3.13 (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-(4-isopropylbenzylidene)hydrazinecarboxa-mide
(7e; LASSBio-1486)

Yield: 62%, white solid, m.p. 138-140 "C; I.R. (KBr) (cm-1): 3375 (vNH), 1694 (vC=0),

1012 (v Ar-Cl); "H-NMR (200 MHz. DMSO-d) & (ppm): 510.77 (s, 1H, Ar-NH), 9.01
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(s, 1H, CONH), 7.93 (s, 1H, N=CH), 7.76 (d, 2H, H2 & H6), 7.73 (d, 2H, H3& H5),
7.34 (d, 2H, H2" & H6"), 7.29 (d, 2H, H3" & H6"), 2.50 (s, 1H, CH), 1.21 (d, 6H,
(CH3)z); '*C NMR (200 MHz. DMSO-d6) & (ppm): 8153.0 (C=0), 150.0 (N=CH), 141.1
(C47). 138.1 (C4), 132.0 (C1"), 128.2 (C2 & Cb6), 127.1 (C2" & C9’), 126.5 (C3" &
C8"), 126.0 (C1), 121.3 (C3 & C5); purity calculated by elemental analysis: analysis
calculated (C 52.72%, H 3.24%, N 12.30%), experimental analysis (C 52.52%, H
2.9%, N 12.31%); MS: m/z=314.1 [M - H]-.

3.14 (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-(4-hydroxy-3-methoxybenzylidene)hydrazine
carboxamide (7f; LASSBio-1488)

Yield: 90%, white solid, m.p. 218-220 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3410-2835 (vAr-OH),
3334(vNH), 1677 (vC=0), 1092 (vAr-Cl); 'H-NMR (200 MHz. DMSO-ds) & (ppm):
610.63 (s, 1H, Ar-H), 9.45 (s, 1H,OH), 9.01 (s, 1H, CONH), 7.87 (s, 1H, N=CH), 7.73
(d, 2H, H2 & H6), 7.49 (s, 1H, H2"), 7.35 (d, 2H, H3 & H5), 7.16 (d, 1H, H7"), 6.82 (d,
1H, H6"), 3.37 (s, 3H, OCHBa); *C-NMR (200 MHz. DMSO-dk) & (ppm): 8153.6 (C=0),
148.9 (N=CH), 148.5 (C5"), 142.2 (C3"), 138.8 (C4), 128.8 (C2 & C6), 126.52(C1),
126.3 (C17), 122.1 (C67), 121.8 (C3 & C5), 115.9 (C2"), 110.5 (C7’), 56.3 (C4"); purity
calculated by elemental analysis: analysis calculated (C 56.35%, H 4.41%, N
13.14%), experimental analysis (56.35%, H 4.67%, N 12.92%); MS: m/z=318.1 [M -
H]-.

3.15 (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-((5-nitrofuran-2-yl)methylene)hydrazinecar-
boxamide (7g; LASSBio-1483)

Yield: 80%, yellow crystal, m.p. 182-184°C; |.R. (KBr) (cm-1): 3372 (vNH), 1694 (v
C=0), 1532 e 1327 (v Ar-NOz2), 1013 (v Ar-Cl); 'H-NMR (200 MHz. DMSO-ck) d
(ppm): 511.28 (s, 1H, Ar-NH), 9.09 (s, 1H, CONH), 7.91 (s, 1H, N=CH), 7.82 (d, 1H,
H3), 7.66 (d, 2H, H2 & H6), 7.35 (m, 3H, H3,H5 & H4"); *C-NMR (200 MHz. DMSO-
d6) O (ppm): 8152.6 (C=0), 152.3 (C2’), 151.3 (N=CH), 137.6 (C4), 129.0 (C1"),
128.3 (C2 & C6), 126.4 (C1), 121.4 (C3 & C5), 115.1 (C3"), 112.9 (C4’); purity

calculated by elemental analysis: analysis calculated (C 46.69%, H 2.94%, N
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18.15%), experimental analysis (C 46.93%, 2.95%, N 18.28%);MS: m/z = 307.1 [M -
HJ-.

3.16 (E)-N-(4-chlorophenyl)-2-((5-(4-nitrophenyl)furan-2-yl)methylene)hy-
drazinecarboxamide (7h; LASSBio-1699)

Yield: 64%, yellow solid, m.p. 248-250°C; I.R. (KBr) (cm-1): 3365 (vNH),1688 (vC=0),
1532 e 1326 (v Ar-NOz2), 1010 (v Ar-Cl); 'H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) & (ppm):
610.98 (s, 1H, Ar-NH), 8.98 (s, 1H, CONH), 8.28 (d, 2H, H3” & H5"), 8.05 (d, 2H, H2”
& H6”), 7.92 (s, 1H, N=CH), 7.72 (d, 2H, H2 & H6), 7.45 (d, 1H, H3"), 7.35 (d, 2H, H3
& H5), 7.17 (d, 1H, H2); "*C-NMR (200 MHz. DMSO-dk) & (ppm): 8152.65 (C=0),
151.80 (C4”), 151.26 (N=CH), 146.13 (C1”), 137.96 (C4), 135.30 (C1"), 130.56 (C4"),
128.32 (C3” & C5”), 126.18 (C1), 124.40 (C2",C6”, C2 & C6), 121.23 (C3 & C5),
114.31(C3"), 112.40 (C2"); 98% purity in HPLC (R.T.=8.7 min. CH3CN:H20 (7:1)),
MS: m/z=383.1 [M - H]..

Methodology for single crystal X ray diffraction measurements

Orange plate-like crystals of 7¢g were obtained by slow evaporation of methanol

at room temperature. A well-shaped and suitably-sized single crystal
(0.15x0.10x0.04mm) was selected for the X-ray diffraction structure determination
experiment. The Xray intensity data were collected at 150 K on a Gemini-Oxford
Diffractometer, using CuKa graphite monochromated radiation. The programs
CrysAlis CCD and CrysAlis RED [30] were used for data collection, cell refinement
and data reduction. The structure was solved by direct methods using the software
Sir-92 [31] and there finement was carried out using SHELXL-2013 [32]. The non-
hydrogen atoms were clearly solved and full matrix least-squares refinement of these
atoms with an isotropic thermal parameters was carried on. All hydrogen atoms were
positioned stereochemically and were refined with fixed individual displacement
parameters [Uiso(H) = 1.2 Ueq] using a riding group model with C—H and N-H bond
lengths of 0.95 and0.88 A, respectively. WINGX software was used to analyze and
prepare the data forpublication [33]. Molecular graphics were prepared using

ORTEP-3 for Windows [34] and Mercury [35]. Crystallographic data for the structural
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analysis of the compound discussed here has been deposited at the Cambridge
Crystallographic Data Centre as as upplementary publication under number CCDC
1031516. Copies of the data can be obtained, free of charge, on application to
CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB121EZ, UK [fax: +44 1223 336033 or e-mail:

deposit@ccdc.cam.ac.uk].

Biology

Culture of J774.A1 murine macrophages

These adherent-phenotype macrophage line was cultured in Dulbecco's Modified
Eagle's medium (DMEM, Sigma) supplemented with 10% FBS at 37°C with 95%
humidityand 5% CO2.

Culture of Trypanosoma cruzi epimastigotes

T. cruzi epimastigotes (Tulahuen 2 strain) were cultured at 28 °C for 5-7 days
(exponential phase of growth) under aerobiosis in axenic BHI-tryptose milieu (33 g/L
brain-heart infusion, 3 g/L tryptose, 0.02 g/L hemin, 0.3 g/L D-(+)-glucose,
supplemented with 10% (v/v) calf serum, 200000 units/L penicillin and 0.2 g/L

streptomycin).

Culture of L. major promastigotes of L.major

Promastigotes of L. major IOC/L0581 (MHOM/SU/1973/5-ASKH) were obtained

from Leishmania collection of the Oswaldo Cruz Institute - Fiocruz. The parasites
were maintained in vitro in Schneider's medium, supplemented with 10% FBS and

2% human urine at 272 C in BOD incubator.

Cytotoxicity against host cells

To evaluate the cytotoxic activity against the J774.A1 cell line, the host cells were
plated in 96-well vessels at 2 x10s cells per well in complete culture medium 10%
FBS at 37 °C. After 1 h wells were washed with warm HBSS to remove non-adherent
cells, leaving approximately 105 adherent macrophages. All cultures were done in

DMEM complete supplemented with 10% FBS. The compounds and pentamidine
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were added at serial concentrations (0.1 — 100 uM). The cells were also cultured with
medium free from compounds or vehicle (basal growth control) or in media with
DMSO 0.1% (vehicle control). Positive control (dead cells) was obtained by cellular
lysis with 1% of Triton 100X in DMEM complete. After 48 h, the cytotoxicity was
evaluated by the MTT assay [19]. Data obtained from experiments were expressed
as the mean = standard error ofthe mean (Mean + S.E.M.) and statistical differences
between the treated and the vehicle groups of experiments were evaluated by
ANOVA and Dunnett hoc tests. ICso (concentration required to give 50% death of
cells) was calculated by linear regression analysis from the Kc values at employed

concentrations [22].

In vitro anti-T. cruzi activity

Parasites were harvested in the late log phase, resuspended in fresh medium,
counted in a Neubauer chamber, and placed in 24-well plates (3 x 10°/mL). Parasite
growth was followed measuring the absorbance of the culture at 610 nm [24]. Before
inoculation, the media were supplemented with the indicated amount of the studied
compound from a stock solution in DMSQO. The final concentration of DMSO in the
culture media never exceeded 0.4% and the control was run in the presence of 0.4%
DMSO and in the absence of any compound. No effect on epimastigote growth was
observed in the presence of up to 1% DMSO in the culture medium. The percentage
of growth inhibition at 100 uM determined at day 5t was calculated as: PGl = {1-[(Ap
-AOp)/(Ac - AOc)]} x 100, where Ap = A600 of the culture containing the compound at
day 5; AOp = A600 of the culture containing the compound right after addition of the
inocula (day 0); Ac = A600 of the culture in the absence of any compound (control) at
day 5; AOc = A600 in the absence of the compound at day 0. To determine I1Cso, the
parasite growth was followed in the absence (control) and presence of increasing
concentrations of the corresponding compound (1 -100 uM). The ICso value was
taken as the concentration of compound needed to reduce the absorbance ratio to
50%.

In vitro activity against promastigote forms of Leishmania major

100



Stock solutions of novel semicarbazone derivatives as well as pentamidine [36] were
prepared in DMSO immediately before use. The cytotoxicity of novel semicarbazone
derivatives and pentamidine against promastigotes was determined.Stationary phase
L. major promastigotes were plated in 96-well vessels (Nunc) at 10° cells per well, in
Schneider’'s medium, supplemented with 10% FBS and 2% human urine. Each
derivatives solution was added at increasing concentrations (102 — 100uM). Cells
were also cultured in a medium free of compounds or vehicle (basal growth control)
or with DMSO 0.1% (vehicle control). After 48 h, extracellular load of L. major
promastigotes was estimated by counting the parasites in Schneider’s medium in a
CELM automatic cell counter (model CC530) [37]. Data obtained from experiments
were expressed as the mean + S.E.M. and statistical differences between the treated
and the vehicle groups of experiments were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc
tests. 1Cso (concentration required to give 50% death of cells) was calculated by linear
regression analysis from the Kc values at employed concentrations.

In vitro activity against amastigote forms of Leishmania major

To assess the activity of the test derivatives against the amastigote stage of L. major
were realized model of infection in coverglass [38]. The murine macrophages
(J774.A1cell line) were prepared in 24-well vessels (Corning) at 2x10s adherent
cells/well, infected with 2x10e promastigotes in glass coverslips placed inside 1 ml
medium culture. The cultures were cultured or not with the test derivatives or
reference drugs (10-3 -100 uM), and kept for 24h at 37 °C, 5% COz2. After 24h,
coverslips were washed, stained with Giemsa-MayGrinwald, and intracellular
amastigotes were counted in 100 macrophages. Data obtained from in vitro
experiments were expressed as the Mean *S.E.M. of duplicate cultures of
representative assays. Statistical differences between the treated and the control
groups were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests.Differences with a p value
<0.05 or lower were considered significant. ICso (concentration required to give 50%
death of cells) was calculated by linear regression analysis from the Kc values at
employed concentrations.

Chemical stability assay (adapted from reference 39):
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In a 2 mL microfuge tube, were added 1pL (0.01 mM) from a concentrated solution
ofthe test compound 7g (concentration = 25 mM stock solubilized in DMSQO) and 249
pL acid buffer (0.2 M potassium chloride and 0.2 M HCI, pH = 2) or basic (77 mM
phosphate dibasic heptahydrate and 22 mM sodium phosphate monobasic
monohydrate, pH = 7.4). After vortexing the mixture was placed in a water bath at 37
°Cunder vigorous stirring for 0, 30, 60 and 240 minutes. After each reaction time was
added 249 uL basic buffer (20 mM potassium phosphate dibasic anhydrous and 77
mM sodium chloride, pH = 8.4) to neutralize the pH. Extraction of the compound was
performed by adding 1 ml of acetonitrile and after vigorous vortexing the medium was
filtered (Millipore, 0.45um pore size) and analyzed by HPLC-PDA using mobile phase
acetonitrile: water, in the equipment Shimadzu LC-20AD, 100-5 Kromasil C18
column(4.6 mm x 250 mm) detector SPD-M20A (Diode Array) and performed to
quantify the analyte in wavelength 340 nm, flow rate 1 mL / min with 20 uL injection.
Data were acquired by LC solution software, version 4.0, and the standard HPLC
solvents used had acquired by TEDIAe. In the chemical stability test pH = 7.4, does
not require neutralizing the reaction medium after each time taking place.

In vitro plasma stability assay (adapted from reference 28):

The in vitro plasma stability of compound 7g (LASSBio-1483) was performedusing a
pool of rat plasma. Heparinized blood was centrifuged at 2000 rpm for 15 minutes
at10°C to obtain plasma. Plasma was diluted to 64% (v/v) with phosphate buffered
saline (PBS, pH = 7.4) at 37 ° C. The reaction was started by adding 1uL (0.01mM),
of a stock solution 25 mM in DMSO, of sample to 249uL of plasma. The plasma
samples remained in the water bath at 37 ° C under constant agitation at 0 and 240
minutes. After each reaction time was added 500 uL of cold methanol, 500 yL of
acetonitrile and then left microtube on ice for 10 min. After agitation, samples were
centrifuged at 13,000 rpm for 15 minutes at room temperature. The supernatant was
analyzed by HPLC-PDA (mobile phase: 60% acetonitrile, 40% water), in the
equipment Shimadzu LC-20AD, 100-5 Kromasil C18 column (4.6 mm x 250 mm)
detector SPD-M20A (DiodeArray) and performed to quantify the analyte in
wavelength 340 nm, flow rate 1 ml / minwith 20 uL injection. Data were acquired by

LC solution software, version 4.0, using as standard methyl biphenyl-4-carboxylate.
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Experiments were performed with incubation of plasma with 0.5% DMSO without
sample (blank) and validating the approach used was performed using standard
methyl biphenyl-4-carboxylate using the same conditions described for the analyzed

sample (i.e. compound 7g).
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Table 1S. Hydrogen bond angles (°) and distances (A) for 7g. The characters“D” and

“A” refer to hydrogen bond donor and acceptor.

D-H-A d(D-H) d(H—A) d(D-A) < (DHA)
N2-H2a...01’ 0.88 1.97 2.831(2) 167.2
C3-H3...03" 0.95 2.71 3.569(3) 150.3
C2-H2...04" 0.95 2.57 3.459(3) 155.3

C10-H10...03" 0.95 2.56 3.496(3) 170.0

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms (as Figures 2): (i)
X, -y+1, -z+1; (ii) -x+2, y-1/2, -z+3/2; (iii) X, y-1, z
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Figure 1S. (a) View of the centrosymmetric dimmer formed for 7g. (b) 2D network of
79 stabilized by non-classical hydrogen bonds projected onto (-104)plane. [Symmetry
codes: (i) -x, -y+1, -z+1; (ii) -x+2, y-1/2, -z+3/2; (iii) X, y-1, z;(iv) -x+2, y+1/2, -z+3/2;

(V) X, y+1, Z].
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Abstract.

In this study was investigated the leishmanicidal activity of novel synthetic derivatives,
designed from molecular modification on the prototype LASSBio-1064. Leishmanicidal
effect against amastigote of Leishmania amazonensis were also evaluated at concentration of
100 uM — 0.01 nM. The derivatives 7e, 7f, 7g and 7g, beyond of the standards miltefosine and
pentamidine, significantly diminished the number of amastigotes parasites of the L.
amazonensis into the macrophage. These derivatives were also actives against amastigotes L.
braziliensis. As 7g presented a potent leishmanicidal activity against amastigotes of L.
amazonensis inside macrophage, was also investigated the in vivo leishmanicidal activity of
this compound against L. amazonensis. Then, 10° L. amazonensis promastigotes were
inoculated subcutaneously into the right ear dermis of BALB/c mice and later treated with 7g
(p.o. or i.p.), miltefosine (p.o.) or glucantime (i.p.) at 30 umol/kg x 28 days. Thus, similar
lesion size reduction was observed by administration by oral route (63.7 £ 10.1%) and
intaperitoteally (61.8 + 3.7 %) of 7g. The larger effect corresponding to treatment with
miltefosine (97.7 = 0.4%), however glucantime did not exhibit activity at dose used. With
regards to the ear parasite load, 7g diminished the number of parasites by p.o (30.5 = 5.1%)
and i.p. (33.3 £ 4.3%) administration. In summary, the derivative 7g can be considered lead

candidate for antileishmanial drugs since they presented pronounced leishmanicidal activity.

KEYWORDS: Semicarbazone; Leishmaniasis; Leishmania amazonensis; Leishmania

braziliensis; apoptosis; autophagy;
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Introduction

Leishmaniasis is a major public health problem in new world and causing morbidity
and mortality in tropical and subtropical regions of the world. According to WHO reports, it is
estimated that 15-20 million infected and annually about three million people will threaten
worldwide (1).The infection is caused by protozoan parasites of the genus Leishmania,
transmitted trough the bite of the sand fly vector. This group of diseases is characterized by
symptoms that range from localized cutaneous lesions to mucocutaneous tissue destruction
and the frequently fatal visceral form (2). Leishmaniasis current therapy is expensive,
required long-termtreatment and cause severe side effects (3). Therefore, new, efficient, cheap
and safe alternatives for the treatment of leishmaniasis are greatly needed and several
compounds including synthetic, natural products extracted from plants and marine sources
have shown different degrees of efficacy in the treatment of experimental leishmaniasis (4-6).

In recent years, significant attention have been aroused to click chemistry for their
easy and efficient synthesis of semicarbazone that has occupied an important position in
medicinal chemistry owing to its chemotherapeutic effect such as antimicrobial, pesticide,
herbicide, hypnotic, anticonvulsant, anti-leukemia, anti-hypertensive properties, or the ability
of some of their Cu(Il) complexes to mimic superoxide dismutase (SOD) activity (7). On the
other hand, thiosemicarbazones and semicarbazones are classes of compounds with medical
interest because of their capacity to inhibit the growth of several pathogens. These compounds
present antiprotozoal (8), antitumoral (9), antibacterial (10) and antiviral activities (11).

Accordingly, our strategy to achieve a novel antileishmanial agent, this paper report
the anti-leishmanial activity of two series of semicarbazones with interesting tools for the

development of the desired compounds, due to their different electronic and lipophilic
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properties that could lead to different biological responses (12, 13). In previous study, we
demonstrated the antileishmanial (against L. major) and antitrypanosomal activity of the
noval semicarbazone derivatives without significant toxic effects (14). The present study
describes the effect of these compounds on intracellular amastigotes of L. amazonensis and L.

braziliensis, and effect against cutaneous lesions in mice infected with L. amazonensis.

Marerials nad Methods

Parasite culture

Promastigotes of L. amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) were obtained from Dr. Eduardo
Caio Torres dos Santos at Oswaldo Cruz Institute - Fiocruz. Promastigotes of L. braziliensis
(MHOM/BR/87/BA788) were obtained from Dra. Valéria de Matos Borges at the Gongalo
Moniz Research Center, Fiocruz-BA. The parasites were maintained in vitro in Schneider’s

medium, supplemented with 10% FBS and 2% human urine at 27° C in BOD incubator.

Culture of J774.A1 murine macrophages
These adherent-phenotype macrophage line was cultured in Dulbecco's Modified Eagle's
medium (DMEM, Sigma) supplemented with 10% FBS at 37°C with 95% humidity and 5%

CO..

In vitro activity against amastigote forms of Leishmania and nitrite determination
To assess the activity of the test derivatives against the amastigote stage of L. amazonensis

and L. braziliensis, were realized model of infection in coverglass (15). The murine
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macrophages (J774.A1 cell line) were prepared in 24-well vessels (Corning) at 2x10° adherent
cells/well, infected with 2x10° promastigotes in glass coverslips placed inside 1 ml medium
culture. The cultures were cultured or not with the test derivatives or reference drugs (0.01-
100 uM), and kept for 24h at 37 °C, 5% CO,. After 24h, coverslips were washed, stained with
Giemsa-MayGriinwald, and intracellular amastigotes were counted in 100 macrophages. Data
obtained from in vitro experiments were expressed as the Mean + S.E.M. of duplicate cultures
of representative assays. Statistical differences between the treated and the control groups
were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests. Differences with a p value <0.05 or lower

were considered significant.

Analysis of phospholipids externalization

In addition, double staining with annexin V-PE and 7-AAD was performed to measure the
effects of pentamidine or derivatives (100 pM and 10 pM) on the plasma membrane of
Leishmania promastigote cells. The expression of phospholipids in the outer membrane of
treated and untreated L. amazonensis promastigote cells was monitored by labeling with
annexin V-PE, and staining with 7-AAD was used to measure the permeability of the plasma
membrane. L. amazonensis promastigotes were grown to 1x10° cells/ml and then treated with
pentamidine or derivatives (100 uM and 10 uM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL of
the culture was pelleted and resuspended in 1mL of PBS buffer supplemented with 1% FBS
and annexin V-PE and 7-AAD were added. Cells were incubated for 30 min in the dark prior
to analysis by flow cytometry on Muse® Cell Analyzer and analysed using Muse™ 1400

Analysis software.
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Estimation of mitochondrial transmembrane electric potential

To determine changes in the mitochondrial membrane potential, we used Muse®, performed
according to the manufacturer’s instructions . The Muse™ MitoPotential kit utilizes the
MitoPotential Reagent to detect changes the mitochondrial membrane potential. A dead cell
marker is also used as an indicator of cell membrane structural integrity. It is excluded from
live, healthy cells, as well as early apoptotic cells. Quantitative data (percentages and
concentrations) is generated for 4 populations of cells: live, depolarized, depolarized/dead,
and dead cells. L. amazonensis promastigotes were grown to 1x10° cells/ml and then treated
with pentamidine or derivatives (100 uM and 10 uM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL
of the culture was pelleted and resuspended in 1mL of PBS buffer supplemented with 1%
FBS and Muse® MitoPotential Reagent and 7-AAD were added. Cells were incubated for 30
min in the dark prior to analysis by flow cytometry on Muse™ Cell Analyzer and analysed

using Muse™ 1400 Analysis software.

Determination of Caspase-like proteases

To determine the percentage of caspase-positive cells, we used Muse™ Multicaspase kit,
performed according to the manufacturer’s instructions . L. amazonensis promastigotes were
grown to 1x10° cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives (100 pM and 10
uM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL of the culture was pelleted and resuspended in
ImL of PBS buffer supplemented with 1% FBS. Muse® Multicaspase Reagent and after 7-
AAD were added. Data acquisition was carried out using a Muse® Cell Analyzer and

analysed using Muse™ 1400 Analysis software.
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Determination of presence of autophagic LC3

To determine the percentage of caspase-positive cells, we used Muse™ Autophagy LC3-
antibody based kit, performed according to the manufacturer’s instructions . L. amazonensis
promastigotes were grown to 1x10° cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives
(100 uM and 10 pM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL of the culture was pelleted and
resuspended in ImL of PBS buffer supplemented with 1% FBS. The cells were permeabilized
and after anti-LC3 Alexa Fluor®555 conjugated antibody were added. Data acquisition was
carried out using a Muse™ Cell Analyzer and analysed using Muse™ 1400 Analysis

software.

Analysis of the cell cycle progression

Promastigotes of L. amazonensis (1)(105 cells) were treated with doses of derivatives of 100
uM or 10 uM for 48. After, cells were fixed in chilled 70% ethanol for 3h. After washing the
cells in PBS, the resultant pellet was resuspended in 7-AAD and incubated in the dark for 30
min. Data acquisition was carried out using a Muse® Cell Analyzer and analysed using

Muse® 1400 Analysis software.

Scanning Electron Microscopy

Controls (medium or DMSO 0.1%), 7g- or miltefosine-treated promastigotes of L. chagasi at
100 were fixed in 2.5% glutaraldehyde, 4% paraphormaldeyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH
7.2) and postfixed in a solution containing 1% OsOy, 1.25% potassium ferrocyanide and 0.1
M cacodylate buffer, pH 7.2. For scanning electron microscopy, promastigotes were
dehydrated in ethanol, critical point-dried in CO,, mounted on stubs, sputtered with a thin

gold layer and observed under a JEOL T-200 scanning electron microscope.
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In vivo activity against L. amazonensis

This study (protocol number 2013.02) was approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of the Federal University of Alagoas (Brazil). All animals received humane
care in compliance with the ‘Principles of laboratory animal care’ formulated by the National
Society for Medical Research and the ‘Guide for the care and use of laboratory animals’
prepared by the National Academy of Sciences (Washington, DC). Then, 10° stationary
promastigotes (5 days of culture in Schneider’s medium) of L. amazonensis were inoculated
subcutaneously into the right ear dermis of 6-week-old female BALB/c mice weighing ca. 20
g. and later treated with 7g (i.p. or p.o.), miltefosine (p.o.) or meglumine antimoniate (i.p.) at
30 umols/kg x 28 days. The lesion size was measured using a paquimeter (16). The parasite
loads of infected ears and draining limph nodes were determined using a quantitative limiting-
dilution assay (17). Toxicity of complexes was also evaluated due to alterations on spleen
weight and by biochemistry dosages in plasma, performed according to the manufacturer’s
instructions (Doles, BRA). Data obtained from experiments were expressed as the mean +
S.E.M. and statistical differences between the treated and the vehicle groups of experiments

were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests.

Results

For evaluation of anti-leishmanial properties of target compounds, the in vitro activity
was assessed against amastigote (intramacrophage parasite) of L. amazonensis at
concentration of 30 uM (Figure 1) and it was observed that 6g, 7a, 7e, 7f and 7g diminished

the number of intracellular amastigotes. Then, considering everyone else in vitro results,
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some derivatives were selected to determination of ICsy value (i. e. the sample concentration
causing 50% reduction in survival/viability of the parasites) for intracellular amastigote forms
of L. amazonensis. The ICs, values of compounds against amastigotes of L. amazonensis and
L. braziliensis are presented in Table 1.

Interestingly, the derivatives 6g, 7e, 7f and 7g and reference drugs miltefosine and
pentamidine decreased the number of intracellular amastigotes of L. amazonensis per
macrophage (Table 1), with ICsy value of 16.7 £ 2.3, 39.8 £ 8.2, 3.5 + 0.6 and 23.8 £ 0.3
uM,while maximum effect were 81.5 £ 1.6, 66.1 + 3.4, 93.2 + 2.0 and 71.6 = 1.6%,
respectively. It is notable that 7g was the most effective compound against amastigote forms
of L. amazonensis, presentind efficacy and potency higher than miltefosine and pentamidine.
These derivatives were also active against amastigotes L. braziliensis. The most active
derivatives agaist L. braziliensis were 7a and 7e, with ICsp of 2.7 £ 0.3 and 4.2 + 1.1 uM,
which were more potent than pentamidine (ICsy of 78.4 £ 4.7 uM) or miltefosine (ICsq of 32.1
+ 1.1 uM). The other derivatives 7f (ICsp of 81.5 £ 5.9 uM) , 7g (ICsp of 31.7 = 5.8 uM) and
6g (ICso of 89.7 £ 5.8 uM) were as potent as reference drugs.

Interestingly, the in vitro treatments with 7g at 100 uM and 10 uM were able to induce
apoptosis in promastigote forms of L. amazonensis after 48 h incubation (more than 60%
cells with surface binding of annexin V) and caused more than 70% depolarization of
mitochondrial membrane of these parasites, such as show the results in Figure 2A and 2C.
Also, 7g at 100 uM for 48h incresed the percentage of caspase-positive L. amazonensis
promastigotes, such as pentamidine (Figure 2D). Also, 7g induce exacerbated autophagic
process too (more than 50%) (Figure 2D). Additionally, 7g at 10 uM elevated the number of
L. amazonensis promastigotes at GO/G1 phase of cell cycle and reduced the population of L.

amazonensis promastigotes in S phases of cell cycle (Figure 2E).
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Moreover, 7g did not induced unregulated necrosis which is a widely reported cell
death subtype that is classically defined as premature cell death occurring without molecular
and morphological markers of apoptosis or autophagy (18). Necrosis is also characterized by
irreversible disruption of plasma membrane integrity, organelles breakdown and randomly
fragmented DNA death (19). Treatments with 7g (100 uM and 10 uM) for 48h did not alter
the percentage of cells labeled with 7-AAD (Figure 2B), demonstrating that the parasites did
not suffer cell membrane damage and, probably, did not undergo a necrotic process.

Despite 7g didn’t have leishmanicidal activity against amastigote of L. chagasi until
100 uM (data not shown), scanning electron microscopy revealed that 7g at 100 M for 48h
was able to induce dramatic morphological alterations in the promastigote forms of L.
chagasi compared with untreated parasites, which showed typical characteristics, with an
elongated shape and free flagellum. Figure 3 shows alterations in shape and size and cellular
disintegration in 7g treated parasites. The treatment with 7g induced morphological changes
reminiscente of axenic amastigotes, including oval cell shape and shortened and retracted
flagella. In addition, 7g also caused profound changes in the plasma membrane.

The compound 7g was also chosen to evaluation of its in vivo leishmanicidal activity
against L. amazonensis. Thus, similar lesion size reduction was observed by administration by
oral route (63.7 £ 10.1%) and intaperitoteally (61.8 + 3.7%) for dose of 30 umol/kg x 28 days
of 7g (Figure 4). The larger effect corresponding to treatment with miltefosine (97.7 + 0.4%),
however glucantime did not exhibit activity at the dose used. With regards to the ear parasite
load (Figure 5), 7g diminished the number of parasites by p.o (30.5 £ 5.1%) and i.p. (33.3 £
4.3%) administration. Only miltefosine treatment decreased the parasite load from draining

lymph nodes. In addition, in vivo treatment with 7g did not induce alterations of alanine
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aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), creatinine and urea in plasma of

animals (Figure 6) or spleen weight (Figure 7).

Discussion and Conclusion

Semicarbazones present a wide range of biological activities, including the
antiprotozoal effect . Generally, the action mechanisms of these compounds involve enzyme
inhibition by the complexes formation with endogenous metals, redox reaction, through the
DNA interactions or DNA synthesis inhibition (7). The leishmanicidal activity of
semicarbazones tested in this study is comparable to that obtained recently by Benitez and co-
wokers (20), that showed good leishmanicidal activity of semicarbazones and its vanadium
complexes against promastigotes and amastigotes of L. panamensis and L. chagasi with ICs
values ranging from 1.33 to 33.39 uM with and high parasite/mammalian cells selectivities.

Greenbaum and co-workers (8) suggested that the mechanisms of action are complex
involving multiple targets, same as enzyme, redox reactions, DNA or inibhition of its sintesis
and previous studies on semicarbazones and thiosemicarbazones have proposed their use in
the treatment of leishmaniasis, trypanosomiasis and malaria due to their potency to inhibit the
cysteine proteases of the protozoan parasite i.e. Leishmania sp, Trypanosoma sp and
Plasmodium sp. (21).

In vitro and in vivo studies also have demonstrated that the viability of the Leishmania
parasites is reduced by inhibitors of cysteine proteases (22, 23). Among others, cysteine
proteinases play a key role in the penetration of the parasite into host cells, participate in the
nutrition of the parasite at the expense of the host,and are involved in the escape mechanisms

of the parasite from the host’s immune system (24). Like Trypanosoma and Plasmodium,
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Leishmania synthesize cathepsin-L-like cysteine proteases that are essential to their
pathogenicity (25). In fact, cysteine protease inhibitors block Leishmania replication and
diferentiation, providing an alternative to traditional therapy in drug-resistant parasites (26).

The cruzain, the major cysteine protease of 7. cruzi, share sequence similarity with
homologous cysteine proteases from L. major, L. mexicana and L. pifanoi (27, 28).
Additionally, the substrate recognition of one cysteine protease of L. mexicana, named CPB.8
Delta CTE, has been demonstrated to be similar to the substrate preferences of cruzain (29,
30). Therefore, cysteine protease also represent a potential chemotherapeutical target against
Leishmania infections (21). In addition, thiosemicarbazone moiety has been described as the
pharmacophore group of some cruzain inhibitors (8, 31). In 2010, Trossini and co-workers
investigated the activity of semicarbazone derivatives against cruzain using molecular
modeling and cruzain inhibition assays. They found that the carbonyl group and the catalytic
amino acid Cys25 of the enzyme interacted (32). Thus, it seems that the antileishmanial
properties of the semicarbazone derivatives verified in this work might be associated,in part,
through cysteine protease inhibition.

Further, the semicarbazone series exhibited a specific and consistent structure-activity
relationship. In particular, the change of the 4-chlorophenyl moiety into a 1,3-benzodioxole
resulted in leakage of activity against amastigote of L. amazonensis, with exception of the 5-
nitrofuran derivatives 6g. For compounds with 4-chlorophenyl ring, among the different
substituents on imine group 4-propylphenyl (7e), 3-hydroxy-4-methoxyphenyl (7f) and 5-
nitrofuran (7g) appear to be important to the leishmanicidal compounds against L.
amazonensis and L. braziliensis. On the other hand, the derivatives with 4-propylphenyl (7e)

and 3-hydroxy-4-methoxyphenyl (7f) as substituents on imine group present the best activity
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against L. braziliensis, what it is indicative that the hydroxyl group is important against
amastigotes L. braziliensis.

In special, 7g designed as a 5-nitrofuran derivative containing 4-chlorophenylon in the
semicarbazone, with potent leishmanicidal activity against intramacrophage amastigotes of
Leishmania amazonensis [ICsy value of 3.5 uM and maximum effect of 93.2 %], was found to
be the most active compound.

The use of nitroheterocycles such as 5-nitrofuran derivatives as antibacterial,
antifungal and antiprotozoal is well established (33, 34). Aromatic nitro groups, as are present
on 6g and 7g, are known to have significant biological redox activity leading to the potentially
cytocidal production of ROS. ROS production, in addition, could be correlated with
disruption of mitochondria which was promoved by 7g. The nitrocompounds mode of action
involves the biotransformation of the nitro group, releasing intermediates in the redox process
(35, 36). Nitroheterocyclic prodrugs must undergo enzyme-mediated activation within the
pathogen to have cytotoxic effects, a reaction catalyzed by nitroreductases (37).

Nitroheterocyclics have not been used in the treatment of leishmaniasis, and as a
result, relatively little is known about their mechanism of action against leishmania parasites
(38). In African trypanosomes, nitroheterocylic drugs, such as nifurtimox and benznidazole,
have the mode of action against the parasite of both drugs is associated with the bioreduction
of the nitro moiety and a similar mechanism has been observed for other nitroheterocyclic
antiparasitic agents (39).

