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RESUMO 

O arsenal de fármacos disponíveis para o tratamento das infecções por Leishmania spp. é 
limitada e de elevada toxicidade. Portanto, novos tratamentos, eficazes e menos tóxicos para 
leishmaniose ainda são necessários. 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 (CI50 de 1,5 µΜ para LASSBio 1483, 8,5 µΜ para LASSBio 1705 e 
15,9 µΜ para LASSBio 1707) , L. amazonensis (CI50 de 3,5 µΜ para LASSBio 1483 e  84,0 
µΜ para LASSBio 1736), L. braziliensis (CI50 de 31,7 µΜ para LASSBio 1483, 8,0 µΜ para 
LASSBio 1705 e 5,3 µΜ para LASSBio 1736) e L. chagasi (CI50 de 53,3 µΜ para LASSBio 
1707 e 57,6 µΜ para LASSBio 1736). Além disso, a atividade leishmanicida dos derivados 
LASSBio 1483, LASSBio 1705, LASSBio1707 e LASSBio 1736 foi mediada via indução de 
apoptose como evidenciado pela externalização de fosfolipídeos de membrana, 
despolarização da membrana mitocondrial e ativação de caspases. Os efeitos morfológicos 
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, i.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 µmols/kg/dia, levaram a uma redução significativa da carga parasitária quando 
comparados aos controles que receberam PBS. O tratamento com estes derivados não 
resultaram em toxicidade hepática ou renal nestes modelos animais de leishmaniose. Estes 
dados fazem de LASSBio-1483, LASSBio-1705, LASSBio-1707 e LASSBio-1736 novos 
candidatos a protótipos a fármacos contra leishmaniose cutânea e visceral. 

Palavras-Chave: Doenças Negligenciadas. Leishmaniose. Cisteína Protease. Semicarbazona. 
Hidrazida-N-Acilhidrazona. Peptídeo Mimético.  
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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 (IC50 of 1.5 µΜ to 
LASSBio 1483, 8.5 µΜ to LASSBio 1705 and 1.,9 µΜ to LASSBio 1707), L. amazonensis 

(IC50 of 3.5 µΜ to LASSBio 1483 and  84.0 µΜ to LASSBio 1736), L. braziliensis (IC50 of 
31.7 µΜ to LASSBio 1483, 8.0 µΜ to LASSBio 1705 and 5.3 µΜ to LASSBio 1736) and L. 

chagasi (IC50 of 53.3 µΜ to LASSBio 1707 and 57,6 µΜ 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, 
i.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%, i.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. 
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PREÂMBULO 

 

Esta tese está dividida em revisão bibliográfica e artigos originados da tese. A revisão 

bibliográfica realizada na presente tese será convertida em um livro didático; o artigo 1 

derivado da tese corresponde ao artigo submetido ao periódico 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 farmacológicos relativos à 

avaliação da atividade leishmanicida dos derivados, tendo sido escritos e revisados pela Ms. 

Aline Cavalcanti de Queiroz e pela Profª Drª 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 à revista “European Journal of Medicinal Chemistry”, visando à avaliação 

leishmanicida de derivados semicarbazônicos contra Leishmania major 5-ASKH (efetuada no 

Laboratório de Farmacologia e Imunidade, sob orientação da Profª Drª Magna Suzana 

Alexandre Moreira), bem como sobre os dados de planejamento, síntese dos derivados 

(realizados no Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas – 

LASSBio/UFRJ) e determinação 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 à revista “Antimicrobial Agents and Chemotherapy”. Este artigo mostra 

os resultados farmacológicos obtidos na avaliação da atividade leishmanicida de derivados 

semicarbazônicos 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 à revista 

“Journal of Medicinal Chemistry”. Este artigo mostra apenas os resultados farmacológicos 

obtidos na avaliação da atividade leishmanicida de derivados hidrazida-N-acilidrazônicos 

contra L. major, L. amazonensis e L. braziliensis. Os dados químicos referentes aos derivados 

ainda serão 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 à revista “Antimicrobial Agents and 

Chemotherapy”. Este artigo decorre sobre o estudo do efeito de três hidrazida-N-

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



11 

 

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 à revista “Antimicrobial 

Agents and Chemotherapy”. Este artigo demonstra os resultados relativos ao efeito 

leishmanicida in vitro e in vivo de derivados hidrazida-N-acilidrazônicos contra L. chagasi, o 

agente etiológico 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 óxido nítrico que a cepa de referência da OMS utilizada nos estudos 

anteriores. Pretende-se submeter este artigo ao periódico “Journal of Antibiotics”. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose é uma doença endêmica em 98 países, apresentando cerca de 

prevalência de 12 milhões de casos e incidência anual de 2 milhões de novos casos. Além 

disso, cerca de 310 milhões de pessoas vivem em áreas de alto risco de infecção da doença, 

sendo classificada pela Organização Mundial de Saúde como uma das cinco maiores doenças 

parasitárias do mundo (OMS, 2015).  

A leishmaniose é caracterizada por ser um conjunto de antropozoonoses com uma 

variedade de manifestações clínicas pela infecção com parasitos do gênero Leishmania, sendo 

classificada em duas formas clínicas principais: a forma tegumentar, que é caracterizada pelo 

aparecimento de lesões na pele e mucoso, sendo causadas por