Initially it was proposed that the trypanocidal action of nifurtimox was due to its
ability to induce oxidative stress through 1-electron reduction of its nitrogroup and the
subsequent formation of superoxide anions via a futile cycle. However, more recent studies

have shown that the above process does not occur to such a degree to cause toxicity to the
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parasites and that a type I NADH-dependent nitroreductase (NTR) is responsible for
nifurtimox and benzonidazole trypanocidal activity. This enzyme mediates a series of 2
electron reduction reactions resulting in the fragmentation of the heterocyclic ring and
generation of a cytotoxic, unsaturated open-chain nitrile derivative (40, 41).

Morever, overexpression of the leishmanial homolog of this nitroreductase in L.
donovani was found to increase sensitivity to fexinidazole 15-fold, a 2-substituted 5-
nitroimidazole in phase II clinical trials for treating visceral leishmaniasis in Sudan, and
sensitivity to nifurtimox 19-fold, indicating that similar mechanisms may be involved in L.
donovani and the African trypanosome, Trypanosoma brucei. These data, combined with the
observation that the loss of a single chromosomal copy of the L. donovani NTR gene resulted
in parasites that were mildly resistant to several nitroheterocyclic compounds, confirm that the
Leishmania NTR plays a pivotal role in the activation of nitro drugs in general
(42).Consequently, our hipothesis is that the compound 7g could act via a dual mechanism
inhibiting enzymes, via the semicarbazone moiety, and producing oxidative stress via the 4-
nitrofuryl moiety, but futher studies are needed to prove this mode of action.

Interestingly, 7g also induced apoptosis-like cell death in L. amazonensis
promastigotes at 100 uM and 10 uM after 48 h incubation (the treatment promoted surface
binding of annexin V and loss of mitochondrial transmembrane potential). The term
apoptosis is a description of the biochemical processes and morphological features leading to
controlled cellular self-destruction (43) and this kind of cell death is now considered a
prerogative of unicellular organisms, including the trypanosomatids of the genera Leishmania
spp. Once apoptosis is triggered, a cascade of events common to mammalian apoptosis takes
place such as exposition of phospholipids in the outer leaflet of the plasma membrane (44).

Moreover, the dysfunction of mitochondria is also one of the hallmarks of apoptosis often
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associated with changes in mitochondrial membrane potential, a key indicator of
mitochondrial function that maybe either a consequence of or an early requirement for
apoptosis (45). In trypanosomatids too, both an increase and a decrease in respiration and both
hyperpolarisation and loss of mitochondrial membrane potential maybe linked with apoptosis
in trypansomatids demonstrating the importance of maintenance of proper mitochondrial
transmembrane potential in these parasites (46).

Addicttionally, Caspase-like activation occurs in 7g-mediated apoptosis. (Figure 2D).
Caspases are the main proteases activated during mammalian apoptosis mediating cleavage of
a variety of proteins leading ultimately to cell death (47), but it is known that mechanisms
concerning life or death decisions in protozoan parasites are still imperfectly understood (48).
Comparison with higher eukaryotes has led to the hypothesis that caspase-like enzymes could
be involved in death pathways, however Leishmania does not encode caspase(s) (49).
Moreover, the caspases-like activity may be performed by some other sequence unrelated
protease that is still unidentified in Leishmania (50). It was related that caspase-3/7-like
activation can be induced by a number of stimuli despite the absence of genes encoding
caspases within the L. major genome. On the other hand, the trigger for this activation of
caspases is not clear in Leishmania system, but may involve the leakage of cytochrome ¢ from
mitochondria and activation of a caspase-9-like enzyme to activate caspase-3/7 or,
alternatively, the caspase-8-like or caspase-12 enzyme activation could induce caspase-3/7
activation (51, 52).

Another form of regulated cell death is autophagic cell death. In classical apoptosis,
or type I programmed cell death, there is early collapse of cytoskeletal elements but
preservation of organelles until late in the process. In contrast, in autophagic, or type II,

programmed cell death, there is early degradation of organelles but preservation of

123



cytoskeletal elements until late stages (53) In this study, the anti-LC3 Alexa Fluor®555
conjugated antibody was performed to evaluate a possible autophagic programmed cell death
in promastigotes treated with 7g at 100 uM and 10 puM for 48h by flow cytometer analysis
(Figure 2E). The treatment with 7g at 100 uM for 48h alter the autophagy induction ratio of
promastigotes, indicating that antiproliferative activity of these derivatives likely result from
an exacerbated autophagic process too.

The visualization of autophagosomes in dying cells has led to the belief that autophagy
is a nonapoptotic form of programmed cell death (54). Macroautophagy, generally known as
autophagy (55), is an intracellular catabolic mechanism for the degradation of long-lived
proteins and organelles and the recycling of their constituents. Despite the plethora of pro-
survival roles for autophagy, under certain circumstances it seems to also execute a specific
regulated cell death subtype known as autophagic cell death. Indeed, autophagic cell death
indeed represents a potential protozoan regulated cell death modality. The cellular apparatus
required for autophagy is widely conserved among parasitic protozoa (56). Consistent with
other organisms, parasitic protozoa undergo autophagy as a response to nutrient starvation
(57). Importantly, however, autophagy also directly influences parasite virulence by
mediating cellular remodelling during life cycle differentiation in Leishmania spp. and by
maintaining mitochondrial function in L. major (58, 60).

Several compounds have been also shown to cause ultrastructural alterations in
Leishmania that can be related to autophagy. L. chagasi and L. amazonensis promastigotes
treated with yangambin also showed features of both apoptosis and autophagy (61). It has
been reported that L. amazonensis parasites treated with amiodarone presented the formation
of large autophagosomes that contained part of the cytoplasm and membrane profiles (62).

Antimicrobial peptides were also able to cause the death of L. donovani promastigotes with
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the appearance of vacuoles that were stained with monodansylcadaverine, a biochemical
marker of autophagy (60). Finally, the aziridine-2,3-dicarboxylate-based cysteine cathepsin
inhibitor 13b induced cell death in L. major promastigotes, which presented accumulation of
debris in autophagy-related lysosome-like vacuoles at an early phase of the dying of the
parasites, however death seemed to finally occur by an apoptosis-like death mechanism (63).
Finally, the cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry after treatment
with 7g at 100 uM and 10 uM for 48h (Figure 2F). The treatments of promastigotes of L.
amazonensis with 7g for 48h were able to induce drastic changes in the cell cycle of the
parasites (Figure 2F). 7g at 10 uM induced a significant increase in the proportion of cells in
the GO/G1 phase, stage of cell cycle will have one copy of DNA. On the other hand, this
treatment also induced a marked reduction in DNA replication, with a decrease in the number
of cells in S phase when compared either to control cells or cells exposed only to DMSO.
Althought the best in vitro model for antileishmania drug screening remains the use of
intracellular amastigotes, all in vitro data should ideally be confirmed in an in vivo model
before final conclusions. As 7g had higher leishmanicidal effect than miltefosine and
pentamidine against L. amazonensis amastigotes, this compound was tested in the
experimental model of infection with L. amazonensis. Our data reveal a significant effect of
7g in the reduction of ear lesions caused by L. amazonensis in BALB/c mice. Effectiveness
was apparent not only as reduced swelling and ulceration in treated animals but also as an
important reduction in local parasite burden in infected ear, but not systemically in draining
lymph node.Although the treatment with miltefosine, at 30 umols/kg/day x 28 days, p.o., was
unique to reduce both local and sistemical parasite load, in vivo leishmanicidal activity of 7g
(i.p and p.o.) was higher than glucantime (i.p.) at same dose. This pentavalent antimonial is

used as one of the firstline drugs for treatment of leishmaniasis (64) and just had effect against
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size lesion and did not decreased parasite load in both ear and limph node at same dose.The
lack of clinical or parasitological response to glucantime in L. amazonensis BALB/c infected
mice has been reported previously (65) and higher dose of this antimonial is necessary to have
similar effect of 7g or miltefosine.

Since semicarbazones can be able to inhibit cysteine proteinase and nitrofuran can
generate cytotoxic metabolites, these possibility of 7g mode of action is now under
investigation.Future experiments will address the effects of these compound on infected
macrophages or promastigote forms and dissect the basis for the in vivo reduction in parasite
number that we report here. Thus, we will continue this study to evaluate the inhibitory effects
of theses analogs on cysteine protease and of Leishmania as well as other validated
chemotherapeutic target, such as topoisomerase.

In summary, the effectiveness of semicarbazones derivatives tested in destroying L.
amazonensisin and L. braziliensis in vitro at concentrations non toxic to the host cells and in
vivo by intaperitoneal or oral administration against L. amazonensis support further studies of
the leishmanicidal activity of the semicarbazone derivatites as an additional choice to
available chemotherapies. These datas also opens perspectives to explore the potential of 7g
as another option for the chemotherapy of leishmaniasis,encouraging us to extend these

studies for treatment of visceral leishmaniasis.
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Figures Legends

Figure 1. Effect of Pentamidine, LASSBio 1064 and semicarbazone derivatives against

amastigote forms of L. amazonensis at concentrations of 30 uM.

Figure 2. L. amazonensis promastigotes death analisys using flow cytometry upon
treatment with pentamidine and 7g for 48h. (A) Phospolipids externalization; (B) Plasma
membrane permeabilization by necrosis; (C) Measurement of mitochondrial membrane
potential; (D) Determination of presence of Caspase-like proteases; (E) Determination of
presence of autophagic LC3; (F) Cell cycle analysis.mitochondrial transmembrane potential
and with the DNA-binding dye 7-AAD to investigate plasma membrane integrity by flow

cytometry. Values represent means + SEMs for three samples.

Figure 3. Scanning electron microscopy (SEM) of L. chagasi promastigotes. Control
parasites (A) and vehicle control (B) or promastigotes that were treated with miltefosine (C)

or 7g (D) at 100 uM for 48 h.

Figure 4. In vivo efficacy of 7g, miltefosine and glucantime treatments (30 pmols/kd/dia
x 28 days) in BALB/c mice infected with L. amazonensis. A) Progression of lesion
thickness of infected ear.Lesion sizes were monitored weekly. Values are the mean of lesion
sizes in five mice in each group and bars represent the standard error of the mean. B)

Macroscopical evaluation of lesions in untreated and treated mice at day 28 post-infection.
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Figure 5. Parasite burden throughout the course of 7g, miltefosine and glucantime
treatments (30 pmols/kd/dia x 28 days) in BALB/c mice infected with L. amazonensis.
(A) Log of parasites loads of the infected ear. (B) ) Log;o of parasites loads of the draining
lymph node. The parasite loads of infected ears and draining limph nodes were determined
using a quantitative limiting-dilution assay. Values are the mean of parasites loads in five
mice in each group and bars represent the standard error of the mean. *P < 0.05, **P < 0.01

vs. control.

Figure 6. In vivo effect of 7g, miltefosine and glucantime treatments (30 pmols/kd/dia x
28 days) on serum ALT (A), AST (B), creatinine (C) and urea (D) levels of BALB/c mice
infected with L. amazonensis. Lesion sizes were monitored weekly. Values are the mean of
lesion sizes in five mice in each group and bars represent the standard error of the mean. *P <

0.05, **P < 0.01 vs. control.

Figure 7. In vivo effect of 7g, miltefosine and glucantime treatments (30 pmols/kd/dia x
28 days) in spleen weight of BALB/c mice infected with L. amazonensis. Spleen weight
was verified in last day of treatment. Values are the mean of lesion sizes in five mice in each

group and bars represent the standard error of the mean. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control.
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Figure 3
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Figure 4
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Tables

Table 1. Determination of the cytotoxicity of semicarbazonic derivatives against amastigote

forms of L. amazonensis and L. braziliensis.

Amastigotes of L. amazonensis Amastigotes of L. braziliensis

ICso * + s.e.m.) | Maximmum Maximmum
Substance ICsp? + s.e.m.)

(M) cytotoxicity cytotoxicity

(M)
(% *s.em.) (% *s.em.)

22.0+£1.8 78.4 £4.7 61.7 £2.2%*
Miltefosine 59.1 £5.6%%*

32.8£4.6 32.1+1.1 84.0 £ 1.5%*
Pentamidine 58.1 £ 4.9%%*
LASSBio 1064 |>100 NA >100 NA
6g 23.8+0.3 71.6 £ 1.6%%* 89.7+£5.8 52.9 £2.4%%*
Ta >100 uM 35.6 £ 0.5%* 27+03 74.6 £2.8%*
Te 16.7+£2.3 81.5 £ 1.6%%* 42 +1.1 74.6 £ 8.8%*
7t 39.8 £8.2 66.1 £ 3.4%%* 81.5+5.9 56.7 £2.4%%*
7g 35206 03.2 £2.0%** 31.7+£5.8 65.8 £ 1.2%*

Data are reported as means + S.E.M.The asterisks denote the levels of significance in comparison with control groups.
Differences with a ***P<0.001 were considered significant in relation to DMSO 0.1% group. NA: When the compound isn’t
active at 100 pM.%:ICs, is the concentration required to give 50% inhibition of grown of amastigote forms, calculated by

linear regression analysis from the Kcvalues at employed concentrations (100, 10, 1, 0.1 and 0.01 pM).
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Abstract

The current treatment leishmaniasis includes limitations of toxicity, variable efficacy, high
costs and inconvenient doses and treatment schedules. These observations prompted us to
investigate the leishmanicidal activity of novel hydrazide-N-acylhydrazone derivatives. These
derivatives showed anti-leishmanial activity against promastigotes of L. major and
amastigotes of Leishmania major, Leishmania amazonensis and Leishmania braziliensis.
They were also effective against L. amazonensis in vivo, specially LASSBio 1705, LASSBio
1707 and LASSBio 1736. Taken together, these results suggest that LASSBio 1705,
LASSBio 1707 and LASSBio 1736 may represent a valuable source for therapeutic control of

leishmaniasis in humans and animals.

KEYWORDS: Hydrazide-N-acylhydrazone; Leishmaniasis, Leishmania major; Leishmania

amazonensis; Leishmania braziliensis;
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Introduction

Parasites of the genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) are responsible
for several pathologies affecting humans and animals are most abundant in developing
countries in Middle East, Asia and South America, but also are endemic in the sub-
Mediterranean basin.' Parasites display two developmental forms depending on the phase of
their life cycle. Leishmania spp. residing within vacuoles in macrophages of mammalian
hosts, appear as small unflagellated forms known as amastigotes.” Parasites are transmitted
from mammals to mammals via female sandfly (genus Phlebotomus in the Old World
localities of Europe, Africa and Asia, and Lutzomyia in the New World — Americas and
Oceania), in which they exist in motile forms known as promastigotes in the intestinal tract of
the vector.™

Leishmaniasis remains a major public health problem worldwide, considering they are
endemic in 98countries or territories with more than 350 million people at risk’, and is
classified as Category I by the TDR/WHO, mainly due to the absence of control. In humans,
the disease displays different clinical manifestations, ranging from asymptomatic or
subclinical infection to disfiguring forms of cutaneous leishmaniasis (cutaneous forms
presenting in a spectrum ranging from cutaneous, mucosal and diffuse cutaneous)) or
potentially fatal visceral disease. They have emerged as one of the most important
opportunistic agents in AIDS patients. *”

The cutaneous leishmaniasis has social and economic impact and is a stigmatizing
disease as most lesions are on exposed regions of the skin, for example, face, arms and legs.
Over 15 species of Leishmania cause cutaneous leishmaniasis in humans, with species such as
Leishmania major, Leishmania tropica and Leishmania aethiopica in the Old World and
Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania
panamensis and Leishmania guyanensis in the New World.>”

Despite this very strong data, leishmaniasis is largely ignored in discussions of tropical
disease priorities and is one of the most neglected tropical diseases in terms of drug discovery
and development. ®° The control of Leishmania infection relies primarily on chemotherapy till
date. At present, the following drugs are used to treat human leishmaniasis: pentavalent

antimonials, paromomycin, amphotericin, miltefosine and pentamidine.Most antileishmanial
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drugs are highly toxic, present resistance issues or require hospitalization, being therefore not
adequate to the field. '

For many years, the pentavalent antimonials remain the first-line treatment for visceral
and cutaneous leishmaniasis in most parts of the world. Pentavalent antimonials have variable
efficacy against different Leishmania species and require injectable administration. Due to
side effects such as high cardiotoxicity, pancreatitis and nephrotoxicity, patients should be
hospitalized and monitored, as treatment may need to be suspended. ''"* Resistance to
pentavalent antimonials also is now widespread in Indian subcontinents. New drug
formulations like amphotericin B, its lipid formulations, and miltefosine have shown great
efficacy to treat leishmaniasis but their high cost and therapeutic complications limit their
usefulness. Other drugs like paramomycin and pentamidine have shown some usefulness and
could be a potencial supplement in the drugs regimen but their use and availability in disease
endemic regions is limited."*

In context to the limited drug options and unavailability of either preventive or
prophylactic candidates, current therapy for leishmaniasis is far from ideal and new drugs are
still urgently needed.'® Taking into account all of the aforementioned and due to the urgent
need for innovative drugs based on new molecular scaffolds and the increased interest on new
antileishmanial agents due to the lack of effective drugs, we decided to synthesize and test the
efficiency of hydrazide-N-acylhydrazone derivatives for antileishmanial activity. We
synthesized of novel LASSBio 1064 derivatives and tested against 3 species of pathogenic
Leishmania, including both Old World and New World Leishmania. These derivatives were
tested against both promastigotes of L. major and intracellular amastigotes of L. major, L.
amazonensis and L. braziliensis. Finally, we demonstrate that intraperitoneal treatment with
three of the novel deriovatives is highly effective in treating L. amazonensis infected mice.

The planning of the series of derivatives (3 a-e and 4 a-e) was performed by applying
the molecular hybridization strategy among LASSBio-1111 (1) and LASSBio-1064 (2)
prototypes. This process was proposed hybridization of arilidrazida subunit LASSBio-1111
(A,1) with acylhydrazone functionalized LASSBio-1064 (B,2), for the construction of new
molecular standard that could combine the properties anti trypanosomatid previously

identified. Subsequently, in order to construct a series congener has been proposed to replace
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the 2-hydroxybenzylidene subunit and substituents regioisomeric 3-hydroxybenzylidene, 4-

hydroxybenzylidene; with 4-trifluormethylbenzilidene unit and the system 5-nitrofuran.

cl : HO

a Molecular Hybridization

A AR I cl @

Ar=

HO ; : “OH
(@) (b) (©)
OH
o
\ / NO,
CF,

(d) (e)

Chart 1: Design concept of hydrazide-N-acylhydrazone compounds 3 (a-e) and 4 (a-e)from
molecular modifications on prototype 1 and 2
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Results

Compounds 3a-h and 4a-h were synthetized in four linear steps from the esters 5 and
6, obtained commercially (Scheme 1). The first step of the synthetic methodology for
obtaining the compounds chlorophenylhydrazide (7 and 8) from the hydrazinolysis reaction of
esters, employing hydrazine hydrate and ethanol as solvent at room temperalture.15
Subsequently, to obtain the intermediate 9 or 10 condensation reaction was performed with
phenyl chloroformate, using chloroform as solvent. '® From the carbamate 9 and 10 was
possible to synthesize key hydrazide intermediate by a another hydrazinolysis step, that after
the condensation reaction with aldehydes previously selected, '’ generating two new series of
hydrazide-N-acylhydrazone compounds 3 (a-e) and 4 (a-e). The chemical structure of the
compounds 3a-e and 4a-e was elucidated by 'H and '°C NMR, IR and mass spectrometry. All
compounds were synthetized as a single diastereoisomer. This was observed by analyzing the
'H and *C NMR spectra of these compounds, because revealed the presence of only one
signal relative to the hydrogen and carbon of imine double bond (N=CH). The unequivocal
characterization of the relative configuration of imine double bond (E or Z) was performed
using X-ray diffraction study. However, considering the difficulty of getting compounds 3a-h
and 4a-h in crystalline form, only derivative 4d (LASSBio-1491), obtained as crystal solid,
was used in X-ray experiment. As shown in Figure 1, this experiment revealed that compound
4d was obtained as diastereoisomer E. Based on these data and considering the similarity in
chemical shifts of imine hydrogen in 'H NMR spectra of compounds 3a-e and 4a-e, is
reasonable to propose that all hydrazide-N-acyhydrazone derivatives (3a-e and 4a-e) were

obtained with the same stereochemistry (N=CH; configuration E).
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Scheme 1: Synthesis of hydrazide-N-acylhydrazone compounds 3 (a-e) and 4 (a-e)
from the amines 5 and 6

b

Figure 1: View of representative hydrazide-N-acylhydrazone derivative 4e obtained as

diastereoisomer E.

Initially, J774.A1 cell line (macrophages) were exposed to different concentrations

(0.1 = 100 uM) of hydrazide-N-acylhydrazone derivatives of LASSBio 1604 and their effect
cytotoxic was determinated after 48h by using an MTT-based assay. The effect cytotoxic of
these derivatives of LASSBio 1604 treatment to host cells are presented in Table 1. The
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compounds LASSBio 1704 (4a), LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1706 (4¢), LASSBio 1708
(3b), LASSBio 1709 (4b) and LASSBio 1736 (3d) at concentration of 100 uM, after 48 h of
incubation, showed deleterious activity to J774 cell line evidenced. Treatment with LASSBio
1705 (3a), LASSBio 1706 (4c) and LASSBio 1709 (4b) showed the greatest cytotoxicity with
LCsp of 78.1 uM, 86.2 uM and 85.2 uM. On the other hand, the other treatments with
derivatives, lead compound or reference drugs did not affect the viability of host cells at 100
uM.

The effects of hydrazide-N-acylhydrazone derivatives of LASSBio 1604 in
promastigote forms of L. major were studied and their intrinsic parasite cytotoxicity was
determined. Table 1 also shows that after 48 h of incubation with parasites, verified a
concentration-dependent growth inhibition to the most of the derivatives compared with
control cells (grown in the absence of treatment with compounds or reference drugs), with
maximal effect greater than 50%. Indeed, the unique compound that did not affect the
viability of promastigotes of L. major at 100 uM was LASSBio 1737 (3c). In this form, the
ICs¢ values of LASSBio 1491 (4e), LASSBio 1492 (9), LASSBio 1493 (11), LASSBio 1702
(10), LASSBio 1703 (3e), LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1706 (4¢), LASSBio 1707 (3c¢),
LASSBio 1708 (3b), LASSBio 1709 (4b), LASSBio 1710 (12) and LASSBio 1736 (3d)
against promatigotes of L. major were 7.5 uM, 3.7 uM, 0.2 nM, 13.2 uM, 8.7 uM, 0.5 nM,
0.6 uM, 3.9 uM, 0.3 uM, 0.8 uM, 33.7 nM and 0.4 uM, respectively.

The compounds with selectivity index greater than 1000 for L. major promastigotes
were also assayed against intracellular amastigote form of the L. major (Table 1). The
treatments with LASSBio 1491 (4e), LASSBio 1492 (9), LASSBio 1705 (3a) and LASSBio
1707 (12) presented high anti-amastigote activity of 67.5 £ 4.8, 52.0 + 3.5, 68.0 = 2.0 and
73.8 £ 2.0, with ICs values of 7.3 uM, 4.5 uM, 8.5 uM and 15.9 uM, respectively. Moreover,
the treatment with these four compounds were more potent than the use of miltefosine (ICsg of
85.3 uM) or the lead compound LASSBio 1064 (ICsy of 70.4 uM). In general, the compounds
were more active against L. major promastigotes than reducing the number of amastigotes in
infected macrophages.

The compounds were assayed against L. amazonesis amastigotes at concentration of
30 uM (Figure 1) and observed LASSBio 1492 (9), LASSBio 1493 (11), LASSBio 1704
(4a), LASSBio 1706 (4¢), LASSBio 1707 (3¢), LASSBio 1708 (3b) and LASSBio 1736 (3d)

diminished the number of intracellular amastigotes. Then, considering everyone else in vitro
156



results, some derivatives were selected to determination of ICsy value for intracellular
amastigote forms of L. amazonensis (Table 2). In this case, the most active compounds were
LASSBio 1704 (ICsp of 85.3 uM and maximum effect of 55.6 £ 1.4%) and LASSBio 1736
(ICs0 of 84,0 uM and maximum effect of 57.6 = 0.2%), both presented similar efficacy to
standard drugs miltefosine (58.1 + 4.9%) and pentamidine (59.1 £+ 5.6%).

Compounds were also evaluated against L. braziliensis amastigotes, as can be seen in
Table 2. The addition of LASSBio 1493 (11), LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1706 (4¢) and
LASSBio 1736 (3d) at different concentrations (1-100 uM) produced a dose-dependent
reduction in the growth of the intracellular amastigote forms of L. braziliensis, presenting
maximum effect in the range of 57.2 - 70.4%. The ICs values for amastigotes L. braziliensis
were 7.7 uM, 8.0 uM, 3.6 uM and 5.3 uM, respectively. Indeed, these four compound were
more potent than miltefosine (ICsy of 78.4 uM), pentamidine (ICsy of 32.1 uM) or LASSBio
1064 (ICsp of 64.2 uM) and as effective than miltefosine (61.7 + 2.2%) and LASSBio 1064
(66.7 + 4.2%). However significant variations in the activity of compounds were observed
against the intracellular amastigote of these three Leishmania species, which are probably due
differences between them. Finally, it is important to mention that parasites cultivated in
presence of 0.1% DMSO, the maximum concentration added in the cultures, it is not toxic for
the parasite growth or J774 cell line.

Considering the in vitro results, the compounds LASSBio 1493 (11), LASSBio 1705
(3a), LASSBio 1706 (4¢), LASSBio 1707 (3c), LASSBio 1710 (12) and LASSBio 1736 (3d)
were also chosen to evaluation of its in vivo leishmanicidal activity against L. amazonensis.
The treatment with these derivatives at 30 pmols/kg/day x 28 days, intraperitoneally, diminish
of size lesion of infected ear on third week after initiation of the treatment (Figure 2 and 3),
beyond LASSBio 1705 (3a) and LASSBio 1736 (3d) decrease parasite load in infected ear
and the treatment with LASSBio 1707 (3¢) and LASSBio 1736 (3d) diminish the L.
amazonensis titer in draining lymph node similar to the treatment with miltefosine (oral route)
at same dose (Figure 4).

However, treatment with LASSBio 1705 (3a) and LASSBio 1706 (4c¢), such as
meglumine antimoniate induced the mortality of 20% of the animals in these groups (Figure
5). In addition, in vivo treatment with derivatives assayed did not induce variation spleen
weight (Figure 6) or alterations of alanine aminotransferase (ALT), aspartate

aminotransferase (AST), creatinine (CREA) and urea (Figure 7) in plasma of animals.
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Discussion and Conclusions

Given the worldwide prevalence of Leishmania infection in countries that have low
budgets for health care, finding a safe and inexpensive treatment for leishmaniasis is still an
unmet need.® Therefore, there has been a considerable interest in trying to find novel
approaches to drug design and biological targets, as new ways of combating the parasite.18 In
this study, the novel hydrazide-N-acylhydrazone derivatives were evaluated against
promastigotes and amastigotes from 3 species of Leishmania, recognized worldwide as major
etiological agents of cutaneous leishmaniosis. Thus, for the first time, we have demonstrated
that these derivatives with new molecular scaffolds are effective against Leishmania species
in vitro and in vivo.

This study indicates that some hydrazide-N-acylhydrazone derivatives have in vitro
anti-leishmanial activity and that this activity is not limited to a single species. Tests against
intracellular amastigotes are more relevant to infer the sensitivity of anti- leishmanial drugs,
since this is the parasite stage found in the vertebrate host. '* In the present study, significant
differences were observed regarding the sensitivity of the different Leishmania species to
each tested compound, such as shown Table 1 and 2. The best detivatives were the
derivatives LASSBio 1491 (4e), LASSBio 1492 (9), LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1707 (3¢)
against L. major, such as LASSBio 1704 (4a) and LASSBio 1736 (3d) against L.
amazonensis and LASSBio 1493 (11), LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1706 (4c¢) and
LASSBio 1736 (3d) against L. braziliensis, indicating also a lower susceptibility of L.
amazonensis strain to the derivatives. These results are consistent with the known fact that
patients infected with L. amazonensis are less responsive to the available anti-Leishmania

treatments. 2

Additionally, it is well known that N-Acylhydrazone moiety is a repeated functional
group present in several prototypes and drug candidates for these neglected diseases. Al-
kahraman and co-workers 2! showed the results of antileishmanial, antibacterial and
antifungal activities of some hydrazones and N-(diaryl)acyl hydrazones derived from
benzophenones and the high in vitro antileishmaniasis activity against L. major of these
compounds makes them promising leads for development of effective therapeutic agents.

Herndndez et al. ** also reported the synthesis and biological evaluation of new hybrid
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furoxanyl N-acylhydrazones as antimicrobial and antiparasitic agents to treat neglected
diseases, an this compounds presented good biological behaviour against M. tuberculosis, T.
cruzi, and L. amazonensis.

Regarding, in vitro anti-Leishmania activity, we identified excellent molecular hits
with similar or higher potency than the reference drugs pentamidine or miltefosine. Thus, it
was initially observed that the derivatives hyderazide-N-acylhydrazone with 24—
dichlorophenyl was usually more active than 4—chlorophenyl derivatives against amastigote
forms, with exception of the nitroderivatives [LASSBio 1491 (4e) and LASSBio 1703 (3e)].
In general, the best hybrid compounds were LASSBio 1736 (3d) with 4-
trifluormetilbenzilideno as substituent of the imine function and LASSBio 1705 (3a)
presented 2-hydroxybenzylidene group.

Considering the in vitro results, the compounds LASSBio 1493 (11), LASSBio 1705
(3a), LASSBio 1706 (4c), LASSBio 1707 (3¢c), LASSBio 1710 (12) and LASSBio 1736 (3d)
were also chosen to evaluation of its in vivo leishmanicidal activity against L. amazonensis.
The treatment with LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1707 (3¢) and LASSBio 1736 (3d) were
highly effective against the usually refractory species L. amazonensis in vivo.

Although it is possible that the LASSBio 1705 (3a) amediated changes in disease
progression presented here are the result of direct toxicity on L. amazonensis itself, this
possibility is considered to be unlikely. One reason is that in this study was also found no
changes in amastigote parasite proliferation or infectivity when exposed to this derivative at
concentration of 100 uM in vitro (Table 2).

Therefore, from the point of view of medicinal chemistry, N-acylhydrazones are
endowed with the interesting capacity of being able to interact with diverse bioreceptors,
owing to their ability to establish H-bonding sites and the theoretical feasibility of adopting a
unique conformational orientation. > Studies comparing the inhibitory effect of N-
acylhydrazones and chalcones on well-known parasitic cysteine proteases, such as cruzain,
falcipain, and trypanopain, have been conducted. ** Cysteine proteases are key enzymes in
many parasitic biochemical pathways and constitute potential targets in the search for drugs

. . . . . 25.26
against several tropical infectious diseases. =

It was also recognized that iminic insaturation
of acylhydrazone could be had the hydrophobic anchors function for protozoa enzymatic
active site. In order to avoid this undesirable pharmacological profile, the replacement of a

peptide backbone by a more rigid central scaffold has been considered and, in this
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scenario, N-acylhydrazones have provided medicinal chemists with a solid strategy for the
design of parasite cysteine protease inhibitors,, including Leishmania CPB.*’ Thus, we will
continue this study to evaluate the inhibitory effects of theses analogs on cysteine protease
and of Leishmania as well as other validated chemotherapeutic target, such as topoisomerase.
In conclusion, initial investigation of the medicinal chemistry of anti-
Leishmania agents resulted in the identification of new bioactive compounds. Among these,
N-acylhydrazones LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1707 (3c¢) and LASSBio 1736 (3d) are
especially worthy of note, as they proved to be potent antileishmanial agents and of low
toxicity both in vitro and in vivo , assuming the position of lead-compounds which can be

used in the discovery of new therapies for Leishmania infections.

Experimental Section

Chemistry

Reagents and solvents were purchased from commercial suppliers. The reactions were
monitored by thin layer chromatography, which was performed on aluminum sheets pre-
coated with silica gel 60 (HF-254, Merck) to a thickness of 0.25 mm. The chromatograms
were viewed under ultraviolet light (254-265 nm). 'H NMR and C NMR spectra were
determined in deuterated dimethyl sulfoxide using a Bruker DPX-200 at 200 MHz, Varian
Mercury-300 (300MHz),Varian MR-400 (400 MHz). Signal multiplicities are represented by:
s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet) and br (broad signal). Infrared
(IR) spectra were obtained with a FTLA 2000-100 spectrophotometer using potassium
bromide plates. Melting points of final products were determined with a Quimis 340
apparatus and are uncorrected. The purity of compounds were determined by HPLC (>95%)
using the Shimadzu -LC20AD apparatus, a Kromasil 100-5C18 (4.6 mm X 250 mm) column
and the SPD-M20A detector (Diode Array) at 254 nm for quantification of analyte in a 1
mL/min constant flux. The injector was programmed to inject a volume of 20uL. The mobile
phases used were: CH3CN:H,O 1:1; 4:1; 6:4 and 7:3. The results of elemental analysis were
obtained FlashEA 1112 Series instrument (Thermo Scientific) from samples previously dried
under vacuum. Ultraviolet spectroscopy was performed using Femto spectrophotometer. The
wavelength used in solubility assay was determined by the A max characteristic of each

compound. Spectra were analyzed in FemtoScan software. Mass spectrometry was obtained
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by positive and negative ionization at Esquire 6000- ESI lon Trap MS" System Bruker Daltonics

and data analyzed in Compass 1.3.SR2 software.
1. Procedure for the preparation of intermediate hidrazyde 7 and 8
(adapted from reference 28)

In 2.5 g (12mmol) of methyl chlorobenzoate (5 or 6) were added 25 ml of ethanol and 7.3 ml
(0.146mols; 12eq) in 64% N,H,. The mixture was stirred at room temperature for 6 hours, as
indicated completion of the reaction monitored by TLC (eluent: dichloromethane: methanol
10%). The volume was reduced in vacuo and ice added to precipitate the product which was

vacuum filtered and washed with water.
1.1. Procedure for the preparation of intermediate 2,4-dichloro benzohydrazide (7)

Yield: 70%, white solid, m.p. 190-192 °C; L.R. (KBr) (cm'l): 3309 (v NH); 1663 (v C=0);
1616 (8 N-H); 'H-NMR (200 MHz, DMSO-de) & (ppm): 8 9,62 ( s,1H,CONH); 7,62 (d, 1H,
H6’, J= 2Hz); 7,46 (d, 1H, H5", J= 2Hz); 7,43 (s, 1H, H3"); 4,52 (s, 2H, NH,); *C-NMR (50
MHz. DMSO-dg) é (ppm): 8 164,73 (C=0); 134,61 (C27); 134,45 (C4"); 131,57 (C67); 130,48
(C17); 129,13 (C37); 127,23 (C57); 98% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CH3CN:H,O (6:1))

1.2. Procedure for the preparation of intermediate 4-chloro benzohydrazide (8)

Yield: 70%, white solid, m.p. 190-192 °C; L.R. (KBr) (cm'l): 3310 (v NH); 1656 (v C=0);
1591 (3N-H); 1008 (vC-Cl); '"H-NMR (200 MHz, DMSO-de) & (ppm):; 98% purity in HPLC
(R.T.=3.6 min, CH;CN:H,0 (6:1))

2. Procedure for the preparation of intermediate carbamates 9 and 10
(adapted from references 29 and 30)

In 20 ml of chloroform was added 4.9 ml of phenylchloroformate (6 mmol, 1.2eq). The
solution was stirred at room temperature and added slowly a suspension of 1 g (Smmols) of
intermediate 7 or 8 in 50 ml of chloroform. After 7 hours of agitation was observed complete
consumption of the starting product, followed by TLC (eluent: dichloromethane: methanol
5%). Then, 10 ml hexane was added to the reaction, keeping it under stirring for 10 minutes

and then it was vacuum filtered and washed with hexane to give the product 9 or 10.
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2.1. Procedure for the preparation of intermediate phenyl 2-(2,4-

chlorobenzoyl)hydrazinecarboxylate (9; LASSBio-1492)

Yield: 80%, white solid, m.p. 182-184 °C;LR. (KBr) (cm™): 3247 (v NH); 1741 e 1661 (v
C=0); 1033 (v Ar-Cl); '"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm): & 10,49 (s, 1H, Hb); 10,05
(s, 1H, He), 7,74 (d, 1H, H6", J=2Hz); 7,58-7,14 (m, 5H, H3", H5", H2, H4 e H6); 6,89 (d,
2H, H3 e H5, J=6 Hz); *C-NMR (50 MHz. DMSO-dq) & (ppm): & 163,12 (Cd, C=0), 154,24
(Ca, C=0); 150,61 (C27); 135,42 (C4"), 133,15 (C67); 131,71 (C17); 130,54 (C1); 129,51 (C2
e C6); 129,45 (C3 e C5); 127,48 (C3%); 125,44 (C57); 121,50 (C4); 98% purity in HPLC
(R.T.=4.25 min, CH;CN:H,O (7:1)).

2.2. Procedure for the preparation of intermediate phenyl 2-(4-

dichlorobenzoyl)hydrazinecarboxylate (10; LASSBio-1702)

Yield: 51%, white solid, m.p. 182-185 °C;L.R. (KBr) (cm'l): 3277 (v NH); 1730 e 1661 (v
C=0); 1010 (6 Ar-Cl); '"H-.NMR (200 MHz, DMSO-ds) o (ppm): 6 10,66 (s, 1H, Hb); 9,92 (s,
1H, Hce); 7,91 (d, 2H, H2’e H6", J=10 Hz); 7,60 (d, 2H, H3"e H5", J=10 Hz); 7,40 (d, 2H, H2
e H6, /=8 Hz); 7,26 (d, 1H, H4, J=6 Hz); 7,18 (d, 2H, H3 e HS, J=8 Hz); MS: m/z= 300,1 [M
+H]*; 97% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CH;CN:H,O (6:1))

3.Procedure for the preparation of intermediate hidrazyde 11 and 12
(adapted from reference 28)

Was added in 7 ml of ethanol, 0.3 g (1 mmol) of intermediate 9 or 10 and 1.20ml of hydrazine
hydrate 80% (0.03mol, 30 eq). After 32 hours was observed the end of the reaction by TLC
(eluent: dichloromethane: methanol 5%). The reaction volume was reduced in vaccum sistem
and after addition of ice occurred formation precipitated, which was filtered under vacuum,

and the product was obtained.

3.1. Procedure for the preparation of intermediate X (11; LASSBio- 1493) Yield: 62%,
white solid, m.p. 192-194 °C;LR. (KBr) (cm™): 3297 (v NH); 1698 (v C=0); 1651 (3N-H);
1041 (vC-Cl); '"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm): & 10,17 (s, 1H, Hb); 8,24 (s, 1H,
Hc); 7,70 (d, 1H, H6"); 7,60-7,50 (m, 3H, H3", H5"e He); 4,15 (s, 2H, NH,); *C-NMR (50
MHz. DMSO-dg) o6 (ppm): 165,08 (Ca, C=0); 159,38 ( Cd, C=0); 135,05 (C2"); 133,57
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(C47); 131,75 (C67); 130,89 (C17); 128,38 (C37); 127,21 (C5°); MS: m/z= 263,0 [M + HJ;
97% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CH3CN:H,O (6:1))

3.2. Procedure for the preparation of intermediate X (12; LASSBio- 1710)

Yield: 64%, white solid, m.p. 187-190 °C;L.R. (KBr) (cm'l): 3328 (v NH); 1676 e¢ 1597 (v
C=0); 1013 (8 Ar-Cl); '"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm): & 10,24 (sl, 1H, Hb); 8,17 (s,
1H, He); 7,89 (d, H2"e H6", J=8); 7,63 (s, 1H, He); 7,55 (d, 2H, H3’e H5", J=8); 4,17 (sl, 2H,
NH,); *C-NMR (50 MHz. DMSO-ds) & (ppm): 165,7 (Ca, C=0); 160,3 (Cd, C=0); 136,9
(C47); 132,0 (C17); 129,9 (C27e C67); 128,9 (C3’e C57); MS: m/z227; 97% purity in HPLC
(R.T.=3.6 min, CH;CN:H,O (6:1))

4. Procedure for the preparation of hydrazide-N-acyhydrazone derivatives (3a-e and 4a-

e)

In 0.1g of intermediate 10 or 11, was added under shake at room temperature, 10 ml of
ethanol and 0.43mmol (leq) previously selected from aldehyde, followed by 1 drop of
concentrated hydrochloric acid. A solution remained under stirring for 1-4 hours when TLC
(dichloromethane: 5-10% methanol) indicated the completion of reaction. The volume of the
reaction medium was reduced under reduced pressure (2/3 of volume), and after addition of
ice was observed precipitation of the product which was vacuum filtered and washed with

cold water.

4.1. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (2-hydroxybenzylidene) -5- (2,4-
dichlorobenzoyl) carbonohidrazida (3a; LASSBio-1705)

Yield: 78%, white solid, m.p. 210-213 °C;L.R. (KBr) (cm™): 3436-1852 (v OH);3232 (v NH);
1708 (v C=0); 1655 (5 N-H); 1046 (vC-Cl); "H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm): & 10,66
(s, IHb); 10,16 (s, 1Hc); 10,03 (s, 1H, OH); 9,11 (s, 1H, He); 8,23 (s, 1H, N=CH); 7,92 (d,
1H, H6", J= 8); 7,73 (s, 1H, H3"); 7,60 (m, 2H, H2 e H5"); 7,20 (t, 1H, H4, J=6); 6,90-6,80
(m, 2H, H3 e H5); “C-NMR (50 MHz. DMSO-ds) & (ppm): 165,3 (Cd, C=0); 155,9 (Ca,
C=0); 154,8 (N=CH); 139,1 (C6); 135,1 (C27); 133,5 (C4"); 131,7 (C67); 130,8 (C2); 130,5
(C17); 129,4 (C4)127,3 (C37); 127,1 (C57); 120,3 (C1); 119,1 (C5); 116,0 (C3); MS: m/z365;
99% purity in HPLC (R.T.=3.52 min, CH;CN:H,O (7:1)).
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4.2. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (3-hydroxybenzylidene) -5- (2,4-
dichlorobenzoyl) carbonohidrazida (3b; LASSBio-1708)

Yield: 95%, white solid, m.p. 223-225 °C; LR. (KBr) (cm™): ; "TH-NMR (200 MHz, DMSO-
de¢) & (ppm): & 10,62 (s, 1Hb); 10,12 (s, 1Hc); 9,48 (s, 1H, OH); 9,05 (s, 1He); 7,80 (s, 1H,
N=CH); 7,71 (s, 1H3"); 7,70-7,50 (m, 2H, H5"e H6"); 7,18 (t, 3H, H2, H3 e H4); 6,76 (d,
1H6); BC-NMR (50 MHz. DMSO-ds) & (ppm):; MS: m/z365; 98% purity in HPLC
(R.T.=3.12 min, CH3CN:H,O (7:1)).

4.3. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (4-hydroxybenzylidene) -5- (2,4-
dichlorobenzoyl) carbonohidrazida (3c; LASSBio-1707)

Yield: 90%, white solid, m.p. 225-227 °C; LR. (KBr) (cm™): 3362 (v NH); 1694 (v C=0);
1651 (8N-H); 1098 (vC-Cl); 'H-NMR (200 MHz, DMSO-de) & (ppm): & 10,53 (s, 1H, Hb);
10,16 (s, 1H, Hc); 9,83 (s, OH); 9,05 (s, 1He); 7,84 (s, 1H, N=CH); 7,76 (s, 1H, 1H3"); 7,67
(d, 2H, H2 e H6, J=10 Hz); 7,58 (m, 2H, H5"e H6"); 6,82 (d, 2H, H3 e H5, J=10Hz); "*C-
NMR(50 MHz. DMSO-deg) 6 (ppm): 165,3 (Cd, C=0); 158,7 (Ca, C=0); 155.0 (N=CH);
141,2 (C4); 135,1 (C27)133,6 (C47); 131,7 (C6); 130,8 (C17); 129,4 (C1); 128,5 (C2 e C6);
127.3 (C37); 125,5 (C57); 115,41 (C3 e C5); MS: m/z365; 99% purity in HPLC (R.T.=3.05
min, CH3;CN:H,O (7:1)).

4.4. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (4- (trifluoromethyl)
benzylidene) -5- (2,4-dichlorobenzoyl) carbonohidrazida (3d; LASSBio-1736)

Yield: 90%, white solid, m.p. 225-227 °C; LR. (KBr) (cm™): 3555 (v NH); 1703 (v C=0);
1655 (8N-H); 1015 (vC-Cl); 1164-1105 (C-F); '"H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm): &
10,93 (s, 1H, Hb); 10,17 (s, 1H, Hc); 9,34 (s, 1H, He); 8,07 (d, 2H, H3 e HS, J=10Hz); 7,97
(s, 1H, N=CH); 7,77 (s, 1H, H3"), 7,74 (m, 2H, H2 e H6); 7,55 (m, 2H, H5’e H6"); Be-
NMR(50 MHz. DMSO-ds) & (ppm): 165,33 (Cd, C=0); 154,71 (Ca, C=0); 139.19 (N=CH);
138,54 (C4); 135,20 (C3 e C5); 133,59 (C2 e C6); 131,77 (C27); 130,80 (C47); 128,68 (C6");
128,05 (C17); 127,45 (C37%); 127,36 (C57); 125,38 (C1); 121,47 (CFs); MS: m/z417; 99%
purity in HPLC (R.T.=5.82 min, CH3CN:H,O (6:1)).

4.5. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (2,4-dichlorobenzoyl) -5 - ((5-

nitrofuran-2-yl) methylene) carbonohidrazida (3e; LASSBio-1703)
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Yield: 87%, yellow solid, m.p. 222-225 °C; L.R. (KBr) (cm'l): : 3387 (v NH); 1727 (v C=0);
1667 (8N-H); 1015 (vC-Cl); 1244 e 1281 (N=0); 'H-NMR (200 MHz, DMSO-d¢) & (ppm):
11.22 (s, 1H, Hb) 10,22 (s, 1H, Hc); 9.18 (s, 1H, He); 7.86 (s, 1H, N=CH); 7.79 (d, 1H, H3,
J=4Hz); 7.71 (s, 1H, H3"); 7.57 (m, 2H, H5’e H6"); 7.32 (d, 1H, H4, J=4 Hz); “C-NMR(50
MHz. DMSO-ds) & (ppm): 165,2 (Cd); 154,0 (Ca); 152,7 (C2); 151,2 (N=CH); 135,1 (C2");
133,3 (C47); 131,7 (C1); 130,7 (C67); 129,3 (C57); 129,1 (C17); 127,2 (C37); 115,0 (C3);
112,5 (C4); ); MS: m/z384; 99% purity in HPLC (R.T.=3.41 min, CH;CN:H,O (7:1)).

4.6. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (2-hydroxybenzylidene) -5- (4-
chlorobenzoyl) carbonohidrazida (4a; LASSBio-1704)

Yield: 53%, white solid, m.p. >250 °C; LR. (KBr) (cm™): 3309(v NH); 1701 e 1545 (v C=0);
1664 e 1484 (5 N-H); 1011 (8 Ar-Cl); "H-NMR (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm):10,65 (s, 1H,
Hb); 10,30 (s, 1H, Hc); 10,02 (sl, 1H, OH); 8,98 (s, 1H, He); 8,22 (s, 1H, N=CH); 7,91 (d,
2H, H2’e H6, J=8Hz); 7,84 (d, 1H, H2); 7,57 (d, 2H, H3’e HS5", J=8Hz); 7,17 (t, 1H, H4,
J=6Hz); 6,88-6,81 (m, 2H, H3 e H5); "C-NMR(50 MHz. DMSO-ds) & (ppm): 165,2 (Cd,
C=0), 156,0 (Ca, C=0); 155,1 (N=CH); 136,5 (C6); 131,5 (C4"); 130,4 (C1"); 129,3 (C2%
C67); 128,5 (C3°-C5%e C2); 127,1 (C4); 120,2 (C1); 119,17 (C5); 116,0 (C3); MS: m/z331;
98% purity in HPLC (R.T.=4.86 min, CH3CN:H,0 (4:1)).

4.7. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (3-hydroxybenzylidene) -5- (4-
chlorobenzoyl) carbonohidrazida (4b; LASSBio-1709)

Yield: 91%, white solid, m.p. 225-227 °C; LR. (KBr) (cm™): 3342(v NHCO); 1692 (v C=0);
1655 (v N-H); 1015 (v Ar-Cl); 'H-NMR (200 MHz, DMSO-de) 5 (ppm): & 10,62 (s, 1H, Hb);
10,28 (s, 1H, He); 9,47 (s, 1H, OH); 9,12 (s, 1H, He); 7,90 (d, 2H, H2’e H6", J=4Hz); 7,80 (s,
1H, N=CH); 7,57 (d, 2H, H5"e H3", J=4Hz); 7,17 (m, 3H, H3, H4 e H5); 6,77 (d, 1H, H2); );
'3C-NMR (50 MHz. DMSO-ds) & (ppm):; MS: m/z331; 98% purity in HPLC (R.T.=4.24 min,
CH;CN:H,0 (1:1)).

4.8. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (4-hydroxybenzylidene) -5- (4-
chlorobenzoyl) carbonohidrazida (4¢; LASSBio-1706)

Yield: 86%, white solid, m.p. 223-225 °C; LR. (KBr) (cm™): 3369(v NH); 1701 (v C=0);
1651 (v N-H); 1014 (v Ar-Cl); '"H-NMR (200 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 10,49 (s, 1H, Hb);
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10,28 (s, 1H, Hc); 9,77 (s, 1H, OH); 8,92 (s, 1H, He); 7,90 (d, 2H, H2"e H6", J=8Hz); 7,79 (s,
1H, N=CH); 7,59 (m, 4H, H3"-H5" e H2 e H6); 6,77 (d, 2H, H3 e H5); *C-NMR(50 MHz.
DMSO-ds) 8 (ppm): 165,2 (Cd, C=0); 158,7 (Ca, C=0); 155,3 (N=CH); 141,2 (C4); 136,5
(C47); 131,5 (C2% C67); 129,3 (C2 e C6); 128,5 (C3-C5 e C17); 125,6 (C3’e C57); 1154
(C1); MS: m/z331; 99% purity in HPLC (R.T.=2.95 min, CH3CN:H,O0 (7:1)).

4.9. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (4- (trifluoromethyl)
benzylidene) -5- (4-chlorobenzoyl) carbonohidrazida (4d; LASSBio-1737)

Yield: 84%, white solid, m.p. 201-203 °C; LR. (KBr) (cm'l): 3338(v NH); 1701 (v C=0);
1663 (v N-H); 1015 (v Ar-Cl); 1131 e 1100 (C-F); "H-NMR (200 MHz, DMSO-dg) & (ppm): &
10,95 (s, 1H, Hb); 10,34 (s, 1H, Hc); 9,24 (s, 1H, He); 8,05 (d, 2H, H2 e H6, J= 8Hz); 7,96 (d,
2H, H2’e H6", J=8Hz); 7,90 (s, 1H, N=CH); 7,35 (d, 2H, H3 e H5, J=8Hz); 7,59 (d, 2H, H3"e
H5", J=8Hz); *C-NMR(50 MHz. DMSO-de) & (ppm): 165,2 (Cd, C=0); 155,0 (Ca, C=0);
139,1 (N=CH); 138,5 (C4); 136,5 (C3 e C5); 131,4 (C2 e C6); 129,30 (C2e C6°); 128,5
(C3%e C5%); 127,3 (C47); 125,3 (C1); 125,3 (C17); 121,4 (CFs); ); MS: m/z383; 99% purity in
HPLC (R.T.=5.95 min, CH;CN:H,O (6:1)).

4.10. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (4-chlorobenzoyl) -5 - ((5-
nitrofuran-2-yl) methylene) carbonohidrazida (4e; LASSBio-1491)

Yield: 87%, yellow solid, m.p. 217-220 °C; LR. (KBr) (Cm'l): 3246 (v NH); 1659 e 1504 (v
C=0);1596 e 1351 (8 Ar-NO,); 1015 (8 Ar-Cl); 'H-NMR (200 MHz, DMSO-dq) & (ppm): &
11,24 (s, 1H, Hb), 10,39 (s, 1H, Hc); 9,12 (s, 1H, He); 7,91 (m, 3H, N=CH e H2"e H6"); 7,80
(d, 1H, H3, J=4); 7,58 (d, 2H, H3"e H5", J=8); 7,31 (d, 1H, H4, J=4); "C-NMR(50 MHz.
DMSO-dg) 6 (ppm): 165,32 (Cd, C=0); 154,57 (Ca, C=0); 152,84 (N=CH); 152,40 (C2);
136,69 (C47); 131,38 (C17); 129,38 (C27e C67); 129,22 (C1); 128,62 (C3’e C57); 115,16 (C3);
112,62 (C4); MS: m/z350; 98% purity in HPLC (R.T.=3.81 min, CH3CN:H,0 (6:1)).

Biology

5. Parasite culture
Promastigotes of L. major 10C/L0O581 (MHOM/SU/1973/5-ASKH) were obtained from

Leishmania collection of the Oswaldo Cruz Institute-Fiocruz. Promastigotes of L.
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amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) were obtained from Dr. Eduardo Caio Torres dos
Santos at Oswaldo Cruz Institute - Fiocruz. Promastigotes of L. braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) were obtained from Dr. Valéria de Matos Borges at Goncalo Moniz
Research Center - Fiocruz. The parasites were maintained in vitro in Schneider’s medium,

supplemented with 10% FBS and 2% human urineat 27° C in BOD incubator.

6. Culture of J774.A1 murine macrophages

These adherent-phenotype macrophage line was cultured in Dulbecco's Modified Eagle's
medium (DMEM, Sigma) supplemented with 10% FBS at 37°C with 95% humidity and 5%
CO,.

7. Cytotoxicity against host cells

To evaluate the cytotoxic activity against the J774.A1 cell line, the host cells were plated in
96-well vessels at 2 x10° cells per well in complete culture medium10% FBS at 37 °C. After 1
h wells were washed with warm HBSS to remove non-adherent cells, leaving approximately
10° adherent macrophages. All cultures were done in DMEM complete supplemented with
10% FBS. The compounds and pentamidine were added at serial concentrations (0.1 — 100
uM). The cells were also cultured with mediumfree from compounds or vehicle (basal growth
control) or in media with DMSO 0.1% (vehicle control). Positive control (dead cells) was
obtained by cellular lysis with 1% of Triton 100X in DMEM complete. After 48 h, the
cytotoxicity was evaluated by the MTT assay. 31" Data obtained from experiments were
expressed as the mean + standard error of the mean (Mean + S.E.M.) and statistical
differences between the treated and the vehicle groups of experiments were evaluated by

ANOVA and Dunnett hoc tests.

8. In vitro activity against promastigote forms of Leishmania

Stock solutions of novel semicarbazone derivatives as well as pentamidine or miltefosine
(reference leishmanicidal drugs) were prepared in DMSO immediately before use. The
cytotoxicity of LASSBio 1064, pentamidine and miltefosineagainst promastigotes was
determined. Stationary phase L. major promastigotes were plated in 96-well vessels (Nunc) at
1x10° cells per well, in Schneider’s medium, supplemented with 10% FBS and 2% human

urine. Each derivatives solution was added at increasing concentrations (10'7 — 100uM). Cells
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were also cultured in a medium free of compounds or vehicle (basal growth control) or with
DMSO 0.1% (vehicle control). After 48 h, extracellular load of L. major promastigotes was
estimated by counting the parasitesin Schneider’s medium in a CELM automatic cell counter
(model CC530). ** Data obtained from experiments were expressed as the mean + S.E.M. and
statistical differences between the treated and the vehicle groups of experiments were

evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests.

9. In vitro activity against amastigote forms of Leishmania

To assess the activity of the test derivatives against the amastigote stage of L. major, L.
amazonensis and L. braziliensis were realized model of infection in coverglass.” The murine
macrophages (J774.A1 cell line) were prepared in 24-well vessels (Corning) at 2x10° adherent
cells/well, infected with 2x10° promastigotes in glass coverslips placed inside 1 ml medium
culture. The cultures were cultured or not with the test derivatives or reference drugs (0.01-
100 uM), and kept for 24h at 37 °C, 5% CO,. After 24h, coverslips were washed, stained with
Giemsa-MayGriinwald, and intracellular amastigotes were counted in 100 macrophages. Data
obtained from in vitro experiments were expressed as the Mean + S.E.M. of duplicate cultures
of representative assays. Statistical differences between the treated and the control groups
were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests. Differences with a p value <0.05 or lower

were considered significant.

11. In vivo activity against L. amazonensis

This study (protocol number 2013.02) was approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of the Federal University of Alagoas (Brazil). All animals received humane
care in compliance with the ‘Principles of laboratory animal care’ formulated by the National
Society for Medical Research and the ‘Guide for the care and use of laboratory animals’
prepared by the National Academy of Sciences (Washington, DC). Then, 1x10° stationary
promastigotes (5 days of culture in Schneider’s medium) of L. amazonensis were inoculated
subcutaneously into the right ear dermis of 6-week-old female BALB/c mice weighing ca. 20
g. and later treated with LASSBio 1483 (i.p. or p.o.), miltefosine (p.o.) or meglumine
antimoniate (i.p.) at 30 pumols/kg x 28 days. The lesion size was measured using a
paquimeter.34 The parasite loads of infected ears and draining limph nodes were determined

using a quantitative limiting-dilution assay.” Toxicity of complexes was also evaluated due
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to alterations on spleen weight and by biochemistry dosages in plasma, performed according
to the manufacturer’sinstructions (Doles, BRA). Data obtained from experiments were
expressed as the mean £ S.E.M. and statistical differences between the treated and the vehicle

groups of experiments were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests.
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Tables

Table 1. Cytotoxicity of hydrazide-N-acylhydrazone derivatives against macrophages (MTT

assay) and promastigote forms of L. major

J774 cell line L. major Promastigotes L. major /
S I s B vl B B
Miltefosine > 100 uM NC 3.1+£02uM 88.1£0.1% >32.3 853 +14.7 uM
Pentamidine > 100 uM NC 0.8+0.1 uM 72.6 £2.0%* >125 17.1 £5.6 uyM
LASSBio 1064 > 100 uM NC >100 uM NA - 704 £5.1 uM
LASSBio 1491 (4e) > 100 uM NC 7.5+03uM 68.4 £ 0.1+* >13.3 7.3+0.6 uyM
LASSBio 1492 (9) > 100 uM NC 3.7£0.1 uyM 67.5 £0.1%* >27.0 45+29uM
LASSBio 1493(11) > 100 uM NC 02+0.1 nM 75.7 £ 5.8%* >500000 >100 uM
LASSBio 1702(10) > 100 uM NC 13.2+£8.6 uyM 78.9 £ 2.7%* >7.6 >100 uM
LASSBio 1703 (3e) > 100 uM NC 87+x12uM 53.0 £ 3.1%* >11.5 >100 uM
LASSBio 1704 (4a) > 100 uM 482 +9.1* >100 uM 46.3 £ 8.2%* - NT
LASSBio 1705 (3a) 78.1 £4.5 uM 70.2 £2.6%* 0.5+£0.1 naM 75.7 £5.0%* 156200 8.5+0.8 uM
LASSBio 1706 (4c) 86.2 £8.7 uM 54,3 £6,3*%* 0.6 +0.2 uM 54.5 £ 10.0%* 143,7 NT
LASSBio 1707 (3¢) > 100 uM NC 3.9+04 uM 70.0 £ 1.2%* >25.6 159+4.1 uM
LASSBio 1708 (3b) > 100 uM 429 £ 15.5% 0.3+£0.1 uM 62.6 £ 1.6%* >333.3 NT
LASSBio 1709 (4b) 85.2+2.3 uM 59.3 £0.9%* 0.8 £0.1 uyM 63.8 £ 1.8%* 106,5 NT
LASSBio 1710 (12) > 100 uM NC 33.7+£18.5nM 72.5 £ 5.1%* >2967.4 >100 uM
LASSBio 1736 (3d) > 100 uM 48.1 £0.3* 04 +£0.2uM 77.6 £+ 4.2%% >250 NT
LASSBio 1737 (4d) > 100 uM NC >100 uM NA - NT

“Lethal Concentration 50% (LCsg) and Inhibitory Concentration 50% (ICs,) were calculated by concentration-response curves
toxic and expressed as mean =+ standard error of the mean calculated by concentration-response curves toxic. "Cytotoxicity or
Maximum Effect (ME) are expressed as mean + standard error of maximum toxicity average of triplicates of a representative
experiment. in triplicates of a representative experiment. The values of cytotoxicity or maximum effect were considered
significant when * p <0.05, ** p <0.01 compared to the DMSO group; NC: substance presents no significant lethal activity to
cell until the concentration of 100 pM in compared to DMSO group. NA: substance presents no significant inhibitory activity
for the parasite to the concentration of 100 uM compared to DMSO group. NT: substance not tested.
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Table 2. Determination of the cytotoxicity of hydrazide-N-acylhydrazone derivatives against

amastigote forms of L. amazonensis and L. braziliensis.

L. amazonensis Amastigotes

L. braziliensis Amastigotes

Compound Maximum SI¢ Maximum SI¢
P a Effect ICsy’ Effect
(% *s.em.)’ (% *s.em.)”
Miltefosine 220+18 58.1 + 4.9%% >45 T84 +47 | 61.7 2.2 >13
Pentamidine | 32.8 +4.6 59.1 + 5.6%* >3.0 321411 | 84.0+15% >3.1
LASSBio 1064 >100 NA - 642458 | 667 +4.2% >1.6
LASSBio 1491 >100 NA - >100 475 +2.2%% )
(4e)
LASS](?;;’ 1492 >100 49.4 + 4.7+ - >100 475 +2.0%% -
LASS(?II‘; 1493 >100 51.9 + 4.7%% - 77+14 | 66.6+03%* >13.0
LASS(E;(; 17041 ¢53450 55.6 + 1.4%% >1.2 >100 48.1 + 4.5%* -
LASSBio 1705 >100 NA - 80+04 | 67.1+7.4%% 9.8
(3a)
LASS(I?"S 1706 >100 NA - 3.640.6 | 70.4+1.9%F 23.9
LASSBio 1707 >100 44.4 + 0.2%% - >100 NA )
(3¢)
LASSBio 1708 - -
>100 31.0 + 1.7%% >100 NA
(3b)
LASSg‘Z(; 1710 >100 427 + 5.3%* - >100 32.6 + 3.3% -
LASSBio 1736 | ¢/ 1403 57.6 + 0.2%% >12 53426 | 572+50% >18.9

(3d)

“Inhibitory Concentration 50 (ICs,) was calculated by concentration-response curves toxic and expressed as mean =+ standard

error of the mean. "Maximum Effect (ME) is expressed as mean =+ standard error of maximum toxicity average of triplicates

of a representative experiment. The values of maximum effect were considered significant when * p <0.05, ** p <0.01

compared to the 0.1% DMSO group; NT: substance presents no significant inhibitory activity for the parasite to the

concentration of 100 uM compared to DMSO group.
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Figures Legends

Figure 1. Effect of Pentamidine, LASSBio 1064 and hydrazide-N-acylhydrazone

derivatives against amastigote forms of L. amazonensis at concentrations of 30 pM.

Figure 2. In vivo efficacy of meglumine antimoniate, miltefosine, LASSBio 1493 (A),
LASSBio 1705 (B), LASSBio 1706 (C), LASSBio 1707 (D), LASSBio 1710 (E) and
LASSBio 1736 (F) treatments (30 pmols/kd/dia x 28 days) in BALB/c mice infected
with L. amazonensis. Lesion sizes were monitored weekly. Values are the mean of lesion

sizes in five mice in each group and bars represent the standard error of the mean.

Figure 3. Images of lesions after of treatment of BALB/c mice infected with L.
amazonensis untreated and treated with meglumine antimoniate, miltefosine, LASSBio
1493, LASSBio 1705, LASSBio 1706, LASSBio 1707, LASSBio 1710 and LASSBio
1736 at dose 30 mg/kg/day x 28 days. Photographs were taken on the first day after end of
treatment. In the control groups, infected control, meglumine antimoniate and LASSBio 1706,
the lesions showed an intense swelling and ulcerated by after treatment cessation. In animals
with LASSBio 1493, LASSBio 1707, LASSBio 1710 treatments, the photographs showed
less inflammation and oedema in the infected ear. In groups treated with miltefosine,
LASSBio 1705 and LASSBio 1736 ,the photographs revealed a complete healing of the

nodules and ulcers.

Figure 4. Parasite burden throughout the course of meglumine antimoniate, miltefosine,
LASSBio 1493, LASSBio 1705, LASSBio 1706, LASSBio 1707, LASSBio 1710 and
LASSBio 1736 treatments (30 pmols/kd/dia x 28 days, i.p.) in BALB/c mice infected with
L. amazonensis. (A) Logi of parasites loads of the infected ear. (B) Logi of parasites loads
of the draining lymph node. The parasite loads of infected ears and draining limph nodes were
determined using a quantitative limiting-dilution assay. Values are the mean of parasites loads
in five mice in each group and bars represent the standard error of the mean. ***P < 0.001 vs.

control.
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Figure 5. Survival of BALB/c mice infected with L. amazonensis untreated and treated
with meglumine antimoniate, miltefosine, LASSBio 1493, LASSBio 1705, LASSBio
1706, LASSBio 1707, LASSBio 1710 and LASSBio 1736 at dose 30 mg/kg/day x 28
days. CLP mice treated with IL-33 with or without the CXCR2 inhibitor SB225002 (10 mg
per kg body weight). Data are from representative experiments, n = 5 mice per group.
Treatment with meglumine antimoniate, LASSBio 1705 and LASSBio 1706 induced the 20%

of mortality in the group and other treatments presented survival rate of 100%.

Figure 6. In vivo effect of meglumine antimoniate, miltefosine, LASSBio 1493, LASSBio
1705, LASSBio 1706, LASSBio 1707, LASSBio 1710 and LASSBio 1736 treatments
(30 pmols/kd/dia x 28 days, i.p.) in spleen weight of BALB/c mice infected with L.
amazonensis. Spleen weight was verified in last day of treatment. Values are the mean of
lesion sizes in five mice in each group and bars represent the standard error of the mean. *P <

0.05 vs. control.

Figure 7. In vivo effect of meglumine antimoniate, miltefosine, LASSBio 1493, LLASSBio
1705, LASSBio 1706, LASSBio 1707, LASSBio 1710 and LASSBio 1736 treatments
(30 pmols/kd/dia x 28 days, i.p.) on serum ALT (A), AST (B), creatinine (C) and urea
(D) levels of BALB/c mice infected with L. amazonensis. Lesion sizes were monitored
weekly. Values are the mean of lesion sizes in five mice in each group and bars represent the

standard error of the mean. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Abstract.

Leishmaniasis is a very relevant parasitic disease, especially in the tropical and subtropical
regions of the world and is closely associated with poverty. The arsenal of drugs available for
treating Leishmania infections is limited. Therefore, new, effective, and less toxic
leishmaniasis treatments are still needed. We verified cell death in promastigote forms of
Leishmania amazonensis induced by the treatment with hydrazide-N-acylhydrazone
derivatives that presented high activity against these parasites in vitro and in vivo. The L.
amazonensis promastigotes were treated with LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio
1736 at 100 uM and 10 uM. After 48h of incubation, it was investigated the occurrence of
annexin-V binding and effects on the integrity of the plasma membrane, mitochondrial
membrane potential, activation of caspases, autophagy or cycle cell, using flow cytometry.
The leishmanicidal activity of derivatives LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736
were mediated via apoptosis as evidenced by externalization of phosphatidylserine,
despolarization of mitochondrial membrane and elevation of the number of caspase-positive
cells. Also, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 did not induce necrosis or
exacerbated autophagic process. Moreover, LASSBio 1736 reduced the percentage of cells in
S and G2/M phases of cell cycle too. Taken together, these results suggest that LASSBio
1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 may represent a valuable source for therapeutic

control of leishmaniasis in humans and animals.

KEYWORDS: Hydrazide-N-acylhydrazone; Leishmaniasis;, Leishmania amazonensis;

apoptosis; Leishmanicidal activity; Cell death.
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Introduction

Leishmaniasis are tropical anthropo-zoonotic diseases causedby protozoan parasites of
the genus Leishmania. More than 12 million people are affected in 98 countries (1) and it is
considered by the WHO as one of the six major infectious diseases, with a high incidence and
ability to produce deformities. It is also a poverty-related disease and has become a serious
impediment to socioeconomic development (2, 3).

This infectious disease is caused by the obligate intracellular parasites belonging to the
order Kinetoplastida (Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976) and family
Trypanosomatidae (Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905), genus Leishmania and is
transmitted to vertebrate hosts by sand fly vectors (4).

Parasites of that genus have been co-evolving with their mammals and insect hosts for
thousands of years. It is not surprising, therefore, that they are well adapted to these hosts and
vectors, persisting and replicating in their tissues, subverting the immune response of the
vertebrate host, and spreading to other hosts of the same or of another species. In the
mammalian host, the Leishmania survives and replicates as amastigotes, mainly inside
macrophages (5).

Leishmaniasis presents various clinical aspects including cutaneous leishmaniasis, the
most common form, muco-cutaneous leishmaniasis and visceral leishmaniasis the most severe
form, lethal in untreated patients (6). For example, Leishmania amazonensis infection results
in diverse clinical manifestations, ranging from cutaneous to mucocutaneous or visceral
involvement (7). This is attributable to the genetic diversity of L. amazonensis strains, and
this divergence extends to variations of chromosome size (8).

The cutaneous form of leishmaniasis is the most common and has an occurrence rate
of 0.7 to 1.2 million cases per year (1). The most affected countries include Afghanistan,
Algeria, Iran, and Brazil. Cutaneous leishmaniasis usually induces skin ulcers on exposed
parts of the body. If left untreated, cutaneous leishmaniasis leaves permanent scars and may
cause disfigurement. This disease is widespread in both the Old Worldand the New World (9).

Waiting for successful vector management and effective vaccines in humans, control
of the disease is based on chemotherapy. Unfortunately, there are nowadays very few drugs
available for treating leishmaniasis (10). Chemotherapy with antimonials is the first choice to

treat leishmaniasis; however, the treatment is prolonged, expensive and not very effective, and
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may have severe side effects. The second-line drugs, such as amphotericin B and
pentamidine, may even be more toxic (11).

The discovery of new, safe, and effective leishmanicidal agents is urgently necessary
since most of the drugs currently in use demonstrate problems that make treatment difficult,
such as variable efficacy, undesirable and serious side effects, the need to be used during
long-term therapy, the presence or induction of resistance to drugs and high costs (12).

Investigations of potentially active molecules are important to discover less toxic
drugs that are viable economic alternatives for the treatment of leishmaniasis (13). In the
course of our work devoted to discover new compounds in the leishmaniasis chemotherapy,
we previously identified three hydrazide-N-acylhydrazone derivatives (LASSBio 1705,
LASSBio 1707 and LASSBio 1736) that presented significant antileishmanial activity in vitro
against several species of Leishmania that cause cutaneous leishmaniasis. Also, the in vivo
efficacy of these compounds against cutaneous leishmaniasis in a mouse model was also
demonstrated (14). In this new work, weverified cell death in promastigote forms of L.

amazonensis induced by these derivatives .

Materials and Methods

Parasite culture

Promastigotes of L. amazonensis MHOM/BR/77/LTB0016) were obtained from Dr. Eduardo
Caio Torres dos Santos at Oswaldo Cruz Institute - Fiocruz. The parasites were maintained in
vitro in Schneider’s medium, supplemented with 10% FBS and 2% human urineat 27° C in

BOD incubator.

Analysis of phospholipid externalization and plasma membrane permeabilization

In addition, double staining with annexin V-PE and 7-AAD was performed to measure the
effects of pentamidine or derivatives (100 puM and 10 pM) on the plasma membrane of
Leishmania promastigote cells. The expression of phospholipid in the outer membrane of
treated anduntreated L. amazonensis promastigote cells was monitored by labeling with
annexin V-PE, and staining with 7-AAD was used to measure the permeability of the plasma
membrane. L. amazonensis promastigotes were grown to 1x10° cells/ml and then treated with

pentamidine or derivatives (100 uM and 10 uM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL of
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the culture was pelleted and resuspended in 1mL of PBS buffer supplemented with 1% FBS
and annexin V-PE and 7-AAD were added. Cells were incubated for 30 min in the dark prior
to analysis by flow cytometry on Muse® Cell Analyzer and analysed using Muse™ 1400

Analysis software.

Estimation of mitochondrial transmembrane electric potential

To determine changes in the mitochondrial membrane potential, we used Muse®, performed
according to the manufacturer’s instructions. The Muse™ MitoPotential kit utilizes the
MitoPotential Reagent to detect changes the mitochondrial membrane potential. A dead cell
marker is also used as an indicator of cell membrane structural integrity. It is excluded from
live, healthy cells, as well as early apoptotic cells. Quantitative data (percentages and
concentrations) is generated for 4 populations of cells: live, depolarized, depolarized/dead,
and dead cells. L. amazonensis promastigotes were grown to 1x10° cells/ml and then treated
with pentamidine or derivatives (100 uM and 10 uM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL
of the culture was pelleted and resuspended in 1mL of PBS buffer supplemented with 1%
FBS and Muse® MitoPotential Reagent and 7-AAD were added. Cells were incubated for 30
min in the dark prior to analysis by flow cytometry on Muse™ Cell Analyzer and analysed

using Muse™ 1400 Analysis software.

Determination of Caspase-like proteases

To determine the percentage of caspase-positive cells, we used Muse™ Multicaspase kit,
performed according to the manufacturer’s instructions .L. amazonensis promastigotes were
grown to 1x10’ cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives (100 pM and 10
uM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL of the culture was pelleted and resuspended in
ImL of PBS buffer supplemented with 1% FBS. Muse® Multicaspase Reagent and after 7-
AAD were added. Data acquisition was carried out using a Muse® Cell Analyzer and

analysed using Muse™ 1400 Analysis software.

Determination of presence of autophagic LC3
To determine the percentage of caspase-positive cells, we used Muse™ Autophagy LC3-
antibody based kit, performed according to the manufacturer’s instructions . L. amazonensis

promastigotes were grown to 1x10° cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives
191



(100 uM and 10 uM) and incubated at 26°C. After 48h, 1 mL of the culture was pelleted and
resuspended in ImL of PBS buffer supplemented with 1% FBS. The cells were permeabilized
and after anti-LC3 Alexa Fluor®555 conjugated antibody were added. Data acquisition was
carried out using a Muse™ Cell Analyzer and analysed using Muse™ 1400 Analysis

software.

Analysis of the cell cycle progression

Promastigotes of L. amazonensis (1)(105 cells) were treated with doses of derivatives of 100
uM or 10 uM for 48. After, cells were fixed in chilled 70% ethanol for 3h. After washing the
cells in PBS, the resultant pellet was resuspended in 7-AAD and incubated in the dark for 30
min. Data acquisition was carried out using a Muse® Cell Analyzer and analysed using

Muse® 1400 Analysis software.

Results

Initially, considering the in vivo results, the compounds LASSBio 1705, LASSBio
1707 and LASSBio 1736 were chosen to evaluation of the mechanism of cell death against L.
amazonensis promastigotes because they previously showed high activity against parasites in
vivo (14). In order to investigate if the tested molecules induced apoptosis in the assayed L.
amazonensis strain, cells were treated with 100 uM and 10 pM and stained using the Muse™
Annexin V and Dead Cell Assay Kit — annexin V-PE and 7-AAD. Interestingly, LASSBio
1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (100 uM and 10 pM) were able to induce
apoptosis in promastigote forms of L. amazonensis after 48 h incubation (more than 60% cells
with surface binding of annexin V), such as show the results in Figure 1A. The possible
action of these derivatives at 100 uM and 10 uM Leishmania membrane was studied using 7-
AAD. This dye is a high-affinitynucleic acid stain that penetrates cells with damaged plasma
membranes and enhances its fluorescence by more than 500-fold upon nucleic acid binding.
Our data clearly demonstrated that the membrane damage don’t occur after 48h of incubation
with LASSBio 1705, LASSBio 1707, and LASSBio 1736 (Figure 1B). In fact, the treatment
with LASSBio 1705 at 100 uM for 48h induced membrane damage on 1.0% of promastigotes.

LASSBio 1705 and LASSBio 1736 at 100 uM for 48h also induced depolarization of

mitochondrial membrane of these parasites (Figure 2). Depolarization of the mitochondrial
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membrane is a characteristic feature of apoptosis induction. The mitochondrial membrane
potential was measured by flow cytometer analysis using the Muse™ MitoPotential kit
(Figure 2). Figure 2 demonstrated that the treatment with LASSBio 1705 and LASSBio
1736 also induced depolarization of mitochondrial membrane of these parasites decreased the
L. amazonensis mitochondrial membrane potential when treated 100 pM for 48h.
Furthermore, mitochondria are the main target of injury after stresses leading to programmed
cell death and necrosis. Moreover, it is important tomention that the observation of this event
is a pre-apoptotic event (15). Moreover, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736
at 100 uM for 48h incresed the percentage of caspase-positive L. amazonensis promastigotes,
such as pentamidine (Figure 3).

Also, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (100 uM and 10 puM for
48h) did not induce exacerbated autophagic process (Figure 4). Additionally, LASSBio 1707
at 100 uM elevated the number of L. amazonensis promastigotes at S phase of cell cycle
(Figure 5). On the other hand, LASSBio 1736 at 100 uM reduced the percentage of L.

amazonensis promastigotes in S and G2/M phases of cell cycle (Figure 5).

Discussion and Conclusions

The novel hydrazide-N-acylhydrazone derivatives were previously evaluated against
promastigotes and amastigotes from 3 species of Leishmania, recognized worldwide as major
etiological agents of cutaneous leishmaniosis. Thus, for the first time, we had demonstrated in
our previous study that these derivatives with new molecular scaffolds are effective against
Leishmania species in vitro and in vivo, indicating that some hydrazide-N-acylhydrazone
derivatives have in vitro anti-leishmanial activity and that this activity is not limited to a
single species (14).

To exert an antiproliferative effect against Leishmania, agents need to induce
morphological, biochemical or molecular alterations that lead to parasite death or prevent it
proliferation (16). Considering the in vivo results, the compounds LASSBio 1705, LASSBio
1707 and LASSBio 1736 were chosen to evaluation of the mechanism of cell death against L.
amazonensis promastigotes because they showed high activity against parasites in vivo. In
addition, apoptosis/necrosis events, effects on the cell cycle and exacerbation of the

autophagic process were studied.
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Cell death pathways may be generally classified into: apoptosis, necrosis and
exacerbation of the autophagic process (17).In order to determine the manner by which
LASSBio 1705, LASSBio 1707, and LASSBio 1736 exerted its antiproliferative activity, we
performed flow cytometry analyses using 7-AAD dye to identify cell membrane disruption
(in necrotic cells) and annexin-V PE to investigate the externalization of phospholipids,
typical feature of apoptotic cells (18), such as shown in the Figure 1A.

Necrosis is an unregulated process characterized by irreversible disruption of plasma
membrane integrity, organelles breakdown and randomly fragmented DNA death (18).
Treatments with crescent concentrations of LASSBio 1705, LASSBio 1707, and LASSBio
1736 (100 uM and 10 uM) did not alter the percentage of cells labeled with 7-AAD (data not
shown), demonstrating that the parasites did not suffer cell membrane damage and, probably,
did not undergo a necrotic process.

Interestingly, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (100 pM and 10
uM) was able to induce apoptosis in promastigote forms of L. amazonensis after 48 h
incubation (more than 60% cells with surface binding of annexin V) (Figure 1A). During
apoptosis, there are drastic changes in the phospholipid composition of both leaflets in the
plasma membrane. Binding of annexin V to the cell surface of Leishmania parasites is
therefore likely to be a consequence of changes in the plasma membrane lipid arrangement. In
addition, annexin V has been reported to bind phosphatidylglycerol, phosphatidic acid,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, phosphatidylethanolamine and phosphatidylinositol
(19). Also, the phosphatidylserine exposure has also been implicated as an apoptotic marker
(20).

Apoptosis is a process of programmed cell death required in multicellular organisms
for normal tissue development and homoeostasis, as it eliminates cells that are damaged,
infected or no longer needed. A number of the biochemical and morphological events that
define apoptosis have been described in the Leishmania (21, 22). The apoptosis-like processes
reported to occur in these Kkinetoplastid parasites include internucleosomal DNA
fragmentation, activation of peptidases, phospholipid exposure on the external surface of the
plasma membrane, release of cytochrome C, translocation of endonuclease G and the loss of
mitochondrial transmembrane potential (22-24). Since the maintenance of mitochondrial
transmembrane potential is essential for the survival of a single mitochondrion parasite, we

evaluated the mitochondrial integrity of promastigotes by testing the mitochondrial membrane
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potential by Muse Mitopotencial assay. Our data show that LASSBio 1705 and LASSBio
1736 at 100 uM also induced apoptosis by depolarization of mitochondrial membrane of these
parasites, such as show the results in Figure 2.

Mitochondria are the power house of the cell where the cellular ATP is generated by
oxidative phosphorylation process. Mitochondrion is an important organelle for cell’s
survival; therefore, any damage or dysfunction to this organelle leads to cell death. This
makes the mitochondria a prime target for destruction in order to achieve programmed cell
death or necrosis (25). In mammalian cells after induction of apoptosis, healthy mitochondria
ensure compensation for the injured ones. But for organisms with single mitochondria like
Leishmania, there is no possibility for the compensation of injured mitochondria and survival
depends on proper functioning of a single organelle. In the absence of proper functional
mitochondria, the cells would reduce to synthesize ATP from their mitochondrial source and
cause a rapid decrease at the cell size (26).

Moreover, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 incresed the
percentage of caspase-positive L. amazonensis promastigotes, such as pentamidine (Figure
3). It switches on the cascade of caspase like proteases, which causes genomic DNA
fragmentation and further leads to death by means of apoptosis. Caspase like proteases seem
to have role in cascading apoptosis process in Leishmania as the cell lysate of apoptotic
Leishmania parasite can cleave caspase substrate (27, 28). In particular, caspases, which have
an essential role in the execution of apoptosis in higher eukaryotes, are absent from genomes
of Leishmania (29). In Leishmania, metacaspases, distinctly related to caspases, are thought to
be responsible for caspase like activity. Metacaspases are caspase family cysteine peptidases
that have been implicated in cell death processes in plants, fungi and protozoa. Metacaspases
have also been suggested to be involved in cell cycle control, differentiation and clearance of
aggregates, but recently metacaspases of Leishmania were reported to have trypsin like
activity rather than caspase like activity, indicating no role of metacaspases in apoptotic cell
death in Leishmania (30-32). In addition,Caspase-3/7-like activation can be induced by a
number of stimuli despite the absence of genes encoding caspases within the L. major
genome. Hence, in Leishmania, the caspases like activity may be performed by some other
sequence unrelated protease that is still unidentified (29).

Caspase-like activation occurs in LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736-

mediated apoptosis. The trigger for this activation is unclear in Leishmania system, but may
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involve the leakage of cytochrome ¢ from mitochondria and activation of a caspase-9-like
enzyme, which activates caspase-3/7. Alternatively caspase-8-like enzyme activation, via a
death signal equivalent to that which occurs by activation of the Fas/FADD system, could
trigger caspase-3/7 activation. Moreover, the activated caspase-12 canactivate caspase-3/7
(33, 34).

In addition, anti-LC3 Alexa Fluor®555 conjugated antibody was performed to
evaluate a possible autophagic programmed cell death in promastigotes treated with
LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (100 uM and 10 uM) by flow cytometer
analysis (Figure 4). The exacerbation of the autophagic process, whereby cells remove or
remodel damaged cellular structures, but that under certain conditions can induce an intense
cytoplasmic vacuolization and dismantling of the cellular organization resulting in cell death
(17). However, treatment with LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 did not
alter the autophagy induction ratio of cells, indicating that antiproliferative activity of these
derivatives likely does not result from an exacerbated autophagic process.

Finally, the cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry after treatment
with derivatives ata 100 uM and 10 uM by 48h (Figure S). Analysis of cell population at
different cell cycle stages is possible after staining with 7-AAD and subsequent flow
cytometric analysis. Cells at GO/G1 stage of cell cycle will have one copy of DNA, while G2
stage will have two copies of DNA. Thus, the fluorescence of G2 phase cells will be double of
G1 phase after 7-AAD staining. Synthesis phase (S-phase) will have intermediate
fluorescence intensity (35).In control cells, the G1, S, and G2/M populations remained almost
the same.The treatments of promastigotes of L. amazonensis with LASSBio 1707 or
LASSBio 1736 by 48h were able to induce drastic changes in the cell cycle of the parasites
(Figure 5). LASSBio 1707 at 100 uM induced a significant increase in the proportion of cells
in the S phase. On the other hand, LASSBio 1736 at 100 uM induced a marked reduction in
DNA replication and mitosis, with a decrease in the number of cells in G2/M phase and S
phase when compared either to control cells or cells exposed only to DMSO.

In conclusion, N-acylhydrazones LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736
proved to be potent antileishmanial agents and of low toxicity both in vitro and in vivo and
induced apoptosis primarily associated with the activation of caspase-like through the
mitochondrial pathway, assuming the position of lead-compounds which can be used in the

discovery of new therapies for Leishmania infections. Nevertheless, further studiesare needed
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in order to validate this hypothesis by studying characteristic signals of this pathway such as
ROS generation, DNA fragmentation, ATP levels and induction of protein expression, such as

caspases and metacaspases.

Acknowledgment:The authors would like to thank Leishmania collection of the Oswaldo Cruz
Institute for having provided L. major IOC/L0581 (MHOM/SU/1973/5-ASKH). The authors
are grateful to the CAPES, CNPq, MCT, FINEP, INCT-INOFAR/CNPq (573.564/2008-6),
CNPQ (479822/2013-1), CNPQ (404344/2012-7) and FAPEAL (Pronem 20110722-006-
0018-0010) for the joint funding of this research project. The authors wish to thank several of
their colleagues working at the UFAL and UFRJ for their constructive criticism and

assistance in carrying out this project.

References

1. Alvar J, Vélez ID, Bern C, Herrero M, Desjeux P, Cano J, Jannin J, den Boer M,
WHO Leishmaniasis Control Team. 2012. Leishmaniasis worldwide and globalestimates of
its incidence. PLoS ONE 7: e3571.

2.World Health Organization. 2010. Control of the leishmaniasis. World Health
Organization Technical Report Series 949: 1-186.

3. Mitropoulos P, Konidas P, Durkin-Konidas M. 2010. New World cutaneous
leishmaniasis: updated review of current and future diagnosis and treatment J Am Acad
Dermatol 63: 309-322.

4. Ross R. 1903. Note on the bodies recently described by Leishman and Donovan. BMJ 2:
1261-1262.

5.Alexander J, Satoskar AR, Russell DG. 1999. Leishmania species: models of intracellular
parasitism. J Cell Sci 112 Pt 18: 2993-3002.

6. World Health Organization. Leishmaniasis. http://www.who.int/leishmaniasis/en/
(accessed January 3, 2015).

7. Barral A, Pedral-Sampaio D, Grimaldi Janior G, Momen H, McMahon-Pratt D,
Ribeiro De Jesus A, Almeida R, Badaro R, Barral-Netto M, Carvalho EM, Johnson
Juanior WD. 1991. Leishmaniasis in Bahia, Brazil: evidence that Leishmania amazonensis
produces a wide spectrum of clinical disease. Am J Trop Med Hyg 44: 536-546.

197



8. Oliveira JPC, Fernandes F, Cruz AK, Trombela V, Monteiro E, Camargo AA, Barral
A, Oliveira CI. 2007. Genetic diversity of Leishmania amazonensis strains isolated in
northeastern Brazil as revealed by DNA sequencing, PCRbased analyses and molecular
karyotyping. Kinetoplastid Biol Dis 6:5.

9. Reithinger R, Dujardin J-C, Louzir H, Pirmez C, Alexander B, Brooker S. 2007.
Cutaneous leishmaniasis. Lancet Infect Dis 7:581-596.

10.Sundar S, Chakravarty J. 2013. Leishmaniasis: an update of current pharmacotherapy.
Expert Opin Pharmacother 14: 53-63.

11.Rijal S, Ostyn B, Uranw S, Rai K, Bhattarai NR, Dorlo TP, Beijnen JH, Vanaerschot
M, Decuypere S, Dhakal SS, Das ML, Karki P, Singh R, Boelaert M, Dujardin JC. 2013.
Increasing failure of miltefosine in the treatment of Kala-azar in Nepal and the potential role
of parasite drug resistance, reinfection, or noncompliance. Clin Infect Dis 56: 1530-1538.

12. Oliveira LF, Schubach AO, Martins MM, Passos SL, Oliveira RV, Marzochi MC,
Andrade CA. 2011. Systematic review of the adverse effects of cutaneous leishmaniasis
treatment in the New World. Acta Trop 118:87-96.

13. Cunha-Junior EF, Pacienza-Lima W, Ribeiro GA, Netto CD, Canto-Cavalheiro MM,
Silva AJM, Costa PR, Rossi-Bergmann B, Torres-Santos EC. 2011. Effectiveness of the
local or oral delivery of the novel naphthopterocarpanquinone LQB-118 against cutaneous
leishmaniasis. J Antimicrob Chemother 66: 1555-1559.

14. Alves MA, Queiroz AC, Barreiro EJ, Alexandre-Moreira MA, Lima LM. In Vitro/In
Vivo Antileishmanial Effects of Novel Hydrazide-N-Acyhydrazone Derivatives. J. Med.
Chem.

15. Dolai S, Pal S, Yadav RK, Adak S. 2011. Endoplasmic reticulum stress-
inducedapoptosis in Leishmania through Ca2+-dependent and caspase-
independentmechanism. J Biol Chem 15: 13638-13646.

16. Adade CM, Chagas GSF, Souto-Padron T. 2012. Apis mellifera venom induces
different cell death pathways in Trypanosoma cruzi. Parasitology 139: 1444-1461.

17. Guimaraes CA, Linden R. 2004. Programmed cell deaths. Apoptosis and alternative
deathstyles. Eur J Biochem 271: 1638-1650.

18. Debrabant A, Nakhasi H. 2003. Programmed cell death in trypanosomatids: is it an

altruistic mechanism for survival of the fittest? Kinetoplastid Biol and Dis 2: 7.

198



19. Weingirtner A, Kemmer G, Miiller FD, Zampieri RA, Gonzaga dos Santos M, et al.
2012. Leishmania Promastigotes Lack phosphatidylserine but Bind Annexin V upon
Permeabilization or Miltefosine Treatment. PLoS One 7: e42070.

20. Mehta A, Shaha C. 2004. Apoptotic death in Leishmania donovani promastigotes in
response to respiratory chain inhibition: complex II inhibition results in increased pentamidine
cytotoxicity. J Biol Chem 279: 11798-11813.

21. Taylor RC, Cullen SP, Martin SJ. 2008. Apoptosis: controlled demolition at the cellular
level. Nat Rev Mol Cell Biol9: 231-241.

22. Debrabant A, Lee N, Bertholet S, Duncan R, Nakhasi HL. 2003. Programmed cell
death in trypanosomatids and other unicellular organisms. Int J Parasitol 33: 257-267.

23. Lee N, Bertholet S, Debrabant A, Muller J, Duncan R, Nakhasi HL. 2002.
Programmed cell death in the unicellular protozoan parasite Leishmania. Cell Death Differ 9:
53-64.

24. Ambit A, Fasel N, Coombs GH, Mottram JC. 2008.An essential role for the
Leishmania major metacaspase in cell cycle progression. Cell Death Differ 15:113-122.
25.Kang J, Pervaiz S. 2012. Mitochondria: Redox Metabolism and Dysfunction. Biochem
Res Int 2012: ID 896751.

26. Sen N, Das BB, Ganguly A, Mukherjee T, Tripathi G, Bandyopadhyay S, Rakshit
S, Sen T, Majumder HK. 2004. Camptothecin induced mitochondrial dysfunction leading to
programmed cell death in unicellular hemoflagellate Leishmania donovani. Cell Death Differ
11: 924-36.

27. Das M, Mukherjee SB, Shaha C. 2001. Hydrogen peroxide induces apoptosis-like death
in Leishmania donovani promastigotes. J Cell Sci 114: 2461-24609.

28. Lee N, Bertholet S, Debrabant A, Muller J, Duncan R, Nakhasi HL. 2002.
Programmed cell death in the unicellular protozoan parasite Leishmania. Cell Death Differ 9:
53-64.

29. Ivens AC, Peacock CS, Worthey EA, Murphy L, Aggarwal G, Berriman M, Sisk
E, Rajandream MA, Adlem E, Aert R, Anupama A, Apostolou Z, Attipoe P, Bason
N, Bauser C,Beck A, Beverley SM, Bianchettin G, Borzym K, Bothe G, Bruschi
CV, Collins M, Cadag E, Ciarloni L, Clayton C, Coulson RM, Cronin A, Cruz AK,
Davies RM, De Gaudenzi J, Dobson DE, Duesterhoeft A, Fazelina G, Fosker N, Frasch

AC, Fraser A,Fuchs M, Gabel C, Goble A, Goffeau A, Harris D, Hertz-Fowler
199



C, Hilbert H, Horn D, Huang Y, Klages S, Knights A, Kube M, Larke N, Litvin L, Lord
A, Louie T, Marra M, Masuy D, Matthews K, Michaeli S, Mottram JC, Miiller-Auer
S, Munden H, Nelson S, Norbertczak H, Oliver K, O'neil S, Pentony M, Pohl TM, Price
C, Purnelle B, Quail MA, Rabbinowitsch E, Reinhardt R, Rieger M, Rinta J, Robben
J, Robertson L, Ruiz JC, Rutter S, Saunders D, Schifer M, Schein J, Schwartz
DC, Seeger K, Seyler A, Sharp S, Shin H, Sivam D, Squares R, Squares S, Tosato
V, Vogt C, Volckaert G, Wambutt R, Warren T,Wedler H, Woodward J, Zhou
S, Zimmermann W, Smith DF, Blackwell JM, Stuart KD, Barrell B, Myler PJ. 2005. The
genome of the kinetoplastid parasite, Leishmania major. Science 309: 436—442.

30. Tsiatsiani L, Van-Breusegem F, Gallois P, Zavialov A, Lam E, Bozhkov PV. 2011.
Metacaspases. Cell Death Differ18: 1279-1288.

31.Lee N, Gannavaram S, Selvapandiyan A, Debrabant A. 2007. Characterization of
metacaspases with trypsin-like activity and their putative role in programmed cell death in the
protozoan parasite Leishmania. Eukaryot. Cell 6: 1745-1757.

32. Castanys-Muiioz E, Brown E, Coombs GH, Mottram JC. 2012. Leishmania mexicana
metacaspase is a negative regulator of amastigote proliferation in mammalian

cells. Cell Death Dis 3:e385.

33. Chen CY, Juo P, Liou JS, Li CQ, Yu Q, Blenis J, Faller DV. 2001. The recruitment of
Fas-associated death domain/caspase-8 in Ras-induced apoptosis. Cell Growth Differ 12:
297-306

34. Eichler T, Ma Q, Kelly C, Mishra J, Parikh S, Ransom RF, Devarajan P, Smoyer W
E. 2006. Single and combination toxic metal exposures induce apoptosis in cultured murine
podocytes exclusively via the extrinsic caspase 8 pathway. Toxicol Sci90: 392-399.

35. Saudagar P, Saha BP, Saikia BAK, Dubey VK. 2013. Molecular mechanism underlying
antileishmanial effect of oxabicyclo[3.3.1]nonanones: Inhibition of key redox enzymes of the

pathogen. Eur J Pharm Biopharm 85: 569-577.

200



Figures Legends

Figure 1. L. amazonensis promastigotes death analisys using flow cytometry upon
treatment with pentamidine, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 at 100
pM and 10 pM for 48h. (A) Phospholipids externalization; (B) Plasma membrane

permeabilization by necrosis.

Figure 2. Measurement of Mitochondrial Membrane Potential on L. amazonensis
promastigotes using flow cytometry upon treatment with pentamidine, LASSBio 1705,

LASSBio 1707 and LASSBio 1736. Cells were treated at 100 uM and 10 uM for 48 h.

Figure 3. Determination of presence of Caspase-like proteases in L. amazonensis

promastigotes using flow cytometry upon treatment with pentamidine, LASSBio 1705,

LASSBio 1707 and LASSBio 1736. Cells were treated at 100 uM and 10 uM for 48 h.

Figure 4. Determination of presence of autophagic LC3 in L. amazonensis promastigotes
using flow cytometry upon treatment with pentamidine, LASSBio 1705, LASSBio 1707
and LASSBio 1736. Cells were treated at 100 uM and 10 pM for 48 h.

Figure 5. The effect of pentamidine, LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736
on cell cycle of L. amazonensis promastigotes. Cells were treated at 100 uM and 10 pM for
48 h.
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Abstract.

The N-acylhydrazone derivatives have shown several biological properties and recently the
leishmanicidal effect of hydrazide-N-acylhydrazone derivatives were demonstrated by us.
These findings led us to test the effect of these hydrazide-N-acylhydrazone derivatives
on Leishmania chagasi, the agent of visceral leishmaniasis in Latin America. In vitro assays
were performed in L. chagasi-infected peritoneal macrophages treated with different
concentrations of these derivatives. In in vivo experiments, Golden hamsters were infected
with L. chagasi and injected with LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (at 30 pumols/kg/day x
15 days, i.p) whereas control animals received either Glucantime (same dose) or PBS. The
ultrastructural morphological effects of LASSBio 1736 on L. chagasi promastigotes were also
verified. The main findings were: 1) The derivatives LASSBio 1492, LASSBio 1707,
LASSBio 1710 and LASSBio 1736 showed deleterious activity against intracellular parasites
at micromolar concentrations (ICsy between 53.3 £ 2.6 to 58.3 + 2.0 uM); 2) treatment of L.
chagasi-infected hamsters with LASSBio 1707 and LASSBio 1736 led to a significant
reduction of parasite burden when compared to controls that received PBS; 3) the treatment
with these derivatives did not result in hepatic or renal toxicity in L. chagasi-infected
hamsters. The present results demonstrated that LASSBio 1707 and LASSBio 1736 are able
to destroy L. chagasi in vitro and in vivo at concentrations that are non toxic to the host. We
believe these findings support further study of the potential of LASSBio 1707 and LASSBio

1736 as a possible alternative for the chemotherapy of visceral leishmaniasis.

KEYWORDS:  Hydrazide-N-acylhydrazone;  Leishmaniasis;  Leishmania  chagasi;

Leishmanicidal activity.
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Introduction

Leishmaniasis comprises a group of diseases caused by several species of Leishmania
and expresses a variety of clinical symptoms. In addition, this group of diseases is the third
largest among infectious diseases transmitted by vectors, behind malaria and filariasis (1).
Human leishmaniasis is endemic in 98 countries, with a global incidence estimated at ap-
proximately 0.2-0.4 million visceral leishmaniasis cases and 0.7-1.2 million cutaneous
leishmaniasis cases occurring each year. It is estimated that 20,000-40,000 leishmaniasis
deaths occur per year. Leishmaniasis is widespread protozoan diseases that affect mostly poor
and marginal populations in Latin America, Africa, and Asia. Brazil is among the 10 countries
with the highest estimated case counts (2).

The visceral leishmaniasis (Kala-azar) is the most serious of these diseases and is
extremely important in veterinary medicine because dogs are considered the main domestic
reservoir for human infection (3). The visceral leishmaniasis, often fatal if patients were not
correctly treated, in which vital organs of the body are affected (4,5). The visceral
leishmaniasis is caused by Leishmania chagasi (=Leishmania infantum) or Leishmania
donovani and affects mainly primary and secondary lymphoid organs, such as spleen, bone
marrow, liver and lymph nodes (6).

Neglected by big pharmaceutical companies, the chemotherapy of this diseases
involves highly toxic drugs. For more than 60 years, pentavalent antimonials have been the
first-line drugs in the treatment for all types of leishmaniasis in most countries. Two organic
salts, meglumine antimoniate (Glucantime) and sodium stibogluconate (Pentostam) are
mainly used (7-9). The treatment is lengthy, potentially toxic and painful (5). In the case of
relapse, patients need treatment with second-line medicines such as pentamidine and
amphotericin B. These drugs are toxic and may show a serious of side effects such as
nephrotoxicity (7-10). Newly developed, liposomal amphotericin B is highly effective, has
almost no side effects and requires only a short course of treatment but it is too expensive to
be a viable treatment option in most developing nations (5).

Therefore, there is still an urgent need for novel drug candidates in the interest of
public health. These observations prompted us to investigate the in vitro and in vivo activity

against L. chagasi of promissory hydrazide-N-acylhydrazone derivatives with notorious
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leishmanicidal activity against Leishmania spp. causing cutaneous leishmaniasis, as

previously described by our research group (11).

Materials and Methods.

Parasite culture

Promastigotes of L. chagasiMCAN/BR/89/BA262) were obtained from Dr. Valéria de Matos
Borges at Gongalo Moniz Research Center - Fiocruz. The parasites were maintained in vitro
in Schneider’s medium, supplemented with 20% FBS and 2% human urine at 27° C in BOD

incubator.

In vitro activity against amastigote forms of L.chagasi

This study (protocol number 2013.02) was approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of the Federal University of Alagoas (Brazil). All animals received humane
care in compliance with the ‘Principles of laboratory animal care’ formulated by the National
Society for Medical Research and the ‘Guide for the care and use of laboratory animals’
prepared by the National Academy of Sciences (Washington, DC). Six-to-eight-week old
female swiss mice were euthanized and injected intraperitoneally with a 5 mL of a sterile
phosphate-buffered saline (PBS). The total leukocyte into the peritoneal cavity was harvested
by peritoneal lavages with PBS and counted with a hematocytometer (12). To assess the
activity of the test derivatives against the amastigote stage of L. chagasi were realized model
of infection in coverglass (13). The murine macrophages (peritoneal macrophages) were
prepared in 24-well vessels (Corning) at 2x10° adherent cells/well, infected with 2x10°
promastigotes in glass coverslips placed inside 1 ml medium culture. The cultures were
cultured or not with the test derivatives or reference drugs (0.01-100 uM), and kept for 24h at
37 °C, 5% CO,. After 24h, coverslips were washed, stained with Giemsa-MayGriinwald, and
intracellular amastigotes were counted in 100 macrophages. Data obtained from in vitro
experiments were expressed as the Mean + S.E.M. of duplicate cultures of representative
assays. Statistical differences between the treated and the control groups were evaluated by
ANOVA and Dunnett hoc tests. Differences with a p value <0.05 or lower were considered

significant.
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Scanning electron microscopy

Logarithmic-phase promastigotes (5 x 10’/mL), washed twice with PBS pH 7.2, or tissue
fragments, were fixed in a solution containing 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate
buffer, pH 7.2, for 24 h at 4°C. After fixation, the material was adhered to poly-L-lysine-
coated coverslips, post-fixed for 30 min in a solution containing 1% OsO4, 1.25% potassium
ferrocyanide and 5 mM CaCl2 in 0.1 M cacodylate buffer, washed in the same buffer,
dehydrated in ethanol series, critical point dried, and coated with gold in JFC-1100 (Jeol).
Cells were observed under a JEOL T-200 field emission scanning electron microscope

operating at 5 kV.

In vivo activity against L. chagasi

This study (protocol number 2013.02) was approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of the Federal University of Alagoas (Brazil). All animals received humane
care in compliance with the ‘Principles of laboratory animal care’ formulated by the National
Society for Medical Research and the ‘Guide for the care and use of laboratory animals’
prepared by the National Academy of Sciences (Washington, DC). Then, 1x10’ stationary
promastigotes (5 days of culture in Schneider’s medium) of L. chagasi were inoculated
intraperitoneally in 8-week-old male Syrian Golden Hamsters weighing ca. 100 g. and 45
days later treated with LASSBio 1705, LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (i.p.) or
glucantime (i.p.) at 30 pmols/kg x 15 days. The parasite loads of infected spleen were
determined using a quantitative limiting-dilution assay (14-16). Toxicity of complexes was
also evaluated due to alterations on spleen weight and by biochemistry dosages in plasma,
performed according to the manufacturer’s instructions (Doles, BRA). Data obtained from
experiments were expressed as the mean + S.E.M. and statistical differences between the
treated and the vehicle groups of experiments were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc

tests.

Results.

Initially, considering everyone else previous results, some derivatives were selected to
determination of 1Csy value for intracellular amastigote forms of L. chagasi (Table 1).The

results of degree of cytotoxicity against L. chagasi are shown in Table 1. The compounds

209



LASSBio 1092, LASSBio 1707, LASSBio 1710 and LASSBio 1736 showed deleterious
activity to amastigote of L. chagasi. In this case, the most active compounds were LASSBio
1492(ICsp of 58.3 uM and maximum effect of 57.7 £ 4.9%), LASSBio 1707 (ICsp of 53.3 uM
and maximum effect of 63.3 + 3.1%), LASSBio 1710 (ICsp of 55.0 uM and maximum effect
of 58.9 £ 4.9%) and LASSBio 1736(ICsy of 57,6 uM and maximum effect of 57.0 £ 1.9%)
presented similar efficacy and potency to standard drugs pentamidine (ICsy of 65.1 uM and
maximum effect of 66.4 + 3.7%).

Considering the in vitro results, the compounds LASSBio 1707, LASSBio 1710 and
LASSBio 1736 were also chosen to evaluation of its in vivo leishmanicidal activity against L.
chagasi. The treatment with these derivatives at 30 pumols/kg/day x 15 days, intraperitoneally,
decrease parasite load in spleen. The treatment with Glucantime at same dose did not diminish
the L. chagasi titer in spleen (Figure 1). The compounds LASSBio-1707 and LASSBio-1736
at concentration of 30 umols/kg/day x 28 also showed immunomodulatory effect because
these derivatives induce variation spleen weight (Figure 2). In addition, in vivo treatment with
derivatives assayeddid not induced alterations of, aspartate aminotransferase (AST),
creatinine and urea (Figure 3B, 3C and 3D) and presented protective effect to hepatic
damage of the visceral leishmaniasis because this treatment prevented alterations of alanine
aminotransferase (ALT) levels on serum due to disease (Figure 3A).

Moreover, scanning electron microscopy revealed that LASSBio 1736 at 100 M for
48h was able to induce dramatic morphological alterations in thepromastigote forms of L.
chagasi compared with untreated parasites, which showed typical characteristics, with an
elongated shape and free flagellum. Figure 4 shows alterations in shape and size and cellular
disintegration in LASSBio 1736 treated parasites. The treatment with LASSBio 1736 induced
morphological changes reminiscente of axenic amastigotes, including oval cell shape and
shortened and retracted flagella. In addition, LASSBio 1736 also caused profound changes in

the plasma membrane.

Discussion

This work was driven by the necessity of finding a new therapeutic scheme for a

visceral leishmaniasis patient. Visceral leishmaniasis is ranked second in mortality and fourth
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in morbidity among tropical diseases, with 20,000 to 40,000 deaths per year and over 2
million DALYSs (disability-adjusted life years) lost (2,17). Typical manifestations of VL
include weight loss, fever, hepatosplenomegaly, and pancytopenia resulting from replication
of Leishmania amastigotes in macrophages mainly in the liver, spleen, and bone marrow (18).
The discovery of new, safe, and effective leishmanicidal agents is urgently necessary since
most of the drugs currently in use demonstrate problems that make treatment difficult. (19).
Thus, the present study focused on the in vitro and in vivo activity of the hydrazide-N-
acylhydrazone derivatives on L. chagasi.

Within the mammalian host, Leishmania infect macrophages, cells that play a critical
role in regulation of immune system and in host defense (20).Infection of macrophages by the
intracellular protozoan Leishmania leads to down-regulation of a number of macrophage
innate host defense mechanisms, thereby allowing parasite survival and replication (21). For
example, essential macrophage activation signaling molecules and pathways such as PKC,
MAPK, JAK/STAT as well as the transcription factor AP-1 and NF-kB are deactivated
following infection with Leishmania. In addition, molecules such as SHP-1 are activated
during Leishmania infection causing SHP-1 mediated JAK?2 inactivation in macrophages.
Thus Leishmania evolved several strategies to inhibit macrophage activation, the ability to
present antigens on their surface as well as to interfere the communication of macrophages
with cells from the adaptive immune system (22). Moreover, the inhibition of macrophage
activation enables pathogen replication and survival (23). Thus, in vitro tests against
intracellular amastigotes are more relevant to infer the sensitivity of anti-leishmanial drugs,
since this is the parasite stage found in the vertebrate host (24).

Our data showed the leishmanicidal activity of LASSBio 1092, LASSBio 1707,
LASSBio 1710 and LASSBio 1736 against intracellular amastigotes of L. chagasi, whereas
similar leishmanicidal effect was observed with pentamidine. The leishmanicidal activity of
these derivatives is comparable to that reported for several compounds tested against
visceralizing Leishmania species like the chalcones-like compounds (25), sakuranetin
(26) and nimodipine (27). The initial evaluation of leishmanicidal activity against L. chagasi
indicated that amastigotes of this specie was less suscetible to in vitro treatment with
hydrazide-N-acylhydrazone derivatives when compared with other species tested (L. major, L.
braziliensis and L.amazonensis). Moreover, these compounds showed low cytotoxicity in

mammalian cells, such as shown by our previous work (11).
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The hydrazide-N-acylhydrazone derivatives LASSBio 1707 and LASSBio 1736 also
were highly effective against the usually refractory species L. amazonensisin vivo, in our
previous work. Thus, infections of BALB/C with L. amazonensis parasites responded to
LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (30 umols/kg/day x 28days, i.p.), with animals presented
less parasite burden at the end of treatment (11). The efficiency of LASSBio 1707 and
LASSBio 1736 in destroying L. chagasi in vivo was also demonstrated in the present study.
Treatment of L. chagasi-infected hamsters with LASSBio 1707 and LASSBio 1736 (at 30
umols/kg/day x 15 days, i.p) led to a significant reduction of parasite load in animal spleens
when compared to controls that received PBS.On the other hand, treatment with these
derivatives did not result in hepatic or renal toxicity in L. chagasi-infected hamsters as
demonstrated by biochemical assays.

It is well reported that leishmanicidal mediators released in large amounts may cause
morphological and/or functional injuries to the liver. Moreover, Leishmania chagasi infection
activates macrophages, which release several microbicidal agents, including peptidases, to
eliminate the parasite in the liver (28). Thus, the in vivo treatment with LASSBio 1707 and
LASSBio 1736 also presented protective effect to hepatic damage of the visceral
leishmaniasis because this treatment prevented alterations of alanine aminotransferase (ALT)
levels on serum due to disease, such as shown Figure 3A.

Therefore, the hydrazide-N-acylhydrazone derivatives LASSBio 1707 and LASSBio
1736 presented in this work have shown in vitro and in vivo leishmanicidal activity against L.
chagasi. Considering all results to leishmanicidal activity against L. major, L. braziliensis, L.
amazonensis (related in previous work) and L. chagasi (demonstrated in the present study), in
general, the best hybrid compounds to leshmaniciadal activity were LASSBio 1736 with 4-
(trifluoromethyl)-benzylas substituent of the imine function.

Moreover, the literature evidence that the N-acylhydrazone subunit has been described
as a privileged structure to design new compounds with different pharmacological effects,
including antiparasitic activity (29). Several studies have demonstrated that this subunit is the
pharmacophoric group to develop cysteinyl protease inhibitors (30-32). Cysteine proteases
are key enzymes in many parasitic biochemical pathways and, therefore, constitute potential
targets in the search for drugs against several tropical infectious diseases (33,34).

In conclusion, the effectiveness of LASSBio 1707 and LASSBio 1736 in destroying L.

chagasi in vitro and in vivo at concentrations non toxic to the host opens perspectives to
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explore the potential of these derivatives as an additional option for the chemotherapy of
visceral leishmaniasis, one of the most lethal neglected tropical diseases and is closely
associated with poverty, encouraging us to extend these studies for treatment of canine

visceral leishmaniasis.
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Figure legends

Figure 1. Parasite burden throughout the course of glucantime (100 or 30 pmols/kd/dia x
28 days, i.p.), LASSBio 1707 and LLASSBio 1736 treatments (30 pmols/kd/dia x 28 days,
i.p.) in Golden Syrian hamster infected with L. chagasi. The parasite loads of infected
spleen were determined using a quantitative limiting-dilution assay. Values are the mean of
parasites loads in five hamsters in each group and bars represent the standard error of the

mean. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. control.

Figure 2. In vivo effect of of glucantime (100 or 30 pmols/kd/dia x 28 days, i.p.),
LASSBio 1707 and LASSBio 1736 treatments (30 pmols/kd/dia x 28 days, i.p.) in spleen
weight of Golden Syrian hamster infected with L. chagasi. Spleen weight was verified in
last day of treatment. Values are the mean of lesion sizes in five mice in each group and bars

represent the standard error of the mean. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < (0.001 vs. control.

Figure 3. In vivo effect of glucantime (100 or 30 pmols/kd/dia x 28 days, i.p.), LASSBio
1707 and LASSBio 1736 treatments (30 pmols/kd/dia x 28 days, i.p.) on serum ALT (A),
AST (B), Creatinine (C) and Urea (D) levels of Golden Syrian hamster infected with L.
chagasi. Lesion sizes were monitored weekly. Values are the mean of lesion sizes in five

mice in each group and bars represent the standard error of the mean. *P < 0.05, vs. control.

Figure 4. Scanning electron microscopy of L. chagasi promastigotes after LASSBio 1736

treatments.
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Figure 4
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Tables

Table 1. Activity of standard drugs and LASSBio 1064 analogues against amastigote

forms of L. chagasi.

Substance LCso” Maximum Effect
(uM=+ S.E.M) (% =S.E.M.)
Miltefosine 76.7+2.9 85.1 £ 0.6**
Pentamidine 65.1+49 66.4 + 3.7%*
LASSBio 1064 >100 NA
LASSBio 1492 58320 57.7 + 4.9%*
LASSBio 1493 >100 36.9 +£2.8*
LASSBio 1705 >100 42.8 +2.6%*
LASSBio 1707 53.3+2.6 63.3 £3.1%*
LASSBio 1706 >100 NA
LASSBio 1710 55.0+4.0 58.9 +£4.9%
LASSBio 1736 57.6+5.2 57.0 £ 1.9%*

Data are reported as means + S.E.M. Differences with a **p<0.0] wereconsidered significant in relation to DMSO 0.1%
group. a: LCsq is the concentration required to give 50% inhibition, calculated by linear regression analysis from the Kc
values at employed concentrations; NA: When the compound isn’t active; - : substance not tested.
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Abstract

Leishmaniasis is a public health issue and is among the five parasitic diseases worldwide. The
current treatment disease includes limitations of toxicity, variable efficacy, high costs and
inconvenient doses and treatment schedules. These observations prompted us to investigate
the leishmanicidal activity of semicarbazone e hydrazide-N-acylhydrazone synthetic
derivatives, designed from molecular modification on the prototype LASSBio 1064. The
spleen cells viability was determined with the Propidium Iodide Kit. Leishmanicidal effect
against amastigotes of Leishmania major (LV39) was evaluated at concentrations of 100, 50,
25, 10 and 1 uM. Nitric oxide (NO) production was indirectly evaluated by Griess reaction.
Data obtained from experiments were expressed as the mean £ S.E.M. of triplicate cultures of
representative assays. Statistical differences between the treated and the vehicle groups of in
vitro experiments were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests. Differences with a
p<0.05 were considered significant. The most activity compound was select to in vivo assay
on Leishmania-infected BALB/c mice. The compounds LASSBio 1483, LLASSBio 1485,
LASSBio 1491 and LASSBio 1492 and pentamidine not affected the viability of spleen
cells until the concentration of 100 uM, evidenced by propidium iodide incorporation. The
inhibitory effects of pentamidine (ICsy value =8.1 = 0.9 uM and Eyax = 63.2 + 2.9% ) and
LASSBio 1491 (ICsy value of 8.3 £ 0.3 uM and Eyax = 60.2 £ 1.9%) on the growth of the
amastigote form were found to be similar. In contrast, LASSBio 1483 and LASSBio 1492
were inactive against the intracellular form of L. major LV39. According to the in vitro
evaluation on intramacrophage amastigotes growth, LASSBio 1491 was the unique was able
to increase NO production by BALB/c mice macrophages infected with L. major LV39 at
concentrations of 100, 50 and 25uM.Considering the in vitro results, LASSBio 1491 was
selected to evaluate its in vivo leishmanicidal activity using ear model of L. major infection.
The BALB/c mice infected with L. major LV39were treated with LASSBio 1491 (at 10
umols/kg/day x 35 days) and glucantime (as standard drug at 30 umols/kg/day x 35 days),
both intraperitoneally. In these conditions, LASSBio-1491 did not reduce the size of the
lesions at the site of cutaneous inoculation, however it was able to decrease parasite load in
infected ear and draining lymph node similar to the treatment with the standard glucantime.
These results indicate LASSBio-1491 as a new lead-candidate for antiparasitic drug with
original structure pattern, pronounced leishmanicidal activity, with no cytotoxic effect to
mammalian cells.

KEYWORDS: Hydrazide-N-acylhydrazone; Semicarbazone; Leishmaniasis; Leishmania

major; Leishmanicidal activity.
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Introduction

Leishmaniasis is a major group of neglected tropical diseases caused by the protozoan
parasite Leishmania. Currently it affects 12 million people in 98 countries and around 350
million people worldwide are at risk of infection [1]. The different manifestations of
leishmaniasis are always linked to the marginal poorest sectors of the population from low-
income countries [2].

Leishmaniasis infection is mainly divided into three forms: cutaneous leishmaniasis,
mucocutaneous leishmaniasis and visceral leishmaniasis [3]. The cutaneous leishmaniasis is is
the most common and least fatal form of the disease and it is divided into two forms based on
the parasite infection: Old World (southern Europe, the Middle East, Asia and Africa) and
New World leishmaniasis (Latin America) [4, 5]. Based on most recent estimates, about 0.7 to
1.2 million new cutaneous leishmaniasis cases occur annually [1]. In the Old World, CL is
caused mainly by Leishmania major, Leishmani atropica and Leishmania aethiopica, whereas
in the New World Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania
amazonensis, Leishmania guyanensis and Leishmania mexicana are the main causative agents
[6].

Moreover, the climate changes, environmental alterations, human behaviour and pet
travel are factors that might contribute to the spread of leishmaniasis from endemic to non-
endemic regions. Thus, cutaneous leishmaniasis is an infection that has spread to non-
endemic regions, stimulating recent interest for the enhanced understanding of this disease
[7].

Cutaneous leishmaniasis as caused by L. major is a zoonotic infection with wide
epidemiological impact. The protozoan parasite L. major is an important causative agent of
cutaneous leishmaniasis in Eurasia and Africa and causes localised, self-healing skin lesions
that leave severe scarring [8]. Therefore, medical treatment is not always recommended,
however, if lesions do not spontaneously heal, within six months or when the lesions are
especially disfiguring in a cosmetically sensitive area, treatment is required. Even though
lesions may eventually heal in the absence of treatment, the process is often long and

produces significant scare; thereby it justifies the use of chemotherapy. The goal of treating
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cutaneous leishmaniasis is two-fold, eradication of amastigotes as well as reducing the size of
the lesions; so that healing will take place with minimal scare [9, 10].

Since an effective vaccine against leishmaniasis is not available, chemotherapy is the
only way to treat all forms of the disease. The recommended first-line therapies for
leishmaniasis includes pentavalent antimonials, pentamidine, amphotericin B, miltefosine and
paromomycin, all of which have different types of limitation including efficacy, toxicity, price
and emerging resistance, which emphasizes the importance of development new drugs against
leishmaniasis [11].

We have previously designed and synthesized a set of semicarbazone and hydrazide-
N-acylhydrazone derivatives of LASSBio 1064 as inhibitors of the Leishmania’s cysteine
protease. In view of this structural resemblance and with the intention of identifying potential
anti-leishmanial drugs, we analyzed the anti-leishmanial activity of a series of semicarbazone
and hydrazide-N-acylhydrazone derivatives. Many compounds assayed found to display
activity against promastigotes and intracellular amastigotes of L. major, L. amazonensis and
L. braziliensis, without cytotoxicity to host cell (macrophages) [12-14].

Our earlier study revealed that these novel analogues of LASSBio-1064 exert anti-
leishmania effects in L. major-infected macrophages (J774.A1 cell line), which was
accompanied by increased production of nitric oxide (NO) with treatment using LASSBio
1491 [11, 14]. In the present study, we utilized the other difference L. major substrain. We
assume that the LV39 (MRHO/SU/59/P) strain is more virulent than MHOM/SU/73-5-
ASKH, which was previously used by us. Alternatively, the MHOM/SU/73-5-ASKH strain
may be more susceptible to NO than LV39 (MRHO/SU/59/P). Differences in susceptibility to
L. major substrains have also been observed in IL-4R-deficient mice [15]. Moreover, in this
study we use L. major-infected BALB/c mice model to examine if these derivatives could
control the disease development. Thus, the aim of this study was to determine whether the in
vitro effect of semicarbazone and hydrazide-N-acylhydrazone derivatives of LASSBio 1064
(shown in Figure 1) against amastigotes forms of other L. major substrains and their in vivo

activity.

Materials and methods
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Parasite culture

L. major promastigotes LV39 (MRHO/SU/59/P) were grown in a Schneider’s medium
(SigmaeAldrich, St. Louis, MO) supplemented with 500 U/ml of penicillin, 500 mg ml1 of
streptomycin (Invitrogen e Gibco, Carlsbad, CA, USA), 20% heat-inactivated fetal calf serum

(Cultilab, Campinas, SP, Brazil), and 2% sterile male human urine.

Cytotoxicity against spleen cells

Spleen cells of BALB/C mice were adjusted to 5 x 105 cells per well onto polystyrene 96-
well flat-bottom microtiter plates and then incubated in a complete medium of RPMI-1640
containing different concentrations of derivatives for 24 h at 37°C, 5% CO2. After this
incubation time, the cells were handled and treated according to the protocol provided with
the Propidium Iodide Kit (Sigma, Copenhagen, Denmark). The cells were harvested and
washed once with PBS and later suspended again in 1X phosphate-buffered saline. A 500 pL
aliquot of the cell suspension was stained with 10 pL of propidium iodide (PI) in cytometer
tubes for 10 min at room temperature and protected from light. The cells were then analyzed
using a flow cytometer FACSCantoll (BD Biosciences, San Jose, CA) by counting 100,000
events. The data files were automatically saved by a FACSDiva software (BD Biosciences). A
Flow Jo (Three Star, Ashland, OR, USA) was used to perform quadrant analysis. The
derivatives cytotoxicity was estimated by comparing the propidium iodide incorporation of
macrophages incubated in the presence of the drugs to that of control incubated in the
complete RPMI medium only. Data obtained from experiments were expressed as the mean +
standard error of the mean (Mean + S.E.M.) and statistical differences between the treated and

the vehicle groups of experiments were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests.

Thioglycolate induced peritonitis

Six-to-eight-week old female BALB/c mice were injected intraperitoneally with a 1 mL of a
3% sterile sodium thioglycolate (SigmaeAldrich) and euthanized 96 h later. The total
leukocyte elicited into the peritoneal cavity was harvested by peritoneal lavages with sterile

phosphate-buffered saline (PBS) and counted with a hematocytometer [16].

In vitro activity against amastigote forms of Leishmania and nitrite determination
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To assess the activity of the test derivatives against the amastigote stage of L. major were
realized model of infection in coverglass [17]. The peritoneal macrophages were prepared in
24-well vessels (Corning) at 2x10° adherent cells/well, infected with 2x10° promastigotes in
glass coverslips placed inside 1 ml medium culture. The cultures were cultured or not with
the test derivatives or reference drugs (100, 50, 25, 10 and 1 uM), and kept for 24h at 37°C,
5% CO,. After 24h, coverslips were washed, stained with Giemsa-MayGriinwald, and
intracellular amastigotes were counted in 100 macrophages. Data obtained from in vitro
experiments were expressed as the Mean + S.E.M. of duplicate cultures of representative
assays. Statistical differences between the treated and the control groups were evaluated by
ANOVA and Dunnett hoc tests. Differences with a p value <0.05 or lower were considered
significant. ICsy (concentration required to give 50% death of cells) was calculated by linear
regression analysis from the Kc values at employed concentrations. In vitro
nitriteaccumulation in supernatants from L. major macrophages-infected, as an indicator of
NO production, was measured using Griess reagent [18]. Data obtained from experiments
were expressed as the mean + S.E.M. of triplicate cultures of representative assays. Statistical
differences between the treated and the vehicle groups of in vitro experiments were evaluated

by ANOVA and Dunnett hoc tests. Differences with a p<0.05 were considered significant.

In vivo activity against L. major

This study (protocol number 2013.02) was approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of the Federal University of Alagoas (Brazil). All animals received humane
care in compliance with the ‘Principles of laboratory animal care’ formulated by the National
Society for Medical Research and the ‘Guide for the care and use of laboratory animals’
prepared by the National Academy of Sciences (Washington, DC). Then, 1x10° stationary
promastigotes (5 days of culture in Schneider’s medium) of L. major were inoculated
subcutaneously into the right ear dermis of 6-week-old female BALB/c mice weighing ca. 20
g. and later treated with LASSBio 1491 (i.p.) at 10 umols/kg x 28 days. or meglumine
antimoniate (i.p.) at 30 pmols/kg x 28 days. The lesion size was measured using a paquimeter
[19]. The parasite loads of infected ears and draining limph nodes were determined using a
quantitative limiting-dilution assay [20]. Data obtained from experiments were expressed as
the mean + S.E.M. and statistical differences between the treated and the vehicle groups of

experiments were evaluated by ANOVA and Dunnett hoc tests.
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Results

Before starting the evaluation of the leishmanicidal activities against L. major
substrain LV39 of LASSBio 1483, LASSBio 1485, LASSBio 1491 and LASSBio 1492, the
eventual cytotoxic profile of these compounds against mammalian cells was investigated by
iodide propidium stain method, using the spleen cells. The cells were treated with the
substances and compared with the vehicle (DMSO 0.1%). Table 1 shows the results for the
derivatives tested and pentamidine (reference drugs). As can be seen,after 24 h of incubation,

all compounds did not affect the viability of spleen cells at 100 uM.

For evaluation of anti-leishmanial properties of target compounds, the in vitro activity
was assessed against amastigote (intramacrophage parasite) of L. major LV39. The ICsg
values (i. e. the sample concentration causing 50% reduction in survival/viability of the
parasites) of compounds against amastigotes of L. major LV39 are presented in Table 2. As a
parameter for antileishmanial activity, the maximum effect and ICsy value were used (Table

2).

The inhibitory effects of pentamidine (ICsy value =8.1 = 0.9 uM and Eyax = 63.2 £
2.9% ), LASSBio 1485 (ICs value of 37.9 + 0.7 uMand Eyax = 74.2 £ 1.5% to LV39 and
ICs value of 13.2 + 8.7 uM and Eyax = 54.8 + 1.6% to 5-ASKH) and LASSBio 1491 (ICs
value of 8.3 £ 0.3 uM and Eyax = 60.2 + 1.9%) on the growth of the amastigote form were
found to be similar. In contrast, LASSBio 1483 and LASSBio 1492 were inactive against the
intracellular form of L. major LV39. According to the in vitro evaluation on intramacrophage
amastigotes growth, LASSBio 1491 was the unique was able to increase NO production by
BALB/c mice macrophages infected with L. major at concentrations of 100, 50 and 25uM
(Figure 2).

Considering the in vitro results, LASSBio 1491 was selected to evaluate its in vivo
leishmanicidal activity using ear model of L. major LV39infection, such as show Figure 3.
The BALB/c mice infected with L. major LV39were treated with LASSBio 1491 and
glucantime, as standard drug), both at 10 pmols/kg/day x 35 days (i.p.). In these conditions,
LASSBi0-1491 did not reduce the size of the lesions at the site of cutaneous inoculation,

however it was able to decrease parasite load in infected ear and draining lymph node similar
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to the treatment with the standard glucantime. These results indicate LASSBio-1491 as a new
lead-candidate for antiparasitic drug with original structure pattern, pronounced

leishmanicidal activity, with no cytotoxic effect to mammalian cells.

Discussion

Semicarbazones present a wide range of biological activities, including the
antiprotozoal effect and the action mechanisms of these compounds involve the DNA
interactions, DNA synthesis inhibition or enzyme inhibition by endogenous metal complexes
formation or redox reaction [21]. Additionally, it is well known that N-acylhydrazone moiety
is a repeated functional group present in several prototypes and drug candidates for these
neglected diseases [22, 23]. Thus, previously, we studied anti-leishmanial activity of novel
semicarbazone and hydrazide-N-acylhydrazone derivatives and these compounds showed to
be quite promising pharmaceuticals since they have in vitro anti-leishmanial activity and that
this activity is not limited to a single species and also did not exhibit cytotoxicity in vitro and
in vivo conditions [12-14].

In the present study, we verified leishmanicidal activity against intramacrophage
amastigotes, because these are the parasite stage most relevant to human disease resides
within an acidic parasitophorous vacuole inside host cells, and the parasite bears a
glycoinositolphospholipid coat that could limit uptake of xenoantibiotics [24-26].

However, it was observed a significant differences of the sensitivity to LASSBio 1483,
LASSBio 1485 and LASSBio 1492 against intracellular amastigotes of L. majors ubstrain
LV39 (MRHO/SU/59/P) in this work, when compared to previous work using L.
majorsubstrain 5-ASKH (MHOM/SU/73-5-ASKH) strain. These derivatives were less active
to substrain LV39 than the World Health Organization reference strain 5-ASKH
(Turkmenskaya, MHOM/SU/73/5-ASKH). The substrain LV39 (MRHO/SU/59/P) is a
southern Russia strain, more virulent and less susceptible to NO than MHOM/SU/73-5-ASKH
[15, 27].

On other the hand, LASSBio 1491 presented similar activity against amastigotes of
two different L. major substrains and this derivative was also the unique was able to increase

NO production by BALB/c mice macrophages infected with L. majorLV39
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(MRHO/SU/59/P). Thus, apart from its direct leishmanicial activity, LASSBio 1491 mode of
action in vitro against intracellular amastigotes of L. major could involve increase in NO

production, which is a major host defense mechanism against Leishmania spp.

Leishmania parasites reside in the form of amastigotes inside macrophage mammalian
cells, the innate and adaptive immune responses are responsible for controlling the infection
[28]. The increase in levels of cytokines, such as interferon gamma (IFN-a) and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), activates NO synthase 2 (NOS2)to produce NO in a
micromolar concentration, which Kkills the tromastigote and the intracellular amastigote forms
of Leishmania [29].

In addition, NOS2 is regulated in response to infection by Nlrp3 inflammasome-driven
interleukin-1p production increased host resistance to infection, as signaling through MyD88
and IL-1 receptor (IL-1R) [30]. The NOS2 has an important role in Leishmania infection. It
was demonstrated previously that NOS2 mutant mouse strains were highly susceptible to
Leishmania infection [31].

However, as a defense mechanism, phagolysosomal amastigotes decrease NO
production in infected macrophages by inhibition of NOS2. Thus, amastigotes forme of L.
major also exhibits this defense mechanisms,which may increase the resistance of L. major to
the antimicrobial macrophages mechanisms [32-34,].

Therefore, LASSBio 1491 was able to increase production of NO, which is very well
known to have a crucial function in the defense mechanism of the host cells against
Leishmania spp. [30, 35].The molecular mechanism whereby NO exerts its cytotoxic activity
is not completely understood. Some studies have proposed that NO effects are due to the
inhibition of mitochondrial respiration, glycolysis, peroxidation of membrane lipids,
inactivation of peroxidases and arginases, disruption of Fe-S clusters and zinc fingers,
mutation of DNA and/or inhibition of DNA synthesis and repair [36-38]. According to the in
vitro evaluation on intramacrophage amastigotes growth, the other derivatives which does not
increase NO production, did not present any significant antileishmanial effect against L.
majorsubstrain LV39, with exception of LASSBio 1485.

Then, given the existing clinical need for cutaneous leishmaniasis, we tested the
efficacy of LASSBio 1491 in a validated mouse model of Old World (L. major) cutaneous

leishmaniasis.Thus, the efficiency of LASSBio 1491 as an antiparasitic agent was evaluated
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using glucantime as a reference. This pentavalent antimony, a drug used in the treatment of
leishmaniasis, presents the same parasite growth inhibition as LASSBio 1491 but only at a
dose 3 fold higher than that used for the LASSBio 1491.

LASSBio 1491 is a hydrazide-N-acylhydrazone derivative with S-nitrofuran as
substituent group in the imine fuction. The use of nitroheterocycles such as 5-nitrofuran
derivatives as antibacterial, antifungal and antiprotozoal is well established [39,40]. The
Aromatic nitro groups are well known to have significant biological redox activity leading to
the potentially cytocidal production of ROS. However, LASSBio 1483 is also a 5-nitrofuran
derivative, but it has semicarbazone moiety, what suggests that the hydrazide-N-
acylhydrazone moiety is important to leishmanicidal activity of LASSBio 1491 against L.

major substrain LV39.

Therefore, from the point of view of medicinal chemistry, N-acylhydrazones are
endowed with the interesting capacity of being able to interact with diverse bioreceptors and
the inhibitory effect of N-acylhydrazones on parasitic cysteine proteases have been
investigated [41,42]. Cysteine proteases from Leishmania are important virulence factors and,
therefore, interesting drug targets and N-acylhydrazones have provided medicinal chemists
with a solid strategy for the design of parasite cysteine protease inhibitors, including
Leishmania cysteine protease B [43]. Studies on inhibitors against these enzymes during L.
major infection in mice had shown that host equivalents of these proteases are also affected,
namely cathepsin B and cathepsin L. The inhibition of cathepsin B resulted in immune-
mediated protection, while inhibition of cathepsin L caused susceptibility to the parasite [44].
Thus, we will continue this study to evaluate the inhibitory effects of LASSBio 1491 on
cysteine protease and of Leishmania as well as other validated chemotherapeutic target, such
as topoisomerase.

In summary, according to the previously exposed data, LASSBio 1491 exhibit
antileishmanial effect in vitro and in vivo against L. major LV39 at concentrations non toxic
to spleen cells and in vivo by intaperitoneal administration against L. major support further
studies of the leishmanicidal activity of the hydrazide-N-acylhydrazone derivatites as an
additional choice to available chemotherapies. In addition, LASSBio 1491 was found to
exhibit a significant in vivo effect against L. major LV39 and also proved to be at least 3 times

more efficient than glucantime. In all, the observed results strongly suggest that LASSBio
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1491 is active against the growth of L. major and thus provides a promising new platform to
be explored for the treatment of leishmaniasis and it also opens perspectives to explore the

potential of LASSBi0o1491 for treatment of visceral leishmaniasis.
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Figure legends

Figure 1. Chemical structures of LASSBio 1483, LASSBio 1485, LASSBio 1491 and
LASSBio 1492.

Figure 2. Effect of the treatment with semicarbazone and hydrazine-N-acylhydrazonic
derivatives in the production of nitrite in culture of peritoneal macrophages infected with L.
major LV39.

Figure 3. Parasite burden throughout the course of LASSBio 1491 (10 umols/kd/dia x 28
days) and glucantime treatments (30 umols/kd/dia x 28 days) in BALB/c mice infected with
L. major LV309.
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Figure 3
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Tables

Table 1. In vitro effect of semicarbazide and hydrazide-N-acylhydrazone derivatives against

spleens cells viability.

% of cells IP positive

Compound Concentration
Medium +SEM
Medium - 7.22 £0.48
Tween 0.5% 0.50% 74.78+2.34%
DMSO 0.1% 0.10% 9.71 £0.62
Pentamidine 100 uM 7.39 £0.58
50 uM 7.01 +0.88
25 M 8.34 +£0.82
10 uM 9.95+0.23
1 uM 10.64 +£0.49
0,1 uM 11.22 £0.34
LASSBio 1483 100 uM 9.27 +£0.39
50 uM 9.07 +£0.30
25 M 10.41 £1.82
10 uM 8.32+0.34
1 uM 8.83 £0.64
0,1 uM 8.01 £0.20
LASSBio 1485 100 uM 7.87 +£0.38
50 uM 8.78 £ 0.65
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25 uM 7.80 £0.24
10 pM 7.87 £0.70

1 uM 7.61 £0.67

0,1 M 7.30 £ 0.47

LASSBio 1491 100 uM 6.56 + 0.53
50 uM 7.48 £0.52

25 uM 6.79 £ 0.56

10 uM 7.69 £0.26

1 uM 8.09  0.58

0,1 M 8.18 £0.12

LASSBio 1492 100 uM 7.55 £0.22
50 uM 9.14 £0.55

25 uM 8.04 £0.39

10 uM 7.50 £0.23

1 uM 8.63 +0.33

0,1 M 10.85 % 1.9

Data are reported as means + S.E.M.The asterisks denote the levels of significance in
comparison with control groups. Differences with a **P<0.01 were considered significant in
relation to DMSO 0.1% group.
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Table 2. Determination of the cytotoxicity of semicarbazone and hidrazide-N-acylhydrazone
derivatives against amastigote forms of L. major LV309.

Maximmum

Substance ICso® (Close, Pat pM) cytotoxicity

(% *s.e.m.)
Pentamidina 8.1 63.2
LASSBio 1483 - 40.7
LASSBio 1485 37.9 74.2
LASSBio 1491 8.3 60.2
LASSBio 1492 - 47.6

Data are reported as means + S.E.M.The asterisks denote the levels of significance in comparison with control groups. Differences with a

*#¥P<0.01 were considered significant in relation to DMSO 0.1% group.
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10 DISCUSSAO

Dada a alta prevaléncia mundial da infec¢do por Leishmania spp., principalmente em
paises com baixos or¢amentos para os cuidados da satide, bem como o limitado arsenal
terapéutico disponivel para o tratamento da leishmaniose, encontrar um tratamento seguro e
de baixo custo para doenca ainda continua sendo uma necessidade premente (OMS, 2010).
Portanto, hda um interesse considerdvel na tentativa de encontrar novas abordagens
terapéuticas como forma alternativa de combater o parasito (DE-AZEVEDO-JR, 2009). Neste
sentido, no presente estudo, novos derivados semicarbazonicos e hidrazida-N-acilhidrazonicos
sintéticos, planejados como eventuais inibidores de proteases de parasitos (em especial,
cisteina proteases lisossomais), foram avaliados contra vdrias espécies de Leishmania. Assim,
pela primeira vez, foi demonstrado que estes derivados sdo eficazes in vitro € in vivo contras
os agentes etiologicos da leishmaniose cutinea e visceral.

Incialmente, duas subséries de derivados semicarbazonicos (6a-h e 7a-h), com
modificagdes estruturais nos anéis ligados a carbonila do tipo amida(CONH) e ao grupo imina
(N = CH), foram avaliadas quanto sua atividade leishmanicida. O Quadro 1 destaca as
semicarbazonas com maior citotoxicidade para célula hospedeira e diversas espécies de

Leishmania.
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Quadro 1. Estrutura quimica dos derivados semicarbazonicos com maior citotoxicidade
contra macréfagos da linhagem J774.A1, promastigotas de L. major e amastigotas de L.

major, L. amazonensis e L. braziliensis.

Citotoxicidade para linhagem de macréfagos J774.A1:

H H
NH _NH = NH NH ~
T T
O o) CHs
Cl OH | CI
LASSBio 1701 (7b) CHz
CI5() = 35,7 HM
Citotoxicidade para promastigotas de L. major:
H H
NH ~_NH _~ NH _NH —
™ ™
/©/ O /©/ @)
Cl O,N cl NO,
LASSBio 1490 (7c) LASSBio 1489 (7d)
H H
NH _NH =~ NH _NH ~ o)
T T e
O o) /
Cl OH Cl
OCHj4 LASSBio 1483 (7g)
LASSBio 1488 (7f) Clso = 18,5 uM
CI5() = 12,6 LJ.M

NHT(NH\N/ o} NO,
i | /
Cl

LASSBio 1699 (7h)
CI50 = 9,7 LlM
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Citotoxicidade para amastigotas de L. major:

H H
NH _NH _— NH _NH — 0
N °N
T T o,
/©/ @) o) /
Cl NO, | I
LASSBio 1489 (7d) LASSBio 1483 (7g)
CI50 = 74,0 U.M CISO - 1’5 HM
H
NH NH
T
: L/
Cl
LASSBio 1699 (7h)
CIs() = 0,6 HM
Citotoxicidade para amastigotas de L. amazonensis:
H
H NH__NH_~
NH _NH — o) T
© N \O /©/ O CH
< \ 2| Cl
6 /
o) CHg
LASSBio 1486 (7e)
LASSBio 1302 (6g) Clso = 16,7 uM
CI50 = 23,8 MM
H H
NH NH ~ NH NH =~ O
T T )
O o) /
Cl OH Cl
OCHj4 LASSBio 1483 (7g)

LASSBio 1488 (7f)
CI50 = 39,8 MM

CI5() = 3,5 [J.M
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Citotoxicidade para amastigotas de L. braziliensis:

. A
o NH _NH — 0 NH__NH =
L N
copaavaiNon:
i o
o) Cl HO
LASSBio 1487 (7a)
LASSBio 1302 (62)
Lo = 2.7 uM
Clso = 89.7 uM Cho=27H
- H
NH _NH NH__NH =
T T
o) CH o)
CH, OCHjq
LASSBio 1486 (7¢) LASSBio 1488 (7f)
Clso =42 uM Clso = 81,85uM
H
NH _NH 0
Jij T )
o
Cl

LASSBio 1483 (7g)
CI50 = 31,7 MM

Antes de iniciar a avaliacdo das atividades leishmanicidas das novas séries de
semicarbazonas, dividida em duas séries (6a-h e 7a-h), o perfil citotoxico eventual destes
compostos contra as células de mamiferos foi investigado por ensaio de MTT (HUSSAIN et
al., 1993), visto que um composto para ser candidato a um novo antiprotozodrio deve
apresentar toxicidade seletiva, ou seja, interferir no crescimento ou matar o protozodrio sem
causar danos considerdveis ao hospedeiro.

A citotoxicidade er candidato a um novo antira a célula inmas também apresentar
toxicidade seletiva, ou seja, orfologia e da proliferacdo celulares (EISENBRAND et al.,
2002). O ensaio do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] €3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] bém apresentar toxicidade

seletiva, ou seja,orfovel de atividade mitocondrial. Esse ensaio se baseia principalmente na
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reducdo mitocondrial enzimética de MTT. Portanto, esse método € utilizado para avaliar
viabilidade celular via determinacdo da atividade mitocondrial, a qual € afetada durante a
necrose e apoptose da célula. O MTT veiculado em solug¢do salina apresenta coloragdo
amarela, sendo um sal de tetrazélio hidrossolivel. Uma vez incorporado pelas células vidveis,
a forma estrutural em anel do componente tetrazélio do MTT € quebrada pelas enzimas
desidrogenases mitocondriais, gerando cristais insoltiveis de formazan na cor roxa. O produto
formazan € impermedvel a membrana das células e, portanto, se acumula nas células
saudaveis (AMARAL, 2004; FOTAKIS e TIMBRELL, 2006). Desta forma, a habilidade das
clulas em reduzirem o MTT fornece uma indicagdo da atividade e da integridade
mitocondrial, que sao interpretadas como medidas da viabilidade celular (DENIZOT e
LANG, 1986; MOSMANN, 1983).

Neste estudo, macréfagos murinos da linhagem celular J774.A1 foram tratados com
derivados 6a-h e 7a-h em diversas concentracdes (0,1-100 uM) e a concentracdo inibitdria de
50% do crescimento celular (Clsg) foi determinada. Apenas os compostos LASSBio 1701 (7b)
e LASSBio 1486 (7e) mostraram atividade citotéxica para células de mamifero com Clsy =
71,2 e 35,7 uM, respectivamente (Tabela 2 do artigo 1 originado da tese). Esses derivados sdao
pertencentes a série 2 (grupo 4-clorofenila ligado ao grupo NH da fung¢do semicarbazona) e
apresentavam o grupo 4-hidroxifenila e 4-isopropilfenila ligados a regido iminica da
semicarbazona, respectivamente.

A investigacdo da atividade leishmanicida de novos derivados € realizada por método
de cultura do parasito, sendo que as formas promastigotas sdo frequentemente mais usadas,
principalmente, para avaliagao inicial do efeito direto sobre esses protozoarios (PLOCK et al.,
2001). A capacidade dos derivados 6a-h e 7a-h para inibir o crescimento de formas
promastigotas de L. major 5-ASKH foi investigada, utilizando pentamidina como farmaco-
padrdao (SALEHEEN et al., 2002).

Além disso, os derivados com valores de Clsp menor a 100 uM para formas
promastigotas de L. major 5-ASKH foram selecionados para avaliacdo do potencial
leishmanicida sobre formas amastigostas intracelulares de L. major 5-ASKH. Sabe-se que no
hospedeiro mamifero, parasitos do género Leishmania infectam macréfagos, células que
desempenham um papel critico na regulacdo do sistema imunitdrio e na defesa do hospedeiro
(MORADIN e DESCOTEAUX, 2010). A infeccdo de macréfagos pelo protozodrio

Leishmania intracelular leva a sub-regulacdo de um niimero de mecanismos de defesa inato
246



dos macréfagos, permitindo assim a sobrevivéncia e replicacdo do parasito (MARR et al.,
2014). Por exemplo, a sinalizacdo nos macréfagos relativa as vias da PKC, MAPK, Janus
quinase/transdutor de sinal e ativador de transcricdo (JAK/STAT), bem como os fatores de
transcri¢do proteina ativadora-1 (AP-1) e NF-kB sdo desativados apds a infec¢do com
Leishmania. Além disso, moléculas como a tirosina fosfatase contendo o dominio SH2 do
tipo 1 (SHP-1) sao ativadas durante a infeccao por Leishmania spp., culminando na inativagao
de Janus quinase 2 (JAK2) em macrofagos. Assim, os parasitos do género Leishmania
desenvolveram diversas estratégias para inibir a ativacdo de macréfagos, a capacidade para
apresentar antigenos na sua superficie, bem como a comunica¢do de macréfagos com células
do sistema imune adaptativo (SHIO et al., 2012).

A inativacdo de macréfagos permite a replicacdo do patdégeno e sobrevivéncia
(BHARDWAJ et al., 2010). Desta forma, testes in vitro contra formas amastigotas
intracelulares sd@o mais relevantes para inferir a sensibilidade da substancia-teste como
potencial protétipo leishmanicida, uma vez que esta é a forma do parasito encontrado no
hospedeiro vertebrado (CROFT et al., 2006). Além da verificacao da atividade leishmanicida
contra amastigotas intramacrofagicas ser a mais relevante no desenvolvimento de novos
farmacos, essa forma parasitiria de Leishmania também reside dentro de um vacuiolo
parasitéforo 4dcido nas células hospedeiras, sendo o parasito protegido por uma camada de
glicoinositolfosfolipideo, que pode limitar a absor¢ao de xenoantibidticos (NOVOZHILOV A
et al., 2010; SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002).

Dentre as séries de semicarbazonas estudadas, observou-se que todos os derivados que
conttm a unidade metilenodioxila (6a-h) foram inativos como leishmanicidas, fato que
evidencia a importancia da por¢ao 4-clorofenila ligada ao grupo NH da funcdo semicarbazona
(ArNHCONHN=CHAr1) presentes nos derivados LASSBio 1490 (7¢c), LASSBio 1489 (7d),
LASSBio 1488 (7f), LASSBio 1483 (7g) e LASSBio 1699 (7h), os quais mostraram atividade
citotéxica contra promastigotas de L. major 5-ASKH, embora com poténcia inferior do que
quando comparados a pentamidina. Desta forma, evidenciou-se que para a atividade
leishmanicida nao héd bioisosterismo ndo-cldssico entre a unidade benzodioxola e p-
clorofenila. Além disso, dentre os cinco derivados ativos contra promastigotas de L. major 5-
ASKH, apenas LASSBio 1488 (7f) ndo € um nitroderivado, apresentando como substituinte

da unidade imina um grupo 3-hidroxi-4-metoxifenila.
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Sabe-se que nitroderivados podem exercer acao leishmanicida por uma via de reducao
do grupo nitro e a subsequente interagdo dos produtos formados com biomoléculas essenciais
do parasito, gerando desta forma dano causado por estresse oxidativo, ou ligagao covalente da
espécie nitroso a macromoléculas endégenas. Desta forma, o grupo nitro se torna essencial
para atividade leishmanicida dos derivados LASSBio 1490 (7c), LASSBio 1489 (7d),
LASSBio 1483 (7g) e LASSBio 1699 (7h) contra promastigotas de L. major 5-ASKH. A
formacdo dos radicais livres provenientes do processo de biorreducdo do grupo nitro pode
resultar em peroxidacdo de membranas bioldgicas e proteinas, inibi¢do de enzimas e danos ao
DNA (PAULA et al., 2009; RANDO et al., 2010). Por fim, é bem relatado na literatura o uso
de nitroheterociclos, tais como o 5-nitrofurano também presente em LASSBio 1483 (7g), em
agentes antibacterianos, antifingicos e antiprotozoarios (MUELAS-SERANO et al., 2002;
PIRES et al., 2001).Entre estes derivados, apenas os nitroderivados LASSBio 1489 (7d) (ICsg
= 74,0 uM), LASSBio 1483 (7g) (ICsp = 1,5 uM) e LASSBio 1699 (7h) (ICso = 0,6 uM)
foram ativos contra as formas amastigotas de L. major 5-ASKH, sendo os derivados
LASSBio 1483 (7g) e LASSBio 1483 (7h) mais potentes do que a pentamidina (ICsy = 17,1
uM) (Tabela 2 do artigo 1 originado da tese). Além disso observo-se também que os
derivados LASSBio 1490 (7c), LASSBio 1489 (7d) e LASSBiol488 (7f) foram mais
seletivos para formas promastigotas de L. major 5-ASKH e que os nitroderivados LASSBio
1483 (7g) e LASSBio 1699 (7h) foram mais ativos contra amastigotas dessa cepa (indice de
seletividade mais que 10).

O modo de agdo de nitrocompostos envolve a biotransformacdo do grupo nitro,
libertando intermediérios no processo redox (KOVACIC e BECVAR, 2000; KOVACIC et al.,
2005). Pré-farmacos nitroheterociclicos devem sofrer ativagdo mediada por enzima dentro do
patégeno para exercer seus efeitos citotoxicos, sendo essa reagdo catalisada por
nitrorredutases (PAPADOPOULOU et al., 2012). Nitroheterociclos nao sdo utilizados no
tratamento de leishmaniose, e como um resultado, relativamente pouco se sabe sobre o seu
mecanismo de acdo contra parasitos de Leishmania spp. (WYLLIE et al., 2013). Em
tripanossomas africanos, farmacos nitroheterociclos, como nifurtimox e benzonidazol, tem o
mecanismo de acdo contra o parasito associado com a bioreducdo da por¢do nitro. Além
disso, um mecanismo similar foi observado para outros agentes antiparasitarios

nitroheterociclos (OTERO et al., 2008).
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Inicialmente, foi proposto que a acdo tripanocida do nifurtimoxera devido a sua
capacidade de induzir estresse oxidativo através da reducao de um elétron de seu grupo nitro e
subsequente formagao de anions superéxido (BERALDO e GAMBINO; 2004; CHOREV e
GOODMAN, 1993; GREENBAU et al., 2004; SEN e CHATTERIJEE, 2011; TEMPONE et
al., 2011). No entanto, estudos mais recentes t€m mostrado que o processo acima descrito ndo
ocorre a um grau elevado capaz de causar toxicidade para os parasitos e que um tipo de
nitrorredutase I dependente de NADH (NTR) € responsédvel pela ativagdao do nifurtimox e
benzonidazol para que estes exercam sua atividade tripanocida. Esta enzima faz a mediagcdo
de uma série de reacdes de redugcdo de 2 elétrons, resultando na fragmentacdo do anel
heterociclico e geracdo de um agente citotoxico, um derivado nitrilo-insaturado de cadeia
aberta (HALL et al., 2011; WILKINSON et al., 2011). Além disso, a superexpressao do
homoélogo desta nitrorredutase presente em L. donovani aumenta a sensibilidade a
fexinidazola (um 5-nitroimidazol em fase II de ensaios clinicos para o tratamento de
leishmaniose visceral no Sudio) em 15 vezes e em 19 vezes para o nifurtimox. Esses achados
sdao um indicativo que mecanismos semelhantes podem estar envolvidos em L. donovani e o
tripanossoma africano, Trypanosoma brucei (WYLLIE et al., 2012).

Estes dados, combinados com a observacdo de que a perda de uma unica cépia
cromossOmica do gene que codifica a NTR de L. donovani resultou em parasitos que eram
levemente resistentes a muitos dos derivados nitroheterociclos, confirmando que a NTR de
Leishmania desempenha um papel central na ativacdo geral de nitrocompostos (WYLLIE et
al., 2012). Consequentemente, a nossa hipétese é que o composto LASSBio 1483 (7g) pode
atuar através da inibicdo de enzimas por meio da subunidade de semicarbazona e produzindo
o estresse oxidativo através do grupo nitrofurano.A partir destas duas séries, o derivado
LASSBio 1483 (7g) destacou-se por mostrar, in vitro, atividades dupla tripanossomicida
(verificada através de ensaios realizados por Javier Varela, Hugo Cerecetto e Mercedes
Gonzdlez da Universidade de la Reptblica-Uruguai) e leishmanicida (Tabela 2 do artigo 1
originado da tese), com poténcia semelhante aos farmacos nifurtimox e pentamidina. Estes
dados, em conjunto com a seu bom perfil do tipo farmaco (do inglés druglikeness) in silico,
além de sua alta estabilidade quimica e plasmatica (ensaios realizados pela doutoranda Marina
Amaral Alves do LASSBio-UFRJ), permite identificar o derivado LASSBio 1483 (7g) como
novo protétipo com propriedades leishmanicida e tripanomicida, cuja atividade antiparasitaria

in vivo foi posteriormente determinada.
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O derivado LASSBio 1483 (7g) é um composto semicarbazdnico que possui o sistema
4-nitrifurano. Por ser um nitrocomposto, é importante considerar que LASSBio 1483 (7g)
também pode exercer acdo leishmanicida por uma via de redu¢do do grupo nitro e a
subsequente interagdo dos produtos formados, a partir desta reagdo, com biomoléculas
essenciais de bactérias, fungos e parasitos. Assim, devido ao aumento da concentragcdo
intracelular de nitrocompostos, maior quantidade de radicais livres é gerada e,
consequentemente, maior € o dano causado pelo estresse oxidativo. A formacao dos radicais
livres provenientes do processo de biorreducdo do grupo nitro pode resultar em peroxidagao
de membranas bioldgicas e proteinas, inibicdo de enzimas e danos ao DNA (PAULA et al.,
2009; RANDO et al., 2010).

A facilidade de biorreducdo de alguns nitrofuranos parece envolver a interrup¢ao do
fluxo normal de elétrons da cadeia respiratdria, o que interfere na degradacdo de carboidratos,
na transposi¢do de prétons e na producdo de energia. Este mecanismo poderia ocorrer por
meio da inibi¢do de algumas enzimas, pertencentes ao ciclo do acido citrico, envolvidas na
formacdo de acetil coenzima A, CoA-SH, a partir do dcido pirdvico, e no subsequente
processo de respiracao celular. Outro mecanismo de a¢do proposto para 0s nitrocompostos se
caracteriza pela ligacdo de intermedidrios do processo de reducdo a grupos tidis de enzimas
essenciais de alguns parasitas e bactérias, o que resulta em decréscimo e inativacdo destas
enzimas (PAULA et al., 2009).

Com o objetivo de estudar a acdo destes derivados sobre espécies clinicamente
importantes no Brasil, avaliou-se o efeito leishmanicida destes derivados contra L.
amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi. Desta forma, inicialmente, verificou-se a atividade
antiamastigota dos derivados semicarbazonicos contra L. amazonensis na concentragdao de 30
uM (Figura 1 do artigo 2 originado da tese) e, posteriormente, apds a selecao dos derivados
mais ativos, os mesmos foram ensaiados para obtencdo da Clsy contra amastigotas de L.
amazonensis e L. braziliensis (Tabela 1 do artigo 2 originado da tese). Os derivados LASSBio
1302 (6g), LASSBio 1483 (7g), LASSBio 1486 (7e) e LASSBio 1488 (7f) apresentaram
efeito maximo de 71,6 £ 1,6, 93,2 £ 2.0, 81,5 £ 1,6 e 66,1 + 3,4% e Clsy de 23,8 uM, 3,5 uM,
16,7 uM, 39,8 uM, respectivamente, contra amastigotas de L. amazonensis. Além disso, os
derivados LASSBio 1302 (6g), LASSBio 1483 (7g) e LASSBio 1488 (7f) foram os mais
ativos contra amastigotas L. braziliensis na propor¢ao de 52,9 + 2,4, 65,8 £ 1,2 ¢ 56,7 + 2,4%

e com Clsp de 89,7 uM, 31,7 uM e 81,5 uM, respectivamente. Verificou-se também que o
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derivado LASSbio 1487 (7a) foi mais seletivo para amastigotas de L. braziliensis quando
comparado a L. amazonensis, apresentando um indice de seletividade maior que 10. Em
contraste, LASSBio 1483 foi mais seletivo para amastigotas de L. amazonensis € L. major em
relacdo a L. braziliensis.

Em particular, a alteracdo da subunidade 4-clorofenila pelo sistema 1,3-benzodioxola
resultou, novamente, na perda da atividade leishmanicida, desta vez contra amastigotas de L.
amazonensis, com exce¢ao do nitrocomposto LASSBio 1302 (6g). Para os derivados que
apresentam a unidade 4-clorofenila, observou-se a importancia da contribuicao do substituinte
ligado ao carbono iminico (N=CH). Os substituintes 4-isopropilfenila (7e), 3-hidroxi-4-
metoxifenila (7f) e o S-nitrofurano (7g) parecem os mais relevantes para a atividade
leishmanicida contra L. amazonensis e L. braziliensis. Por outro lado, os derivados com 2-
hidroxifenila (7e) e 3-hidroxi-4-metoxifenila (7f) foram os de melhor atividade contra L.
braziliensis, o que € indicativo de que o grupo hidroxila contribua para a atividade contra
amastigotas de L. braziliensis.

Sabe-se que diferencas na sensibilidade de varias espécies de Leishmania a compostos
tem sido relatada na literatura. Escobar e colaboradores (2002) demonstraram diferencas de
sensibilidade analisando miltefosina, edelfosina e anfotericina B em diferentes espécies desse
parasito. Os autores verificaram que as formas promastigotas e amastigotas de L. panamensis,
L. mexicana e L. major possuem menor sensibilidade a miltefosina e edefolsina do que L.
tropica, L. aetiopica, L. panamensis e L.donovani. Machado e colaboradores (2007)
observaram valores de Clsy de pentamidina contra formas promastigotas de L. amazonensis
(MHOM/BR/77/LTB0016), L.  braziliensis  (MCAN/BR/98/R619), L.  chagasi
(MCAN/BR/97/P142) e L. major (amostra de cdo) de 4,7 + 1,6; 13,4 + 1,4;342+25¢ 11,5
+ 0,1 pg/ml (determinac@o em camara de Neubauer).

Além disso, a atividade leishmanicida de semicarbazonas testadas neste estudo é
compardvel a obtida recentemente por Benitez e colaboradores (2013), que mostraram
atividade leishmanicida de semicarbazonas e seus complexos de vanadio contra promastigotas
e amastigotas de L. panamensis e L. chagasi com valores de Clsy que variam 1,33-33,39uM e
com alta seletividade para parasito em relacdo as células de mamiferos. Além disso,
Greenbaum e colaboradores (2004) sugeriram o estudo da utilizagdo de semicarbazonas e

tiossemicarbazonas como alternativa ao tratamento de leishmaniose, tripanossomiase e
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maldria, devido a sua poténcia para inibir as cisteina proteases dos protozoarios Leishmania
sp., Trypanosoma sp. e Plasmodium sp. (COHEN et al., 2002).

A subunidade tiossemicarbazona tem sido descrita como o grupo farmacéforico de
alguns inibidores de cruzaina (CHIYANZU et al., 2003; GREENBAUM et al., 2004). A
cruzaina, principal cisteina protease de T.cruzi, apresenta grande similaridade quanto a
sequéncia de aminodcidos de cisteina proteases homologas em L. major, L. mexicana e L.
pifanoi (MOTTRAM et al., 1992; RAFATI et al., 2001). Além disso, o reconhecimento do
substrato de uma cisteina protease de L. mexicana, denominada Delta CPB.8 CTE, ¢é
semelhante aos substratos preferenciais de cruzaina (ALVES et al., 2001a; ALVES et al.,
2001b).Em 2010, Trossini e co-autores (2010) investigaram a atividade de derivados
semicarbazdnicos contra cruzaina utilizando modelagem molecular e ensaios bioquimicos de
inibicdo da cruzaina. Eles descobriram que o grupo carbonil de S-nitrofuraldeido
semicarbazonas (nitrofurazona) e de seus derivados interage com o residuo Cys25 no sitio
catalitico da enzima. Assim, parece que as propriedades leishmanicidas dos derivados
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cisteina protease.

Novamente, verificou-se que o nitrocomposto LASSBio 1483 (7g) foi o mais ativo
contra as formas amastigotas de L. amazonensis (valor de Clsy de 3,5 uM e o efeito maximo
de 93,2%), Grupos nitro-aromaticos, como estdo presentes em LASSBio 1302 (6g) e
LASSBio 1483 (7g), sdo conhecidos por terem atividade bioldgica significativa redox que
leva a producdo de espécies reativas de oxigénio potencialmente citotoxico. A producio de
espécies reativas de oxigénio, em adicdo, pode ser correlacionada com a interrupcdo da
funcdo da mitocondria, que foi promovida por LASSBio 1483 (7g).

Andlises ultraestruturais através de microscopia eletronica de varredura de
promastigotas de L. chagasi tratadas com 100 uM do derivado LASSBio 1483 (7g) por 48h
mostraram significativas alteragdes morfologicas nos parasitos. Dentre as alteragdes
observadas, destacamos a perda do formato alongado do corpo celular do parasito, com
promastigotas apresentando forma oval e presenca de flagelo retraido ou ausente, sendo
indicativo de citotoxicidade para o parasito (Figura 3 do artigo 2 originado da tese). Algunst
rabalhos na literatura também descrevem perfis similares de alteracdo da morfologia de

promastigotas de Leishmania spp., a exemplo da incubagdo destes parasitos com extrato em
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diclorometano de folhas de Tithonia diversifolia (TOLEDO et al., 2014) e com o inibidor de
calpaina MDL28170 (MARINHO et al., 2014).

Para exercer um efeito antiproliferativo contra Leishmania spp., 0s agentes precisam
induzir alteragdes morfoldgicas, bioquimicas ou moleculares que levam a morte do parasito
ou impedi-lo de se proliferar (ADADE et al., 2012). As vias de morte celular podem ser
geralmente classificadas em: apoptose, necrose e exacerbacdo do processo autofigico
(GUIMARAES e LINDEN, 2004). A fim de determinar a maneira pela qual LASSBio 1483
(7g) exerce sua atividade antiproliferativa, foram realizadas analises de citometria de fluxo
utilizando corante de 7-AAD para identificar ruptura da membrana celular (em células
necréticas) e anexina V-PE para investigar o externalizacdo de fosfolipideos, caracteristica
tipica da apoptose em leishmanias (DEBRABANT e NAKHASI, 2003; WEINGARTNER et
al., 2012).

A necrose € um processo caracterizado por uma perturbacdo desregulada e irreversivel
da integridade da membrana plasmatica, colapso de organelas e fragmentado de DNA
aleatdria e morte celular (DEBRABANT e NAKHASI, 2003). Os tratamentos com LASSBio
1483 (7g), nas concentracdes de 100 uM e 10 uM, ndo alteraram a percentagem de células
marcadas com 7-AAD, demonstrando que os parasitos nao sofreram danos na membrana da
célula e ndo foram submetidos a um processo de necrose, assim como pode ser visto na Figura
2B do artigo 2 originado da tese.

Curiosamente, LASSBio 1483 (7g) induziu morte celular via induc¢do de apoptose em
promastigotas de L. amazonensis a 100 uM e 10 uM, apds 48h de incubagdo (o tratamento
proporcionou ligacdo de anexina V na superficie de promastigotas, perda de potencial
transmembranar mitocondrial e ativacdo da via das caspases), como demostrado nas Figuras
2A, 2C e 2D do artigo 2 originado da tese, respectivamente.

O termo apoptose € uma descricdo dos processos bioquimicos e caracteristicas
morfolégicas que levam a autodestruicio controlada da célula JIMENEZ-RUIZ et al., 2010)
e este tipo de morte celular € agora considerada uma prerrogativa de organismos unicelulares,
incluindo os tripanossomatideos do género Leishmania spp. Esse tipo de morte € caracterizada
pela fragmentacdo de DNA internucleossdmica, ativacdo de peptidases como caspases,
mudanca na composi¢do de fosfolipideos na superficie externa da membrana plasmatica,

libertacdo do citocromo C, translocacdo de endonuclease G e perda de potencial

253



transmembranar mitocondrial (LEE et al., 2002; DEBRABANT et al., 2003; AMBIT et al,
2008).

E importante mencionar que, em Leishmania spp., a exposicdo de fosfatidilserina tem
sido tanto como um marcador de apoptose (MEHTA e SHAHA, 2004), bem como, na
infectividade do parasito. No entanto, a exposi¢do de fosfatidilserina na por¢do externa da
membrana plasmadtica de Leishmania spp. tem sido considerada indetectdvel através da
utilizacdo de anexina V como ligante. Sabe-se que durante a apoptose ocorre mudangas
dristicas na composicdo de fosfolipideos na porcdo interna e externa da membrana
plasmdtica. Desta forma, a ligacdo de anexina V na superficie dos parasitos é consequéncia
dessas alteragdes lipidicas na membrana plasmadtica, sendo relatada a ligacdo de anexina V a
fostatidilglicerol, 4cido fosfatidico, bisfosfato de 4,5-fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina e
fosfatidilinosital (WEINGARTNER et al., 2012).

Além disso, a disfuncdo da mitocondria, como a ocasionada por LASSBio 1483 (7g)
(Figura 2C do artigo 2 originado da tese), € também uma das marcas de apoptose, muitas
vezes associada a alteragdes no potencial de membrana mitocondrial, o qual é um indicador-
chave da fun¢do mitocondrial e do inicio da apoptose (LY et al., 2003). A mitocdndria € a
fonte de energia da célula, onde o ATP celular é gerado pelo processo de fosforilagdao
oxidativa. A mitocondria é uma organela importante para a sobrevivéncia da célula; portanto,
qualquer dano ou disfungdo a esta organela leva a morte celular. Isto faz das mitocondrias um
dos principais alvos para a destrui¢do, a fim de alcangar a morte celular programada ou
necrose (KANG e PERVAIZ, 2012).

Em células de mamiferos apds a indugcdo de apoptose, as mitocOndrias sauddveis
asseguram uma compensacao para as danificadas. Mas para organismos com mitocondrias
individuais, como Leishmania spp., nao ha nenhuma possibilidade de compensacdo das
mitocOndrias danificadas e a sobrevivéncia desse parasito depende do bom funcionamento de
uma Unica organela. Na auséncia de mitocOndrias funcionais apropriadas, as células cessam a
sintese de ATP, essencial para o funcionamento celular (SEN et al.,, 2004). Em
tripanosomatideos, pode ocorrer tanto um aumento como uma diminui¢do na respiragao
celular. Desta forma, tanto a hiperpolarizacdo como a perda do potencial de membrana
mitocondrial talvez estejam relacionados com apoptose em tripanosomatideos, o que
demonstra a importancia da manutencao adequada do potencial transmembranar mitocondrial

nestes parasitos (MEHTA e SHAHA, 2004).
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Além disso, a apoptose desencadeada pelo tratamento com LASSBio 1483 (7g) é
dependente da ativac@o de caspases. As caspases sao as principais proteases ativadas durante
a apoptose de mamiferos e mediam a clivagem de uma variedade de proteinas que conduzem,
em ultima instancia, a morte celular (LI e YUAN, 2008). Enquanto algumas caspases atuam
principalmente iniciando a cascata de eventos intracelulares que desencadeiam a apoptose,
outras caspases, chamadas de efetoras (caspase-3 e caspase-7), agem diretamente promovendo
o colapso celular através de clivagem de proteinas estruturais (SHALINI et al., 2014). Neste
trabalho, identificamos que o tratamento de promastigotas de L. amazonensis com LASSBio
1483 (7g) induziu a ativacao da via das caspases envolvidas na apoptose (Figura 2D do artigo
2 originado da tese).

No entanto, os mecanismos relativos a inducdo de morte em parasitos protozoarios
ainda ndo sdo totalmente compreendidos (MESLIN et al., 2010). Caspases parecem ter um
papel no processo de apoptose em Leishmania spp., ja que essas células em apoptose pode
clivar substratos de caspases (DAS et al., 2001; LEE et al., 2002). Foi relatado que a ativacdo
de caspase-3/7 pode ser induzida por inimeros estimulos, apesar dos genes que codificam as
caspases ainda nao terem sido identificados no genoma de espécies de L. major (IVENS et al.,
2005). Por exemplo, a inducdo da ativagdo das caspase-3/7 pode envolver a liberagcdao
citosdlica de citocromo c¢ pelas mitocondrias, bem como a ativacdo de caspase-9 ou,
alternativamente, a ativagdo caspase-8 ou caspase-12, as quais também podem induzir a
ativacao de caspase-3/7 (CHEN et al., 2001; EICHLER et al., 2006).

Outra forma de morte celular regulamentada € a autofdgica. Sabe-se que processo
autofédgico € importante para que as células danificadas removam ou remodelem as estruturas
celulares, no entanto sob certas condi¢des podem induzir uma intensa vacuolizacdo
citoplasmdtica e desorganizacdo da célula, resultando em morte celular (GUIMARAES e
LINDEN, 2004). Se por um lado, na apoptose classica hd colapso precoce de elementos do
citoesqueleto, mas a preservacdo de organelas até o final do processo; por outro lado, na
morte por autofagia ha degradacdo precoce de organelas e preservacdo de elementos do
citoesqueleto até fases tardias (LOCKSHIN e ZAKERI, 2004).

Neste trabalho, o anticorpo conjugado anti-LC3 Alexa Fluor®555 foi utilizado para
avaliar a possivel inducdo de morte celular autofigica em promastigotas tratadas com
LASSBio 1483 (7g) nas concentracdes de 100 uM e 10 uM durante 48 horas, através de

andlise de citometria de fluxo. O tratamento com LASSBio 1483 (7g) em 100 uM durante 48
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h alterou a razdo de indug¢do de autofagia de promastigotas, indicando que a atividade
antiproliferativa destes derivados provavelmente € também resultado de um processo de
autofagia exacerbado (Figura 2E do artigo 2 originado da tese).

A visualizacdo de autofagossomas de células em fase de morte celular levou a crenga
de que a autofagia é uma forma ndo-apoptética de morte celular programada (LEVINE e
YUAN, 2005). Macroautofagia, geralmente conhecido como autofagia (KLIONSKY et al.,
2012), € um mecanismo catabdlico para degradacao intracellular de proteinas e organelas de
vida longa, bem como de reciclagem dos seus constituintes. Apesar da infinidade de papéis
pro-sobrevivéncia para a autofagia, em certas circunstancias também executa um subtipo de
morte celular especifica conhecida como morte celular autofagica.

Na verdade, a morte celular autofdgica representa de fato uma modalidade de morte
celular potencial em protozodrio. O aparelho celular necessdria para autofagia é largamente
conservada entre protozodrios parasitos (DUSZENKO et al., 2011), que normalmente sofrem
autofagia exacerbado devido a privagdo nutricional (WILLIAMS et al., 2006). E importante
ressaltar, no entanto, que a autofagia também influencia diretamente a viruléncia parasitdria
em Leishmania spp. devido, principalmente, ao seu papel no remodelamento celular durante a
diferenciacdo do ciclo de vida e na manutencdo da fun¢do mitocondrial em L. major (BERA
et al., 2003; WILLIAMS et al., 2006).

Da mesma forma que LASSBio 1483 (7g), vérias substancias tém sido relatados como
indutores de apoptose e autofagia em Leishmania spp.. Por exemplo, pomastigotas de L.
chagasi e L. amazonensis tratadas com iangambina mostraram caracteristicas de morte celular
por apoptose e autofagia (MONTE-NETO et al., 2011). Normalmente, esses derivados
induzem alteracdes ultra-estruturais, que pode ser relacionado com a autofagia, como as que
tém sido relatadas quando L. amazonensis tratadas com amiodarona, apresentando a formagao
de grandes autofagossomas que continham partes do citoplasma e membrana (DE-MACEDO-
SILVA et al., 2011). Peptideos antimicrobianos também foram capazes de causar a morte de
promastigotas de L. donovani com formacdo de grandes vacuolos, que foram corados com
monodansilcadaverina, um marcador bioquimico de autofagia (BERA et al., 2003). Por fim, o
inibidor de cisteina protease 13b, um derivado aziridina-2,3-dicarboxilato, induziu morte
celular em promastigotas de L. major, que apresentaram acumulo de detritos em vacuolos
relacionados a autofagia em fase precoce da morte dos parasitos, no entanto a morte parecia

finalmente ocorrer por um mecanismo apoptético (SCHURIGT et al., 2010).
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Finalmente, os efeitos do tratamento com LASSBio 1483 (7g) (10 uM por 48 h) no
ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis foram analisadas por citometria de fluxo
(Figura 2F do artigo 2 originado da tese). Andlise da populagdo de células em diferentes fases
do ciclo celular, é possivel, apds coloracdo com 7-AAD e subsequente andlise por citometria
de fluxo. O tratamento de promastigotas de L. amazonensis com LASSBio 1483 (7g) por 48h
foi capaz de induzir mudangas drasticas no ciclo celular dos parasitos. O derivado LASSBio
1483 (7g) a 10 uM induziu um aumento significativo na propor¢ao das células na fase GO/G1
e diminui¢do do nimero de parasitos na fase S quando comparado com células expostas
apenas ao meio de cultura ou ao veiculo DMSO (0,1%). Estes dados sugerem que essas
células nao estdo prosseguindo da fase GO/G1 para fase S do ciclo celular. Além disso, esses
resultados também sao um forte indicativo de interrupcao na sintese de DNA durante a fase S.
Essa diminui¢do da sintese de DNA induzida por LASSBio 1483 (7g) em promastigotas de L.
amazonensis pode ocorrer devido a inibi¢do de topoisomerase, visto que tem sido reportado
que a subunidade semicarbazona interage fortemente com o sitio ativo de topoisomerase Il de
linhagens cancerigenas humanas (SHUKLA et al., 2012), sendo esta enzima de Leishmania
spp. possivel alvo do derivado LASSBio 1483 (7g), ja que apresentam alta homologia com a
topoisomerase humana (BANERIJEE et al., 2011).

Como LASSBio 1483 (7g) teve, de forma geral, o maior efeito leishmanicida
observado dentre os derivados semicarbazonicos, este composto foi testado no modelo
experimental de infeccdo com L. amazonensis. Nossos dados revelam um efeito significativo
de LASSBio 1483 (7g) na reducdo das lesdes de orelha de camundongos BALB/c causadas
por L. amazonensis (Figura 4 do artigo 2 originado da tese).

A eficécia do tratamento in vivo com LASSBio 1483 (7g) na dose de 30 pmols/kg/dia
x 28 dias, por via intraperitoneal (i.p.) e oral (v.0.), contra L. amazonensis foi evidente, ndo s6
reduziu o inchago e o tamanho da ulceragdo nos animais tratados, como foi observada uma
importante reducio na carga parasitaria local da orelha infectada (diminui¢cdo do nimero de
parasitos na proporcdo de 33,3% e 30,5%, respectivamente), mas nao sistemicamente no
linfonodo drenante (Figura 5 do artigo 2 originado da tese). Embora o tratamento com
miltefosina, em 30 umols/kg/dia x 28 dias, por via oral, tenha sido o tUnico tratamento que
diminui a carga parasitdria local (50%) e sistémica (61,1%), a atividade leishmanicida de
LASSBio 1483 (7g) (i.p.e v.o.) foi maior que do glucantime (i.p.) na mesma dose (reducdo de

14% da carga parasitaria na orelha infectada). Este antimonial pentavalentes é usado como um
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dos medicamentos da primeira linha de escolha para o tratamento de leishmaniose (GOTO e
LINDOSO, 2010) e apenas teve efeito na redu¢ido do tamanho da lesdo e ndo diminuiu a carga
parasitdria, em ambos, orelha infectada e linfonodo drenante na dose de 30 pmols/kg/dia x 28
dias, por via intraperitoneal. Tem sido relatado na literatura que uma dose maior de
glucantime € necessdria para ser observada eficidcia contra a carga parasitdria de L.
amazonensis em camundongos BALB/c infectados (GONCALVES et al., 2005). Desta forma,
uma dose mais alta de antimonio é necessdria para ter um efeito similar de LASSBio 1483
(7g) ou miltefosina.

Desde que semicarbazonas podem ser capazes de inibir cisteina protease e nitrofuranos
podem gerar metabdlitos citotoxicos, esta possibilidade de modo de a¢do de LASSBio 1483
(7g) estdo sob investigagdo. Futuramente, pretende-se estudar o mecanismo pelo qual
LASSBio 1483 (7g) exerce seus efeitos em macrofagos infectados ou contra formas
promastigotas, bem como o efeito in vivo que relatamos aqui. Assim, como perspectivas desse
estudo, pretende-se avaliar os efeitos inibidores destes andlogo em cisteina proteases de
Leishmania spp., bem como seu efeito em outros alvos terapéuticos validados para o desenho
de farmacos leishmanicidas, tal como a topoisomerase e tripanotiona redutase.Neste trabalho,
também realizou-se a avaliacdo da série de derivados hidrazida-N-acilidrazonicos. Com
relacdo as N-acilidrazonas, esse grupo de substancias apresentam também amplo espectro de
aplicacdes potenciais, incluindo a atividade antiprotozodria, sendo esta atividade
provavelmente derivada de um mecanismo de inibicdo de cisteina protease (RANDO et al.,
2010). Neste contexto, um sistema inédito obtido pela unido de hidrazidas e N-acilidrazonas,
originou a série denominada hidrazida-N-acilidrazonas , que dado ao ineditismo desta classe
quimica, ndo ha precedentes da atividade farmacoldgica descrita. Entretanto, considerando
que seu planejamento agregou as unidades hidrazida e N-acilidrazona, previamente descritas
com propriedades antiparasitirias e antimicrobianas, decidiu-se investigar o efeito
leishmanida desta nova série original.O Quadro 2 destaca as hidrazida-N-acilidrazonas com

maior citotoxicidade para célula hospedeira e diversas espécies de Leishmania.
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Quadro 2. Estutura quimica dos derivados hidrazida-N-acilidrazonicos e intermediarios

sintéticos com maior citotoxicidade in vitro contra macréfagos da linhagem J774.A1,

promastigotas de L. major e amastigotas de L. major, L. amazonensis e L. braziliensis.
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Citotoxicidade para amastigotas de L. major 5S-ASKH:
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Inicialmente, foi investigada a citotoxicidade das séries de derivados hidrazida-N-
acilidrazonicos sobre as células de mamiferos, através do método do MTT, em culturas de
macréfagos da linhagem J774.A1 tratados por um periodo de 48 horas, como mostra a Tabela
1 do artigo 3 originado da tese. Os derivados LASSBio 1704, LASSBio 1705, LASSBio
1706, LASSBio 1709 e LASSBio 1736 apresentaram atividade deletéria para a célula
hospedeira. Através do método do MTT, observou-se que o tratamento com os derivados
LASSBio 1491, LASSBio 1492, LASSBio 1493, LASSBio 1702, LASSBio 1703, LASSBio
1707, LASSBio 1710 e LASSBio 1737, até a concentracio de 100 pM em cultura de
macréfagos da linhagem J774.A1 tratados por um periodo de 48 horas, ndo foi capaz de
diminuir a capacidade de reducdo de mitocondrial celular, j4 que os dados mostram que as
substancias apresentam valores de absorbancia semelhante as células tratadas com DMSO e,
desta forma, ndo apresentaram efeito citotoxico sobre macréfagos. O veiculo utilizado para
solubilizar todos os derivados (DMSO 0,1%), ndo apresentou efeito toxico significativo para a
célula, quando comparado ao controle negativo (células cultivadas apenas em meio de
cultura). Entretanto, os derivados LASSBio 1704, LASSBio 1705, LASSBio 1706, LASSBio
1708, LASSBio 1709 eLASSBio 1736 apresentaram citoxicidade para macréfagos dessa
linhagem até a concentracdo maxima de 100 pM. Além disso, os derivados LASSBio 1705,
LASSBio 1706 e LASSBio 1709 foram dentre as substancias testadas as que apresentaram
maior efeito deletério para célula hospedeira, apresentando valores de Clsy de 78,1 uM, 86,2
uM e 85,2 uM e efeito citotoxico maximo de 68,44 + 2.4 e 70,25 + 2,6 e 54,28 + 6,3 %,
respectivamente.

Diante destes resultados, observou-se a importancia da unidade hidroxibenzilideno
para citotoxicidade contra a célula hospedeira, visto que apenas um tnico derivado (LASSBio
1707, que apresenta o radical hidroxila ligado em para a fenila) que continha esse substituinte
ndo induziu efeito deletério a macréfagos da linhagem J774.A1 até a maxima concentragdo
testada. Os demais derivados contendo o grupo hidroxibenzilideno (LASSBio 1704, LASSBio
1705, LASSBio 1706, LASSBio 1708, LASSBio 1709) induziram efeito citotdxico, nido
importando desta forma a posi¢do do radical hidroxila (orto, meta ou para), nem o fato de
pertencerem a série 3 (presenca de 2,4-diclorofenila ligada a carbonila da regido hidrazida) ou
série 4 (presenca de 4-clorofenila ligada a carbonila da regido hidrazida). O tnico derivado

citotoxico para as células hospedeiras que ndo apresentava em sua estrutura quimica a funcao
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hidroxibenzilideno foi o derivado LASSBio 1736, que apresentava como ligante da fungdo
imina a unidade trifluormetila ligada ao anel benzilidénico na posi¢do 4, além de apresenta o
grupo 2,4-diclorofenila em sua estrutura quimica.

Posteriormente, calculou-se a concentracao inibitéria 50% (Clsp) do crescimento de
promastigotas dos derivados no ensaio de viabilidade de formas promastigostas de L. major
em vdrias concentracdes (100, 50, 25, 10, 1, 0,1 e 0,01 uM). De acordo com os resultados
obtidos (Tabela 1 do artigo 3 originado da tese), os derivados hidrazida-N-acilidrazonicos
apresentaram pronunciada atividade anti-promastigota contra L. major 5-ASKH, com excecado
da substancia LASSBio 1737, destacando-se os derivados LASSBio 1491, LASSBio 1492,
LASSBio 1493, LASSBio 1705, LASSBio 1707, LASSBio 1708, LASSBio 1709, LASSBio
1710 e LASSBio 1736, que apresentaram eficdcia anti-leishmania similar ao farmaco
miltefosina, com efeito maximo de 68,4 + 0,1, 67,5 £ 0,1, 75,7 £ 5,8 75,7 £ 5,0, 70,0 £ 1,2,
62,6 £1,6,63,8+1,8,72,5+5,1 ,e77,6+4,2%, respectivamente. Interessantemente, a Gnica
diferenca entre as estruturas quimicas de LASSBio 1736 e LASSBio 1737 € a substituicdo do
atomo de cloro na posi¢do 2 no anel aromatico ligado a fun¢do hidrazida pelo hidrogénio,
modificacdo quimica suficiente para abolir a atividade anti-promastigota contra L. major 5-
ASKH.

Além disso, os derivados LASSBio 1491, LASSBio 1492, LASSBio 1706, LASSBio
1707, LASSBio 1708, LASSBio 1709 e LASSBio 1736 (Clso de 7,5 uM, 3,7 uM, 0,6 uM, 3,9
uM, 0,3 uM, 0,8 uM e 0,4 uM, respectivamente) mostraram poténcia equivalente a da
miltefosina e pentamidina. A miltefosina e a pentamidina apresentaram eficicia maxima de
88,1 £0,1 e 72,6 £ 2,0, com Cls5pde 3,1 uM e 0,8 uM, respectivamente. J4 os intermediarios
sintéticos LASSBio 1493 [2,4-dicloro-N'-(hidrazinilcarbonil)benzohidrazida] e LASSBio
1710 1493 [4-cloro-N'-(hidrazinilcarbonil)benzohidrazida] e o derivado hidrazida-N-
acilidrazonico LASSBio 1705 se mostraram mais potentes que pentamidina e miltefosina com
valores de Clsy de 0,2 nM, 33,7 nM e 0,5 nM , respectivamente. Assim, dentre os derivados
hidrazida-N-acilididrazonicos, LASSBio 1705 foi o derivado mais potente contra
promastigotas L. major 5-ASKH, apresentando a unidade 2,4-diclorofenila ligada a carbonila
hidrazidica e o 2-hidroxibenzilideno ligado a regido iminica. Além disso, a despeito do fato de
LASSBio 1705 ser citotoxico para as células hospedeiras na concentragdao de 100 uM, este

apresentou elevado indice de seletividade para promastigotas de L. major 5-ASKH (cento e
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cinqiienta e seis mil e duzentas vezes mais seletivo para o parasito), com elevada poténcia e
eficdcia leishmanicida e alto indice de seletividade citotoxica.

Como testes contra amastigotas intracelulares sdo mais relevantes para inferir a
sensibilidade de fairmacos antileishmania, uma vez que esta é a forma do parasito encontrado
no hospedeiro vertebrado (CROFT et al., 2006), os derivados que apresentaram atividade
contra promastigotas com ampla janela terapéutica foram selecionados para serem avaliados
quanto a atividade leishmanicida em varias concentracdes (100, 30, 10, 1 e 0,1 pM) em
modelo de infec¢do de macréfagos em laminula para mensurar a possivel inibicdo sobre a
forma intracelular do parasito (amastigota) de L. major 5-ASKH. A determinacdo da Clsy,
bem como a eficidcia maxima das substancias-teste em estudo contra formas amastigotas de L.
major 5-ASKH evidenciam que todos os derivados testados apresentaram atividade anti-
amastigota, destacando-se o carbamato LASSBio 1492 [Clsy de 4,5 uM] e os derivados
hidrazida-N-acilidrazonicos LASSBio 1491 (Clso de 7,3 uM), LASSBio 1705 (Clso de 8,5
uM) e LASSBio 1707 (Clso de 15,9 uM), assim como mostrado na Tabela 1 do artigo 3
originado da tese. Esses quatro derivados mostraram poténcia maior que da miltefosina (Cls
de 85,3 uM) e na mesma ordem de grandeza a da pentamidina (Clso de 17,1 uM). Além disso,
os efeitos maximos desses derivados contra amastigotas de L. major 5-ASKH (porcentagem
de inibicdo do crescimento de amastigota de 54,8 + 7,6, 67,7 £ 6,9, 67,5 + 4,8 ¢ 52,0 + 3,5%,
respectivamente) foram similares que a pentamidina (53,8 = 1,1%) e miltefosina (53,6 +
1,3%). Verificou-se que LASSBio 1491 e LASSBio 1492 foram tdo potentes contra
amastigotas quanto para promastigotas de L. major 5-ASKH. J4 os intermedidrios sintéticos
LASSBio 1493 e LASSBio 1710, bem como os derivados LASSBio 1703, LASSBio 1705
foram seletivos para promastigotas em relacdo a amastigotas de L. major 5-ASKH. O
derivado LASSBio 1491 € o tnico pertencente a série 4, sendo também o tnico nitrocomposto
(apresentando a unidade 5-nitrofurano) dentre os trés derivados com atividade anti-amastigota
para L. major 5-ASKH. Os outros dois derivados, LASSBio 1705 e LASSBio 1707,
pertencem a série 3, apresentando dois cloros nas posi¢des 2 e 4 do anel fenila ligado a
carbonila da regido hidrazidica, além de apresentarem a hidroxila ligada em orto ou para no
anel benzilidénico, respectivamente.

Desta forma, a adicdo desse grupamento hidroxila nas posicdes orto e para,
respectivamente, parece ser importante para melhor atividade destes derivados contra

promastigotas e amastigotas de L. major 5-ASKH e para controlar a infec¢do da célula
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hospedeira, semelhante ao observado na série de semicarbazonas estudadas e comentadas
anteriormente. Por exemplo, com relacdao a atividade leishmanicida de LASSBio 1705, esta
pode ser decorrente da possibilidade de formagdo de tautdmeros, gerando espécies do tipo
quinona-metideo, que tem sido relatada como fator estrutural responsdvel pela inibi¢cdo
enzimdtica encontrada em derivados N-acilidrazonicos com a subunidade 2-
hidroxibenzilideno, havendo assim a transferéncia do préton tautomérico do grupo 2-
hidroxifenila para o nitrogénio vinilico da N-acilidrazona. Este tautomesrismo, permite o
ataque nucleofilico do residuo de cisteina proteases de protozodrios ao carbono eletrofilico do
intermedidrio o-quinona-metideo (BABINE e BENDER, 1997; IFA et al., 2000).

Verificou-se ainda a atividade antiamastigota contra L. amazonensis na concentracao
de 30 uM (Figura 1 do artigo 3 originado da tese) e, posteriormente, apds a selecao dos
derivados mais ativos, os mesmos foram testados para obtengdo da Clsy contra amastigotas de
L. amazonensis e L. braziliensis (Tabela 2 do artigo 3 originado da tese). Os resultados
obtidos indicam que alguns derivados de hidrazina-N-acilidrazonicos tém atividade anti-
leishmania in vitro e que esta atividade nao esteja limitado a uma unica espécie. No presente
estudo, ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo a sensibilidade das
diferentes espécies de Leishmania para cada composto testado. As maiores atividades
leishmanicidas foram as dos derivados LASSBio 1704 (pertencente a série 4) e LASSBio
1736 (pertencente a série 3) contra L. amazonensis; assim como do intermedidrio sintético
LASSBio 1493 e dos derivados LASSBio 1705, LASSBio 1706 e LASSBio 1736 contra L.
braziliensis, indicando também uma menor suscetibilidade de L. amazonensis para os
derivados. Desta forma, os intermedidrios sintéticos LASSBio 1492 e LASSBio 1710, bem
como o derivado LASSBio 1491 foram seletivos apenas para amastigotas de L. major em
relacdo a L. amazonensis e L. major; LASSbio 1705 foi tdo potente contra amastigotas de L.
major quanto para L. braziliensis; LASSBio 1493 foi mais potente contra amastigotas de L.
major, seguida de L. braziliensis, ndo apresentando efeito contra L. amazonensis; e LASSBio
1736 foi mais seletivo para L. braziliensis em relacdo a L. amazonensis, apresentando um
indice de seletividade maior que 10. Estes resultados s@o consistentes com o fato conhecido
que pacientes infectados com L. amazonensis sdo menos sensiveis aos tratamentos anti-
leishmania disponiveis (MARSDEN et al., 1985).

No que diz respeito a atividade in vitro antileishmania, identificamos derivados

hidrazida-N-acilidrazonicos com uma poténcia semelhante ou maior do que a pentamidina ou
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miltefosina, usados como farmacos de referéncia. Foi inicialmente observado que os
derivados hidrazida-N-acilidrazonicos contendo a unidade 2,4-diclorofenila (série 3) eram,
geralmente, mais ativos contra formas amastigotas do que os derivados correspondentes da
série apresentando o grupo 4-clorofenila (série 4), com excecdo dos nitroderivados (LASSBio
1491 e LASSBio 1703). Em geral, os melhores derivados hibridos foram LASSBio 1736 com
4-trifluorometilfenila ligada a regido iminica da regido acilidrazonica; e LASSBio 1705, este
ultimo apresentando o grupo 2-hidroxibenzilideno ligado a regiao N-acilidrazonica.

Considerando os resultados in vitro, os derivados LASSBio 1493, LASSBio 1705,
LASSBio 1706, LASSBio 1707, LASSBio 1710 e LASSBio 1736 também foram escolhidos
para avalia¢do da atividade leishmanicida in vivo contra L. amazonensis. De acordo com 0s
resultados obtidos, observou-se que os derivados 1493 (i.p.),1705 (i.p.), 1706 (i.p.), 1707
(i.p.), 1710 (i.p.) e 1736 (i.p.) possuem efeito sobre o curso da infeccdo da orelha in vivo com
L. amazonensis na dose de 30 umol/kg/dia x 28 dias (Figura 2 e 3 do artigo 3 originado da
tese).

Todos os derivados testados tiveram efeito sobre o curso da infec¢do, diminuindo o
tamanho da lesdo na orelha infectada, com destaque para os derivados LASSBio 1705 e
LASSBio 1736, onde observou-se a maior remissdao da lesdo, como pode ser observado nas
Figuras 2 e 3 do artigo 3 originado da tese. Para avaliacdo da carga parasitaria in vivo, foram
realizadas quantificacdo de parasitos nas orelhas infectadas e linfonodos drenantes pela
andlise de dilui¢des limitantes (ADL), como demonstrado na Figura 4 do artigo 3 originado da
tese. Os derivados 1705 (i.p.) e 1736 (i.p.) controlaram a infec¢do in vivo com L. amazonensis
na orelha infectada com a dose de 30 umol/kg/dia x 28 dias, apresentando efeito de 58,1% e
38,9%, respectivamente; enquanto que os derivados LASSBio 1705 (i.p.) e LASSBio 1707
reduziram a carga parasitdria nos linfonodos drenates na proporcdo de 61,1% e 56,5%,
respectivamente.

Embora seja possivel que o LASSBio 1705 induza alteragdes na progressao da doenga
aqui apresentadas por toxicidade direta sobre a L. amazonensis em si, esta possibilidade €
considerada improvavel. Uma razdo é que, no presente estudo, também foi observada que esse
derivado ndo gerou nenhuma alteracdo na proliferacdo de amastigotas de L. amazonensis in
vitro quando os parasitos foram expostos a esse derivado a uma concentracdo de 100 uM,
podendo ser um pré-fairmaco ou ser um forte imunomodulador, promovendo desta forma sua

acdo leishmanicida.
266



Além disso, a toxicidade do(s) composto(s) também foi determinada através de
dosagens bioquimicas no plasma dos animais. Observou-se que nenhum dos tratamentos
realizados causou alteracdes plasmadticas nos parametros bioquimicos avaliados, indicando
que ndo houve dano hepatico ou renal (Figura 7 do artigo 3 originado da tese). No entanto, da
mesma forma que os derivados LASSBio 1705 e LASSBio 1706 foram citot6xicos para célula
hospedeira, esses derivados hidroxibenzilidénicos também ocasionaram a morte de 20% dos
animais referentes aos grupos experimentais tratados com as referidas substancias,
apresentando o mesmo percentual de morte encontrado no grupo que recebeu tratamento com
a mesma dose de glucantime, firmaco de primeira escolha para o tratamento da doenca, sendo
um dos farmacos menos téxicos existente no mercado. Diante da elevada toxicidade do
arsenal terapéutico destinado ao tratamento da doenga, os resultado referentes a mortalidade
de animais induzida por LASSBio 1705 ndo é um fator limitante para a continuagdo dos
estudos com este derivado e pode ter pouca significancia clinica, haja vista os dados
comparativos com o padrao glucantime.

Desta forma, o tratamento com LASSBio 1705, LASSBio 1707 ¢ LASSBio 1736 foi
altamente eficaz in vivo contra a espécie normalmente refrataria L. amazonensis. Esses trés
derivados fazem parte da série 3, ou seja, apresentam em sua estrutura quimica o grupo 2,4-
diclorofenila. Além disso, LASSBio 1705 e LASSBio 1707 também apresentam radical
hidroxila ligado ao anel benzilidénico na posi¢do orto e para, respectivamente. De forma
muito interessante, LASSBio 1707 foi menos téxico que LASSBio 1705, nao induzindo morte
dos animais, nem alteraces de ALT, AST, creatinina e uréia, apesar de ter o grupo 4-
hidroxibenzilideno, sendo também o tnico derivado com o grupo hidroxibenzilideno que ndo
foi citotéxico in vitro para macrofagos da linhagem J774.A1, como anteriormente
mencionado. Além disso, a substitui¢do do cloro na posicdo 2 do anel aromético ligado a
regido hidrazida, bem como a presenca da hidroxila na posi¢do meta, fez com que o derivado
LASSBio 1706 tivesse menor atividade leishmanicida in vivo contra L. amazonensis quando
comparado a LASSBio 1705 e LASSBio 1707.

Por fim, LASSBio 1736 € um derivado hidrazida-N-acilidrazénico com um grupo 4-
trifluorometilfenila como substituinte da imina presente na regido acilidrazonica. Sabe-se que
o emprego de moléculas fluoradas aumenta a lipossolubilidade e a estabilidade metabdlica
dos farmacos. A inser¢do do grupo CF; na estrutura da substincia pode aumentar o carater

hidrofébico dos complexos e, provavelmente, facilitar a permeacdo da membrana celular.
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Frequentemente, o fldor substituinte ocasiona em um leve aumento da afinidade pela proteina
por aumento na lipofilicidade da molécula. Esse efeito pode ser direto (interagdo do ambiente
fluorado com a proteina) ou indireto (modulacdo da polaridade de outros grupos que

interagem com a proteina) (MAFFEI, 2009).

Além disso, a partir do ponto de vista da quimica medicinal, N-acilidrazonas sao
dotados com a capacidade interessante de interagirem com diversos biorreceptores por
estabelecer pontos de ligacdo-de-hidrogénio e a possibilidade tedérica de adotar uma
orientagdo conformacional unica (FRAGA e BARREIRO, 2006). Carvalho e co-autores
(2014) mostraram o efeito leishmanicida de N-acilidrazonas cindmicas com Cls, entre 6,27 a
33,3 uM contra amastigotas axénicas de L. donovani. Estudos comparando do efeito inibidor
de N-acilidrazonas e chalconas em cisteina proteases parasitdrias, tais como cruzaina,
falcipaina, e tripanopaina (TROEBERG et al., 2000) também demonstraram que a insaturacao
iminica de N-acilidrazonas pode ser o local que realiza a ligacao hidrofébica com o sitio ativo
enzimdtico (IFA et al., 2000). Tem sido relatado também que um derivado bisnaftil-N-
acilidrazdnico induz potente inibi¢do de cisteina proteases do tipo catepsina L de L. major
(CIso= 0,5 uM) (SELZER et al., 1997). Assim, em continuidade ao presente estudo, pretende-
se avaliar os efeitos de derivados de hidrazida-N-acilidrazonicos em cisteina protease de
Leishmania spp., bem como a sua acao em outros alvos para atividade leishmanicida.

Considerando os resultados in vivo, os derivados LASSBio 1705, LASSBio 1707 e
LASSBio 1736 foram escolhidos para avaliacio do mecanismo de morte celular contra
promastigotas de L. amazonensis, porque mostraram alta atividade contra os parasitos in vivo.
Assim, os eventos de apoptose/necrose, os efeitos no ciclo celular e a exacerbacdo do
processo de autofagia foram estudados.

Os tratamentos com LASSBio 1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 (100 uM e 10
uM) ndo alteraram a percentagem de células marcadas com 7-AAD, demonstrando que os
parasitos ndo sofreram danos na membrana da célula e, provavelmente, nao foram submetidos
a um processo de necrose (Figura 1B do artigo 4 originado da tese). Além disso, LASSBio
1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 (100 uM e 10 uM) foram capazes de induzir apoptose
em formas promastigotas de L. amazonensis, apds 48 h de incubacdo (mais de 60% das
células apresentaram ligacao com anexina V na sua superficie celular) (Figura 1A do artigo 4
originado da tese). Como a manuten¢ao do potencial transmembranar mitocondrial € essencial
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para a sobrevivéncia do parasito com uma Unica mitocOndria, avaliou-se a integridade
mitocondrial de promastigotas através da andlise do potencial de membrana mitocondrial,
utilizando o kit Muse Mitopotencial. Foi verificado que houve despolarizagdo da membrana
mitocondrial de promastigotas de L. amazonensis tratadas com pentamidina, LASSBio 1705
e LASSBio 1736 a 100 uM (Figura 2 do artigo 4 originado da tese), o que é um forte indicio
da indugdo de morte por apoptose desses parasitos.

Como a indugdo da apoptose estd ligada também a ativacao da cascata de caspase, que
sdo proteases que provoca a fragmentacdo do DNA genO6mico, culminando nessa forma de
morte celular programada. Desta forma, investigou-se a ativacdo da via das caspases nesses
parasitos (Figura 3 do artigo 4 originado da tese). Assim, foi também verificado que LASSBio
1705, LASSBi01707 e LASSBio 1736 também foi capaz de aumentar a percentagem de
promastigotas de L. amazonensis positivas para caspase, assim como o tratamento com
pentamidina, indicando que ativacdo de apoptose mediada por LASSBio 1705, LASSBio
1707 e LASSBio 1736 € induzida de forma dependente da via de enzimas semelhantes a
caspases.

Além disso, o anticorpo conjugado anti-LC3 Alexa Fluor®555 foi utilizado para
avaliar uma possivel inducdo de morte celular programada autofidgica em promastigotas
tratados com LASSBio 1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 (100 uMe 10 uM), através de
analise de citometria de fluxo. No entanto, o tratamento com LASSBio 1705, LASSBio 1707
e LASSBio 1736 nio alterou a taxa de inducdo de autofagia das células, o que indica que a
atividade antiproliferativa destes derivados provavelmente ndo resulta de um processo
autoféagico exacerbado (Figura 4 do artigo 4 originado da tese).

Finalmente, a distribui¢do do ciclo celular foi analisada por citometria de fluxo apés
tratamento com derivados a 100 pM e 10 puM por 48h. Assim, os tratamentos de
promastigotas de L. amazonensis com LASSBio 1707 ou LASSBio 1736 a 100 uM por 48h
provocaram mudangas drésticas no ciclo celular dos parasitas. LASSBio 1707 a 100 uM
induziu um aumento significativo na proporcdo das células na fase S. Por outro lado,
LASSBio 1736 a 100 uM induziu uma acentuada reducdo na replicacdo do DNA e da mitose,
com uma diminui¢ao no nimero de células na fase S e G2/M quando comparada com células
de controle expostas apenas a meio ou DMSO (Figura 5 do Capitulo 5).

A necessidade de encontrar um novo esquema terapéutico para o paciente

leishmaniose visceral, motivou o estudo da atividade in vitro e in vivo de derivados hidrazida-
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N-acilidrazonicos contra L. chagasi. Inicialmente, calculou-se a concentracao inibitéria 50%
(ClIsp) do crescimento de amastigotas intracelulares de L. chagasi dos derivados no modelo de
infec¢do de macréfago em laminula de vidro (Tabela 1 do artigo 5 originado da tese). Assim,
observou-se que os derivados LASSBio 1492, LASSBio 1707, LASSBio 1710 e LASSBio
1736 apresentam atividade leishmanicida contra formas amastigotas de L. chagasi, com
valores Clsy de 58,3 + 2,0, 53,3 £ 2,6, 55,0 + 4,0 e 57,6 £ 5,2 uM, respectivamente.
Pentamidina e miltefosina também foram eficazes contra amastigotas intracelulares de L.
chagasi, apresentando 1Csy de 65,1 £4,9 € 76,7 + 2,9 uM, respectivamente.

Esses resultados mostraram que a atividade leishmanicida de LASSBio 1492,
LASSBio 1707, LASSBio 1710 e LASSBio 1736 contra amastigotas intracelulares de L.
chagasi foi semelhante ao observado com a pentamidina. Além disso, a atividade
leishmanicida destes derivados é compardvel a relatada para vérias substancias testadas contra
espécies de Leishmania viscertropicas, assim como algumas chalconas (BARBOSA et al.,
2011), sakuranetina (GRECCO et al., 2012) e nimodipina (TEMPONE et al., 2009). A grande
relevancia nesses resultados consiste no fato da L. chagasi ser o agente etioldgico da
leishmaniose visceral de ciclo antropozoonético na Europa, Norte da Africa e America Latina
(MAURICIO et al., 2000; (QUINNELL e COURTENAYL., 2009). A leishmaniose visceral
ou calazar é a forma mais grave dentre todas as infec¢des de Leishmania spp. e pode ser fatal,
se ndo tratada. (SAMPAIOQ et al., 2010). Assim, se torna imprescindivel o desenvolvimento de
novos farmacos tuteis no tratamento contra leishmanias viscerotropicas. Por outro lado, a
avaliacdo da atividade leishmanicida contra L. chagasi também indicou que amastigotas desta
espécie eram menos suscetivel ao tratamento in vitro com derivados hidrazida-N-
acilhidrazdénicos quando comparado com outras espécies testadas (L. major, L. braziliensis e
L.amazonensis).

A eficiéncia de LASSBio 1707 e LASSBio 1736 em destruir L. chagasi in vivo
também foi demonstrada no presente estudo. O tratamento com LASSBio 1707 e LASSBio
1736 (em 30 pumols/kg/dia x 15 dias, ip) de hamsters infectados com L. chagasi levou a uma
reducdo significativa da carga de parasitas no baco desses animais de 53,6% e 46,0%,
respectivamente, quando comparados aos animais do grupo controle que receberam PBS
(Figura 1 do artigo 5 originado da tese). Desta forma, além de representarem moléculas
inovadoras para atividade farmacoldgica em questdao e de terem atividade in vitro contra

diversas espécies de Leishmania, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 também continuaram
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apresentando efeito leishmanicida in vivo contra L. amazonensis e L. chagasi, fato que
evidencia o sucesso no planejamento desses derivados. Com o intuito de melhorar a
biodisponibilidade destes derivados, como perspectiva do presente trabalho, pretende-se
avaliar a atividade farmacoldgica in vivo de formulagdo farmacéuticas lipossomais de
LASSBio 1736, as quais estao em fase de preparacao.

Por outro lado, o tratamento com estes derivados nao resultou em toxicidade hepéatica
ou renal em hamsters infectados com L. chagasi como demonstrado por meio de dosagens
bioquimicas dos niveis séricos de alanina transferase (ALT), aspartato transferase (AST),
creatinina e uréia (Figura 3 do artigo 5 originado da tese). E também relatado na literatura que
os mediadores leishmanicidas liberados em grandes quantidades durante a infec¢dao por L.
chagasi podem causar lesdes morfologicas e/ou funcionais para o figado. Além disso,
L.chagasi ativa macréfagos, que libertam vérios agentes microbicidas, incluindo peptidases,
para eliminar o parasita no figado (COSTA et al., 2008). Assim, também foi observado que o
tratamento in vivo com LASSBio 1707 e LASSBio 1736 também apresentou efeito protetor
de dano hepatico da leishmaniose visceral porque este tratamento previnem as alteragdes dos
niveis de ALT no soro desencadeados pela doenga (Figura 3A do artigo 5 originado da tese).

Avaliou-se também as alteracOes ultraestruturais morfolégicas geradas com o
tratamento in vitro de promastigotas de L. chagasi na concentracdo de 100 uM por 48h,
através da andlise dos parasitos em microscopio eletronico de varredura Zeiss 900. Os
tratamentos com LASSBio 1736 na concentragdo de 100 uM por 48h induziu alteracdes
morfoldgicas nas promastigotas de L. chagasi que lembram amastigotas axénicas, tais como a
forma oval da célula e o encurtamento ou retraimento do flagelo. Além disso, observou-se a
presenca de promastigotas diflageladas e multisseptadas, sendo estas alteragdes consistentes
com a diminuicdo da viabilidade celular (Figura 4 do artigo 5 originado da tese). Esse tipo de
alteracoes na morfologia de promastigotas tem sido relatadas quando as mesma estdo em
processo de morte por apoptose (VANNIER-SANTOS e DE-CASTRO, 2009). E importante
mencionar que as anéalises das alteragdes ultraestruturais através de microscopia eletronica de
transmissdo estdo sendo realizadas para obtencdo de informagdes adicionais sobre a agdo
leishmanicida deste derivado.

Para comprovar o efeito ndo citotéxico dos derivados LASSBIO 1483, LASSBio
1485, LASSBio 1491 e LASSBio 1492, a capacidade de induzir dano celular também foi

avaliada em células do bacgo tratadas ou nao com vdrias concentracdes dos derivados
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selecionados, através do método de incorporagdo de iodeto de propideo (Tabela 1 do artigo 6
originado da tese).

O método tradicional de incorporacdo de iodeto de propideo € utilizado para avaliar a
viabilidade celular e dano a membrana citoplasmatica (CHO er al., 2008). As células
sauddveis sdo delimitadas por uma membrana citoplasmdtica que lhes permite comunicar
seletivamente com o ambiente que as rodeia. Os sistemas de transporte ativo geram um
gradiente eletroquimico, que é fundamental para o perfeito funcionamento da célula. O iodeto
de propidio é um marcador que é excluido de células sadias, sendo capaz de penetrar em
membranas ndo integras e ligar em d&cidos nucléicos, tornando-se assim fluorescente
(MACKLIS e MADISON, 1990). As células marcadas com iodeto de propideo apresentam
membrana citoplasmatica despolarizada e permeabilizada devido ao processo de morte
celular. Desta forma, o iodeto de propidio consegue atravessar células em processo de necrose
ou em processo de morte celular programada tardia, visto que a membrana plasmatica celular
sofre colapso e se torna permedvel a este corante fluorescente (MIRANDA, 2009).

Com base nos dados obtidos, apenas o grupo tratado com Tween 0,5% (padrdao de
morte celular) foi capazes de aumentar significativamente o nimero de células do baco
positivas para iodeto de propideo em relagdo ao grupo DMSO 0,1% e controle negativo
(células cultivadas apenas com meio de cultura), respectivamente. O veiculo utilizado para
solubilizar todas as susbtancias (DMSO 0,1%), ndo apresentou efeito citotoxico significativo
para a célula, quando comparado ao controle negativo (células cultivadas apenas em meio de
cultura). E importante ressaltar que a pentamidina nio foi capaz de diminuir a viabilidade das
células do bago de forma significante, mesmo na mdxima concentracio utilizada (100 uM),
assim como observado na Tabela 1 do do artigo 6 originado da tese.

Por fim, avaliou-se a sensibilidade de outra cepa de L. major denominada LV39
(MRHO/SU/59/P) ao tratamento in vitro com os derivados LASSBio 1483, LASSBio 1485,
LASSBio 1491 e LASSBio 1492 (Tabela 2 do do artigo 6 originado da tese), substancias que
anteriormente apresentaram maiores poténcias contra amastigotas da cepa de L. major 5-
ASKH (Turquia, MHOM/SU/73/5-ASKH) de referéncia da OMS (Tabela 2 do do artigo 1
originado da tesee Tabela 1 do do artigo 2 originado da tese). Diante dos resultados obtidos,
observou-se uma diferenca significativa da sensibilidade a LASSBio 1483, LASSBio 1485 e
LASSBio 1492 contra amastigotas intracelulares de L. major LV39 (MRHO/SU/59/P) quando

comparado ao efeito leishmanicida contra a cepa L. major 5-ASKH (MHOM/SU/73-5-
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ASKH) anteriormente usada. Estes derivados eram menos ativos para cepa LV39 do que para
a cepa de referéncia da OMS. A cepa LV39 (MRHO/SU/59/P) € uma cepa prevalente no sul
da Russia, mais virulenta e menos suscetivel ao NO do que MHOM/SU/73-5-ASKH
(NOBEN-TRAUTH et al., 1999; SACKS e NOBEN-TRAUTH, 1999). No entanto,
supreendentemente, LASSBio 1491 apresentou atividade semelhante contra amastigotas das
duas cepas de L. major.

Como NO é a molécula chave para atividade antimicrobiana de macréfagos, incluido
defesa contra Leishmania, além de ser produzido quando h4 inibi¢do de cisteina protease, bem
como para tentar desvendar o mecanismo de acdo dos derivados aqui estudados, realizou-se a
dosagem de NO em sobrenadante de macréfagos peritoneais infectados com L. major LV39 e
tratados com os derivados LASSBio 1483, LASSBio 1485, LASSBio 1491 e LASSBio 1492
(Figura 2 do do artigo 6 originado da tese). De todos os quatro derivados ensaiados, apenas o
LASSBio 1491 foi o unico capaz de aumentar os niveis de Oxido nitrico de forma
concentracdo em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com
L. major LV39 (MRHO/SU/59/P). Assim, além da sua atividade leishmanicida direta in vitro,
o mecanismo de a¢ao de LASSBio 1491 contra formas amastigotas de L. major LV39 envolve
aumento da producdo de NO, o que é um importante mecanismo de defesa do hospedeiro

contra Leishmania spp.

O mecanismo molecular pelo qual NO exerce a sua atividade citotéxica ndo é
completamente compreendido. Alguns estudos tém proposto que os efeitos do NO sdo
devidos a inibicdo da respiracdo mitocondrial, glicdlise, peroxidacdo de lipideos da
membrana, inativagdo de peroxidases e arginases, perturbacdes de agregados de Fe-S e
mutacdo do DNA e/ou a inibi¢do da sintese e reparo do DNA (MAUEL e RANSIJN, 1997;
GRADONI e ASCENZI, 2004).

Os demais derivados, assim como a pentamidina, ndo induziram aumento de NO. A
observacao de que a pentaminidina ndo aumenta a produgao de 6xido nitrico ja era esperada.
Tem sido reportado também que este farmaco de referéncia nao interfere na formagao de NO
por macréfagos ativados da linhagem RAW 264.7, embora tenha a capacidade de inibir 6xido
nitrico sintase cerebral (BAER er al.,, 1995). Genestra e colaboradores (2003) também
demonstraram que a pentamidina nao foi capaz de diminuir significantemente a producao de

NO por formas amastigotas axénicas e promastigotas metaciclicas. Tem sido sugerido que a
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producdo de NO por esses parasitos pode modular a atividade da enzima NOS2 dos
macréfagos, além de estar associada com a infectividade e interiorizagdo dos parasitos nos
macréfagos (BRAGA, 2008).

Entdo, dada a necessidade de desenvolver farmacos uteis no tratamento da
leishmaniose cutinea, foi avaliada a eficacia de LASSBio 1491 (10 pmol/kg/dia x 35 dias,
i.p.) em um modelo murino validado de leishmaniose cutanea do Velho Mundo (L. major
LV39). Assim, a eficiéncia de LASSBio 1491 como um agente antiparasitdrio foi avaliada
usando o glucantime como farmaco de referéncia. Este antimOnio pentavalente, que é um
medicamento utilizado no tratamento de leishmaniose, apresentou a mesma inibi¢do do in
vivo crescimento do parasita que o tratamento com LASSBio 1491, no entanto em uma dose
de 3 vezes maior que a usada para a LASSBio 1491. Desta forma, camundongos tratados com
o antimoniato de meglumina (30 pmol/kg/dia, i.p.) ou com LASSBio 1491 (10 umol/kg/dia,
1.p.) apresentaram uma redu¢do no tamanho da lesdo na terceira semana apds o inicio do
tratamento (quarta semana de infec¢do, respectivamente). Apds 35 dias de tratamento os
animais foram sacrificados e a carga parasitaria foi determinada nas orelhas infectadas e nos
linfonodos drenantes dos animais tratados com PBS, antimoniato de meglumina (30
umol/kg/dia, i.p.), LASSBio 1491 (10 pumol/kg/dia, i.p.). Com relacdo a carga parasitdria,
observou-se que o antimoniato de meglumina e as substancias LASSBio 1491 foram capazes
de diminuir o nimero de parasitos na orelha e no linfonodo drenante (Figura 2 do do artigo 6
originado da tese).

LASSBio 1491 € um derivado de hidrazida-N-acilidrazonico com 5-nitrofurano como
grupo substituinte na funcdo imina. Como ja mencionado, o uso de nitroheterociclos, tais
como os derivados 5-nitrofurano, como agentes antibacterianos, antifiingicos e
antiprotozodrios € bem estabelecido (PIRES et al., 2001; MUELAS-SERANO et al., 2002).
Os grupos nitro aromadticos sdo bem conhecidos como tendo atividade redox bioldgica
significativa, conduzindo a produ¢do de EROs citotoxicas. No entanto, LASSBio 1483 ¢
também um derivado de 5-nitrofurano, mas com a subunidade semicarbazona, o que sugere
que o grupo hidrazida-N-acilidrazona é importante para a atividade de leishmanicida de
LASSBio 1491 contra L. major LV39.

Desta forma, os derivados LLASSBio 1483 (semicarbazonico), LASSBio 1707 e
LASSBio 1736 (hidrazida-N-acilidrazonicos) foram os que apresentaram, em geral, melhor

atividade leishmanicida, representando candidatos a protétipos de firmacos que podem ser
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utilizados na descoberta de novas alternativas terap€uticas para leishmanioses.A elevada
eficacia desses derivados contra varias espécies de Leishmania da suporte para continuag¢ao da
investigacdo detalhada de seu mecanismo de acdo, bem como do seu potencial para o

tratamento da leishmaniose visceral canina.

275



11 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Em resumo, a investigacdo de agentes anti-Leishmania resultou na identificacdo de
novos derivados bioativos. Dentre estes, a semicarbazona LASSBio 1483 (7g) e os derivados
hidrazida-N-acilidrazénicos LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1707 (3e) e LASSBio 1736 (3d)
provaram ser potentes agentes leishmanicidas contra diversas espécies causadoras de
leishmaniose tegumentar, além de possuirem baixa toxicidade, tanto in vitro como in vivo,
assumindo a posicdo de compostos lideres que podem ser utilizados na descoberta de novas
terapias para leishmanioses.Além disso, LASSBio 1483 (7g), LASSBio 1705 (3a), LASSBio
1707 (3e) e LASSBio 1736 (3d) exercem seu efeito leishmanicida através de indugdo de
apoptose dependente da ativagdo de enzimas semelhantes a caspases e através da via
mitocondrial. A eficacia leishmanicida in vitro e in vivo de LASSBio 1707 (3e) e LASSBio
1736 (3d) contra L. chagasi, em concentracdes ndo toxicas para o hospedeiro, dando suporte
para exploracdo do potencial desses derivados como uma opg¢do adicional para a
quimioterapia de visceral leishmaniose, uma das doencas tropicais negligenciadas mais letais
e que estd intimamente associada a pobreza, sendo um forte estimulo para estender esses
estudos para o tratamento da leishmaniose visceral canina. Além disso, temos também como
perspectiva estender esses estudos para avaliar o potencial leishmanicida de LASSBio 1483
para tratamento da leishmaniose visceral.

Por fim, de acordo com resultados obtidos, LASSBio 1491 (4e) exibem efeito
leishmanicida in vitro e in vivo contra L. major LV39, uma cepa mais virulenta que a cepa de
referéncia da OMS, em concentragdes ndo tdéxicas, proporcionamdo uma nova plataforma
promissora para ser explorado para o tratamento de leishmaniose.

Entre as perspectivas deste trabalho, pretende-se avaliar o potencial leishmanicida in
vivo de LASSBio 1483 (7g) e de formulagdes lisossomais de LASSBio 1707 (3e) e LASSBio
1736 (3d) contra L. chagasi, bem como determinar as alteracdes ultraestruturais nas estruturas
celulares de promastigotas dessa espécie de Leishmania, através de andlise em microscopio
eletronico de transmissdo, além de realizar a andlise histolégica dos 6rgdas coletados dos
animais utilizados nos ensaios in vivo ja realiazados. Pretende-se ainda dar continuidade a este
trabalho, invetigando outros sinais caracteristicos da apoptose, tais como a producdo de
EROs, a fragmentacdo do DNA, niveis de ATP e a inducdo da expressao da proteina, tais

como as caspases € metacaspases. Objetiva-se também avaliar o efeito de LASSBio 1483
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(7g), LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1707 (3e) e LASSBio 1736 (3d) sobre a producao de
EROs e indugdo das vias de MAPK e ERK, bem como da enzima arginase em macréfagos
infectados com L.amazonensis e L. chagasi. Além disso, faz-se necessario o estudo do
mecanismo de acdo destes derivados, que poderdo ser realizados através de ensaios
bioquimicos e de biologia molecular, visando determinar o efeito destes derivados,
principalmente, em cisteina proteases, serina proteases, tubulinas, tripanotiona redutase e
topoisomerases do parasito. Por fim, pretende-se ainda investigar a inducdo de fragmentagdo
de DNA através de andlises em citometria de fluxo, bem como a possivel interferéncia da
transcricdo de genes e traducdo de transcritos de Leishmania spp, através de ensaios de

microarray e western blot.
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ANEXOS

Anexo A: Aprovaciao do Comité de Etica da UFAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ROTEIRO DE PARECER CONSUBSTANCIADO

O projeto de pesquisa Desenvolvimento de protétipos de farmacos leishmanicidas a partir de
produtos naturais, derivados semi-sintéticos e/ou sintéticos -

(2/2013) coordenado pelo Professora Magna Suzana Alexandre Moreira do Institutc de
Ciéncias Biolégicas e da Satde / UFAL

Esse projeto visa determinar o efeito antiparasitario em modelos in vivo (murino), contra
Leishmania amazonensis. O presente estudo visa & avaliagao farmacolégica de novos agentes
candidatos a protétipos de farmacos imunomoduladores e leishmanicidas, capazes de atuar
como estratégias terapéuticas em doengas negligenciaveis, especialmente a leishmaniose.

Nao existe método substitutivo para evitar o use de animais. Esta linhagem de camundongo &
utilizada no modelo classico de incducao de leishmaniose, por desenvolver um perfil de resposta
imune Th2 com produgdo de IL-4, suscetivel ao desenvolvendo lesdes com rigueza
parasitaria.Sera utilizada apenas para a(s) molécula(s) mais ativa para minimizar o numero de
animails.

Existe planejamento estatistico para determinar o tamanho das amostras. Cada grupo
experimental sera constituido por cinco animais (n=5 animais). Os 14 grupos presentes no
estudo seréo: Grupo Controle infectado (Balb/c infectado com tratamento apenas com veiculo),
Grupo Controle nao-infectado (Bzlb/c nac-infectado com tratamento apenas com veiculo),
Grupo Antimoniato de Meglumina (Balb/c infectado com tratamento utilizando farmaco de
referéncia), Grupo Combretastatina A4 (Balb/c infectado com tratamento utilizando farmaco
antitumoral), Grupo LASSBio 1483 (Balb/c infectado com tratamento utilizando derivado
LASSBio 1483), Grupo LASSBio 1586 (Balb/c infectado com tratamento utilizando derivado
LASSBio 1586), Grupc JB-42 (Balb/c infectado com tratamento utilizandc derivado JB-42),
Grupo Quercetina-permetilada (Balb/c infectado com tratamento utilizando Quercetina-
permetilada), Grupo VR-67 (Balb/c infectado com tratamento utilizando derivado VR-67), Grupo
L1-SbPh3 (Bazlb/c infectado com tratamento utilizando derivado L1-SbPh3), Grupo HDL-Sb
(Balb/c infectado com tratamento utilizando HDL-Sb), Grupo HDL (Balb/c infectado com
tratamento utilizando HDL), Grupo espectalina (Balb/c infectado com tratamento utilizando
espectalina), Grupo WE-01 (Balb/c infectado com tratamente utilizando derivado WED1) e HB-
04 (Balb/c infectado com tratamento utilizando derivado HB-04). .

Devido a solicitagdo do CONCEA na Crientagéo técnica 2.2013 sera necessario o envio de:

Xl - plantas baixas das areas e das instalagdes utilizadas para criagdo, manutencéo,
manuseio e manejo de animais para fins de ensinc ou pesquisa cientifica. contendo o
detalhamento/dimensionamento das areas e o registro do Responsavel Técnico pela planta
(engenheiro ou arquiteto), devidamente assinado.

Situacao: Aprovado

[a'
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Rl moen /éoihfyw—
Robinson Sabino da Silva
Coordenador CEUA-UFAL

Robinson Sabino da Silva
Coordenadar da CEUA-UFAL
Camiseio dg Etica no Usa de Animais
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- - T -
Nomecenderego: (Apelido regeidn do vome préprio; no ecure de uma pessoajuridice o designagéa Esta PpessuE €

L 48)

\&

oficial corspleta. 0 eaderego deve inclur o cadge patiol e o nome do pois. () poic do enderege .
tndicanis neste guadre ¢ o Estedo de domicilio do reguerente se nenhun domicilic for indicade @ apenas requersnte
abaiza).
Universidade Federal de Atagoas D rcquerenie e invenlor
Avenida Lourival Mela Mota, Cidade Universitériz, apenas ibventor (se esta casa for
Tabuleiro do Martins, Maceid - AL, Brasil :;;Lﬁﬁf”‘ ndo preencher o segwinte
CEP: 57072-870 Mo. do registo do requerente junto do
Organismo
Naciona'idade (.s‘:'gfm: do pais): Domicilio (sigias do pais):
BR
Esta pessoz € todos us Estados todos os Estados designados crecpto -afn:rm os Estados as Estados indicados ne
requerente para: @ da:igr:;dns Dus Estador Uhidos di América D nidos da América D quadro soplementay
Home e enderago: (Apelide seguido do nome praprio; o case de wma pessod juridica o designagdy | Esta pessoa &
gjicial compleia. O endereco deve melur o codiga pestal e o nome do pais. U pais do enderego ;
;ai:;fcndo nesie quedro é o Eriade de domicilio do reguerente se nenlunn dowmicilio for ;‘rrdzaa’p.‘l D apenas requerente
ixe). T
Lidia Moreira Lima : [] requerente e imventor
Ambaitinga. 160/301 E apenas inventor (s esta casa for
CEP 21921-520, llha do Governador, Ric de Janeiro, RJ, mf”' nito preencher o segutale
Bl'asﬂ g No. do registo do requerente junto do
Organismo
'Nncimn]i(_iade (riglax do pais): Demicilic (siglas do pais):
BR BR
Esta pessoa ¢ N1 tocos os Estades todos os Estados designados except Estudos’ ; inidi
requerente para: designados os Eslades Unidos da Am€rica D ‘i'éi"i‘&“- América ﬁ.%‘?f&fﬂ” L

Nome eenderego: (dpelide reguido do nome proprio. no caso de uma pessoa jurids i i

. ” o ic tome proprie, Juridica a dex| o - .
oficial compleia. O ﬂlld,ﬂ’é‘f.:'} deve incluir o codign postal ¢ 0 nome dn pais. O puis do Jﬁ:}n Esta pessoa & .
indicade nesie quedre é o Ertado de domicilio do requerente se newbum dumicilio for indicado D

ahaixo), S

Eliszer Jesus de Lacerda Barreiro (] requersate & inventor

Rua Haddock LUbO. 35/603 ) 5 spenas inventor (b esta caia for

CEP 20260-130, Estacio, Rio de Janeiro, RJ, Brasil * :g;gfﬂ- ado preencher o seguinre
No. do registo do requerenie junto do
Organismo §

] ‘Eﬂﬁnﬁﬂ]idﬂdc (siglas do pais): jlgﬁidl io gef_xza:.fa pais): .

Esta pessoa ¢ todos os Estad todos os Hstados designad,

rcqucp::?lc para: E dr.s?;n?:ius = I:]w E&tgéoi Unﬁfn:eﬂszn&%g i D mﬁiﬁ?gﬁn gﬁﬁﬂfﬁgﬁ? o

Nonwwenderegn: rdpertdo seguido do nome praprio, ne casa de wuma pessad juridica adesignagdo | Esla pessoa &:

oficial completa. O endereco deve inclulr o eidign pasial e o nome do peis. O pais do enderego
av;d'r?aﬁu neste guadro é o Estade de domicilio do regiterente se nenhum donicilio jor indicado D apenas requerente
ahae).

\ G&\}

Marina Amaral Alves - [[] requerentee inventor

Rua Breno Guimaraes 106/102, liha do Governador, Rio de SPSI nvelion (= o e
I " inardaa, ndo previcher o seguinie

é aEnpeiro RJ, Brasi| i espago). !
121831310 - - | No.do registo do requerente junto do

= | Organismo
|

Nacionalidade (sigler do pais) Dumicilio (siglas do pais):

BR BR

f&ﬁ;ﬁz&;m: i.‘:‘ todos os Estados todos 05 Eswdos designados excepro D ﬂmm as Eslados os Estados indicados no

designados os Estados Unidos da América nidos da América guadro supicmentar

’I‘ Quiros requerentes ¢/ou outros inventores s3o indicados nura folha de continuagdo.

e 10

Formulario PCT/RO/ICH {fotha de continuagio) (Janeiro de 2010)

Ver asnotas sobie o fornuldrio de requérimente
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PCT/85 2013 /000276

Folha Mo, Q3... Y

Quadro suplementar

Se 0 guadro suplemeniar ndo for utilizado, esta fofka ndo deve ser incluida no reguerimeito.

i)

iii)

iv)

W

Se, em gualguer dos guadros — excepto as Quadros No. VI i) a
V) para os gueis é frmecida um quadro de continvagdo especial
- o espace for insuficiente para conter todas as informogoes:
neste casa, eserever “Continvagdo do Quadre No. ... ™ (indicar o
nimero do quadro) e fornecer as inforinagies de acorde coin as
instruches dadas no quadre em gue o espago era insuficiente,
especialmenie.

se for necessirio indicar mais de uma pessoq como requerente
e/Gi invenlor ¢ nio ye dispuser de uma “folha de continuacde'
neste caso, escrever 'Conlinuacée do Quadra No. 1T e farnecer,
para cada pessoa suplementar, o mesmo tipo @e infoimagdes que
ay que séo regueridas no Quadra No, 1, G pats do caderego
indicade neste quadio é o Esiero de domicilie do reguerente se
neshum damicilio Jor indicado gbaixo:

ve, ma Quadre No. IT ou em gualguer dos sub-quadror do
Quadre No. lli, a indicacio “os Estades indicados ne quadre
suplementar” jor marcada: neste caso, escrever "Continuagdo
do Quadre No. If”, ow “Cantinuagio do Cuadro Nao. 11", au
"Continuagdo dos Quadros Ne- Il e [T (conforme o casal,
indicar of) nome(s) dofs) requerente(s) em causa e junie a
feada) nome, o Esiedc para o qual, ou os Esiades para os quais,
a pessoa mencionada (em ¢ gualidade de reguerente (esou, se for
caso disse, amengdo “patenie da ARIPO", "paiente ewrasidiica”,
“patente curopeia ou “patente da OAPH),

se, a0 Quadro No. JT ox em gualguer dos sub-quadros do
Qugdro No. IIi, o imventor ou o inventorfrequerente niio for
considerade inventor por todos os Estados designades o pelas
Estados Unidos de América: neste cuso, escrever 'Corntinuagdo
de Quadro No. I1", eu “Centinuagic de Quadre No, ", ov
“Continvagde dos Quadros No. I e 1" (conforme o casg),
Indicar ofs) nomefs) do(s) invenior(es) em causa e, pnlo
fcada) nome, o Estado para o gual, ou os Estados pura o8 quuis,
a pessoa mencionada tem a qualidade de inventor (c/ou, se for
caso disso. amenpdo “patente da ARIPO ", “patenie eurasidlica ™.
“patente européia” ou “patente da OAPI"):

se, além do(s) mandatdrio(s) indicadas o Quadre No. IV, houver
outres mandaetdrios: neste caso, esorever "Condinuuglic do
Quadro No. [V e foriecer pacz coda imandaidrio suplemenlar
os mesmo lipo de fermacées gue as gue sdo requeridas no
Quadro No. IV;
se, no Quadrc No. VI, a prioridade de meis de trés pedidos
unieriores forem reivindicadas: neste caso, escrever
“Continuagdo o Quadro No. VI e furmecer para cuda pedido
anterior suplementar os mesine tipe de informagles gue as que
sde requerides no Quadro No. VI
Se o requerente tiver a intencdo de indicar gue cesefa que o
Ppedido internacionai seja (ratado, em cerlos Eslados cesignados,
como um pedido de patente de adicao de certificado de adicdo de
vertificado, de autor de invengdo, de adicdo ou de certificado de
utifidade de adigdo: neste caso, escrever e nome ou o codigo de
duas letras de cade Estado designado em causa, assim como
“natente de adichin”, “certificado de adigdo”, “certificado de
euter de invengio de adigio” ew “certificade de utilidade de
edigio”, o mimere do pedido original, ou da patente original ou
de outro titulo origingl, e a data de concessdo da palente oviginal
ou de ouire titelo origingl, ou a dua de depdsite do pedido
original (Regros 4.11.4jii) e 40bis.].a) ou b))
Se o requerente tiver a intencdo de indicar que desefa que o
pedido internacional seja traiade, nos Estados Unidas da

América, como um pedide de “centinuation™ ou dc’

“continuation-in-part” de wn pedide anferior. neste cuso,
escrever “Estados Unidos da América” ou “US™ e “continuation™
au “rondinuation-in-part” e + nimen ¢ a dala de depisity do
pedido original (Regras 4.11.4;8i) ¢ 49bis. 1.4).

Se o requerente desejar pedir gue o Organismo recepior ou a
Secretaria Jnternacional obtenha um dociunenro de prioridade
Junio de uma biblioteca digital mas esse documenin so jfor
conservado nema biblicteca dighal em relacdo a um onlro
pedido de parznte gue lainbém se servin desse documento de
privridade para apoiar wna reivindicagde de prieridade (e a
nia ser que cssa biblioreca digital seja acessivel airc 65 do
servige de acerse numérico aos decumentos de priovidade),
nesse caso eserever " Continuagdo do Quadro No. VI, e indicor
para cada pedido anterior confiderado ¢ mesmo tipo de
informacaes cxigidas no Quodro VI e indicar o nimery b o
qual o pedido & conservado (e, se conhecida, & biblioieca digiiol
ent questdo) (Instrucdo 716 a)ii)).

"Continuagio dos Quadros n® III*

Aline Cavalcanti de Queiroz

Rua Dr, Pedro Cavalcante, 53, Jardim Petrépaolis,
Maceid,

CEP: 57080-680, AL, Brasil

Nacionalidade: BR
Domicilio: BR

Esta pessoa é apenas inventor

Magna Suzana Alexandre Mareira

Rua Hélio Pradines, 633, apto 902 Ponte Verde
Maceis, CEP: 57035-220,AL, Brasil

Esta pessoa é apenas inventor

Nacionalidade: BR
Domicllio: BR

Formulirio PCT/RO/I01 (folha suplementar) (laneiro de 2010}

Veras notas sobre o formuldrio de reguerimento
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PUT/BR2013/0002°

Quzdra No. V. DESIGNACOES

O depdsito deste requerimento constitui, de zcarde com a Regrz 4.%.2}, s designa¢iio de iodos 05 Estados Contratantes vinculade
PCT na data do deposito internacional, para os fins da concessao de qualquer tipo de protec¢c disponivel e, se for caso disso, para.
da concessao tanto de palenics regionals coma de patentes nacionaie.
Porem, .

DE 2z Alemanhz n3c é designada para nenhum tipo de protecgdo nacional

JP o Japdo nio é designedo para nenhum tipo de proteceio nacional

KR a Repiblicz da Carcia ndo é designada para nenhum tipo de protec¢io nacional
(4s casas acima s6 podem ser utilizadas para excluir (irrevogavelmente) as designacies em guesiéo se, no momento do deposi
witeriormente de acordo com a Regra 26bis. !, o pedidu internacional reivindicar, o Quadro No. VI, & privridade de um pedide na:
anterior depesitudo no Estado e ¢uesido, para evitar gue esse pedido nacional anterior deixe de produzir efeitos, em viriu
legislagio nacional).

Quadro No. VI REIVINDICACAO DE PRIORIDADE

A priondade do(s) seguinte(s) pedidos antcrior(es) é reivindicada:

‘N No caso de o pedido anterior ser:
Data do depésito do pedido Nimero - - - - : === §
; T < : um pedido nacional: um pedidoc regional: | um pedido internaci
antenior (dia/més/ano) do pedido antenior pais ou membro da OMC Organismo regional Organismo recep
Ponto 1) BR102012018095 8
31/07/2012 EE
Ponto 2)
Ponta 3)

D Outras reivindicagdes de priv.idade sio indicadas no quadro suplementar,

D Pede se que Secretaria Internacional obtenha junto a uma biblioteca digital umna cépia ccrtiﬁmﬁa do(s) pedido(s) anterior{es)
a Secretaria [ilernacional puder obter o ou os pedidos anteriores junto & uma biblioteca digital} identificado(s) acitna comc

[ todos os ] ponto 1y [ ponto 2) [ ponto 3) [ outros, ver o quadro suplementar
pontos ey ;

E Pede-se que o Organismo receptor preparc ¢ transinita # Secretaria In'eracional uma copia certificada do(s) pedido(s) anterior|
- (se 0 ou 05 pedidos anteriores tiverem sido depositados junto ao Organismo gue, para os fins deste pedido internacional,
Organismo receptor) identificado(s) acima como:* ; :

D lodos 05 E poato 1) D ponto 2) D ponto 3) D outros, ver ¢ quadro suplementar
poatos

*  Seacdpia certificada do ou dos pedidos anteriores niio for conservada numa biblioteca digital sob o mimero do pedido anterior aci
indicado mas sob o nimero de um outro pedido que também rejvindica a prioridade através dele, indicar esse nimero na fo
suplementar (ponto 4).

Restaurar o direito de prioridade: pede-se que o Organismo receptor restaure o direito de prioridade respeito do(s) pedido
anterior(es) identificado(s) acima ou no guadro suplementar como ponto(s): (__ ). (Ver também as no.
sobre Quadro No. VI; ¢ necessiriv fornecer mais informagées para apoiar um pedido de restauracio do direito de prioridade).

Incorporaciopor referéncia: senmelemento do pedido internacional mencionadono Artigo 11,1)iii)d) ou ¢), ouuma parte da descrigi
dasreivindicagdes ou dos desenhos mencionadana Regra 20.5 .a), nfio estiver de outro moduo contido neste pedidointemacional mas figu
integralmente num pedido anlerior cuja prieridade é reivindicada na data em que um ou mais elementos mencionados no Artigo 11.1)i
foram recebidos inicialmente pelo Organismo receptor, esse elemento ou essa parte &, sob reserva da confinnacio prevista na Regra 20
incorporado por referéncia neste pedido intemacional, para os cfeitos da Regra 20:6. : it

QuadroNo. VI AUTORIDADE RESPONSAVEL PELA PESQUISA INTERNACIONAL

Escolha da Autoridzde responsivel pela pesquisa internacional (TSA) (se duas o mais Autoridades responsdvels /ENZIR pisim
fmlem.r;cimm.f Jorem competentes para e};cauar a pesquisa internacional, indicar @ Autoridade escolhida, o cidigo de duas leras p 314
wtilizado):



) i s -

3 ; P
! : i
Folnz No. 05

L

[ Continuasio do Quadro Na. V1L OTILIZACAO DE RESULTADOS DEUMA TESQUISA ANTERIOR, REFERENCIA A
ESSA PESQUISA

[ Pede-se que ¢ Autoridade responsével pelo pesguisc imernacional (1SA ) indicgda no Quadro No. Vil tenhaem conta os Tesultados

1 3 P e S A H ‘. 5 =) Ry o ; 7
da(s) pesquisa(s) anteriories) indicadals) ebaixo [ver rambém as notas seare o Quadre No. VI wiilizacdo dos reseliados de
meis de wma pesyuisa anierior).
| Data de depasito (dianifsiuny) Namero do pedido Pais (ou Oruanismo regional)

D Declaragio (Regra 4.12.i0) © pedido internacional € o mesmo, ou fundamentalmente 0 mesmo, que o pedido & respeite do
quitl toi efectuada 4 pesquisa anterior exeeplo, se for caso disso, que esta depositado numa lingua diferente.
D Disponibilidede de documentas: ¢S sepuintes documenios sio obteniveis pela 1ISA numa formé ¢ maneira aceitivel para cha
£, pOr isS0, Tia0 & NegeEssdne qua requerente os fornegd & €552 autoridade (Regra 12his.1.0)

[:I uma copia dos resultados da pesquisa anterior.®
B amz edpia do pedido anteriar,
uma tradugio do pedido anterior nuna lingea admitidz pela 1SA.
D uma traduio dos resuliades da pesquisy anierior numa lingua admitida pela ISA,
D uma copin de qualguer documento meneionado nos resultdes da pesgquisa anterior. (Queira indicur a seguir, s¢ o3

conhecer, os dacumrining ohueniveis pela 1SA)

D Transmissiodcumasopia dos recultzdos deuma pesquisa anterior ¢ de outros documentos: (o casade @ pesguisa onterior
ni ler sido efecivady pelo 154 indicada ocima, mas pelo mesmo organismo gue aguele que eclya come Organismo recepior):
pede-se gue © Organismo receplor prepare © transmita 4 JSA (Regra 12bis.].c)):

B uma copia dos resultados da pesquisa anterior,*
urna copia de pedido anterior,

uma copia de gualquer documento mencionado hos resultados da pesquisa anterior.

+ No caso dé 0§ resultados da pesquisa anterior nfio serem, nem obtenivels @ partir de uma biblioteca digital, nem transmitidos pelo
Organismo rcccpior, pede-sc que o requerente 05 forneca (Regra 12his.1.a)). (Fern ponio 11 pa dista de controle (ambém as nolos
sobre o Quadro No. VII).

Datz de deposito (dia/més/anc) Numero do pedido Pais (ou Grganismo regional)

D Declaragio (Regra 4.12.i\)): © pedido internacional ¢ 0 mesme, ou fundamentalmente 0 mesmo, que o pedido a respeito do
qual foi cfectuadd a pesquiss zrderior exceplo, st For caso disso, que estd depositado numa lingua difercnte.
D Disponibilidade de documentos: 03 seguintes documentos sao shteniveis pela 1ISA muma forma € maneira aceitdvel para ¢la
¢, por isso, ndu ¢ necessirio que o requerente vs fomega a 851 autoridade (Regra 12his. 1.0}

uma edpia dos resullados da pesquisa anierior,™

uma copia do pedido anisricr, ‘

ama tradugdo do pedido anterior numa lingua admitida pela 1SA,

uma tradugdo dos resultados da pesquisa anterior numa lingua admitidz pela 184,

uma chpia de qualquer documente mencionado nos resoltados da pesquisa anterior. (Queira indicar & seguir, s¢ 05
conbecer. ns documentas obieniveis pela JSA): :

Oo0o0

D Transmissiode uma copia dos resu Itndos de uma pesquisa anterior & de outros documentos: (nocasode apesquisaanierior
nda ror sido efectuoda pela ISA indicada acima, mas pelo mesma organismo que aguele que actua Como Organisma recepter).
pede-se que o Organismo receptor preparc ¢ transmita & ISA (Regra 12bis.1.c):

B ume chpia dos resvltadas dz pesquisa anierior,*
uma copia do pedido anteriar,

D uma cépia de qualquer documento mencionado nos resultados da pesquisa anterior.

+ No caso de ot rezultados da pesquisa anlerior ndo serem, NEM obleniveis a partir de uma biblioleca digital, nem transmitidos pelo
Organismo receplor, pede-se que o requerenie os fornega (Regra 1 2b7s.1.8)). (Ver o ponito 11 na listi de controle ¢ lainbém as notas
sofre o Quadie No. Vil).

D Outras pesquisas antcriores sfo mdicadas numa folha de continuagic.

Quadro No. VITT  DECLARAC OES

As sepuintes declaragdes cncontram-se no Quadra Ne. VITLi) a v) (marcar ¢ seguir us casas dpliviaveis e Nuamero de

indicar na coluna da direita a nimero de cada tipo de declaragao): ) declaragtes

[0 QuadroNo. VILli)  Declaragio relativa a identidade do inventor

D Quadro No. VIILi)  Declaragdo relativa ao dircito do requerente, na data do deposito
inlernacionzl, de pedir ¢ obler umd patenic

I:l Quadro No. VIILiii) Declaragie relativa ae dircito do requererie, na data de deposito
internacional, de reivindicar a prioridade de um pedide antenor ’

E Quadro No. V1ILiv) Deolaragio de autoria da invengio (upenas para 08 fins da designagio dos

(4

Estados Unidos da América) = . SR E
D Quadro No. VIILv] Declarogio relativa a divulgacdes nio prejudiciais ou excepeices a fala de
novidade
Formulirio PBCT/RO/10] (tereeira folha) (Janciio de 2010) Ver as nolas sobee 0 Jormuldrio de reguerimenlo
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LRI Ch R e R S A R R e ) e
Folha No.O 6 . = '),J o met o foaev U ("/ Q}

e |
Quadro No. VIILiv) DECULARACAO: AUTORIA DA INVENGCAO (apenss pars os fins da designacic dos Estzdos Unides de
Awnérica)

4 declaracdo dove conformar-se com ¢ 18x16 normedizado previsio na lustrucdo 21 4: veras nolas sobre os Quadros No. VIILL #4)1. hav) |
(generalidudes) e ux notes especificas sobre o Quadrs N, VI iv). Se este quadro nder for wiilizudo,-exia folna ndo deve ser incluide re
requerinients.

Declaraefio de autoriz du invenclia (Regras 4.1 .iv} e SLbis.].a)iv))
para os fins da designacioe dos Estados Unidos dr América .

Deelaro, por este mefo, que penso scr o primciro, or iginal ¢ inice inventar (s¢ bm 86 inventor for mencionada ubaixo) ov um dos primeiros
! co-inventores (se mais de um invenior for mencionado abaixn) do objecto reivindicado paiz o qual é pedida uma patenic,
Fsta declaracio refere-s¢ ao pedida internacional de que faz parte (se a declaragio for apresentada com o pedido),

Esta declaragiio refore-se ao pedido intermacional No. PCT/ .. -..(se a deelaragio for apresentada de acordo com a
| Reyra 264er).

Declaro, porestemeio, gus 0 meu domicilio, o men endereco postal, ¢ aminha nacionalidade sio os queestla indicados junta a0 mew nome.

Declaro, por este meio, que cxamincie compreendo o conteiido do pedide iniernacional acima identificado, inclusive as reivindicagdes do
teferido pedido, Ingiquci no requeriménto do referido pedido, de acordo com o Regra4.10 do PCT, gualguer reivindicagio de prioridade
de v pedido eswangeiro ¢ identifiquei abaixo, sob o ttulo *Pedidos anivriores”, alravés du ndmere do pedido, do pais ou membro da
Qrganizagho Mundia! do Coméreio, do dia, do més e do ano da depdsiio. quziquer pedidé de patente ou de. certificado de mventor depositado
UM pais que ndo sefa os Estados Unidos da América, inclusive qualquer pedido iternacional segundo.o PCT que designa pelo menos um
pais que ndo seja os Eswados Unidas da América, cuja dota de depésito ¢ anterior & data do pedido do qual ¢ reivindicada a prioridade.

Pedidos anteriores:

Recanhego, por este meio, a abrigagio de divalgar informagées de que tenha conhecimento €que sejam importantes para a patenteabilidade
tal coma definida no Titulo 37 § 1.56 do Codigo Federal das Regulagdes, inclusive, no que diz respeito a pedidos de continaation-in-part,
informacaes importanies que se tenham tornado acessiveis entre a data do depdsito do pedido anterior e a data do depdsito internacionaf
PCT do pedido de continuation-in-part.

(cidade ¢ Estado dos Estados Unidos d Amériea. se for caso disso, ou pais)
Ambaitinga, 160/301 - Itha do Governador, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. CEP 21921-520

Hura do inventor: \"
1A sasinatura deve ser a do i

[ﬂ Esta declarugzo continua na (olhy seguinte, “Continuacio do Quadre Nao. VIILivVY”.

Formuldrio PCT/RO?1 0! (folhy de declaragiio 1)) (Janeira de 2010) Yer ax noias sabre o formuldsio de reguerinents
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Eolhg No. ... 7

Centinusgie do Quadre No. VIIL{) 2v) DECLARACAQ

Se, e qualquer dos Quadros No. VHLi}a v), o espaga for insuficiente para canter todas os infomagdes, inclusive no cass er: gue se devem
nomear mais de dols inventores no Quadre No. VIILiv), neste caso, escrever “Continuagde do Quadro Ne. VilI ...” (i tompletar o nimero
do guedra com o mimero do panta em guestdo) ¢ fornscer as informagdes do mesmo mode exigito pare o guadro em que o espago ern
insuficienie. Se mais espage for necessario em duas oumais declarapdes, wm quudro de contimeapdu deve ser ulil-adp pare colla wwn dessas
declaracaes. Se este guadro ndo Jor ulilizedo, esta folka nio deve ser incluida no requerimento.

"Continuagéo do Quadre n® VIII, iv - Declaragio Autoria de Invengdo”
Nome: Aline Cavalcanti de Qusiroz

Domicilic: Rua Dr. Pedro Cavalcante, 53, Jardim Petrépolls, Maceid,
CEP: 67080-6850, AL, Brasil

Endereco Postal:Rua Dr, Pedro Cavalcante, 53, Jardim Petrépolis, Maceio,
CEP: 57080-650, AL, Brasil .

Nacionalidade: Brasileira

Assinatura do Inventor: M;m_ﬁm;toit—&.g%l}ata: 11/09 /2013

Nome: Magna Suzana Alexandre Moreira
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Este pedido internacional Nimero | Este pedidc internacional ¢ acempanhado pelo(s) seguinte(s) Nomero de
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PCT/RO/101 2. [0 procuragio separada ariginal ........... . ...l
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declaragses 3. [0 procuragio geral original .. ............ ... .........
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AT, LR s il ‘ T .‘ ....... - S e .
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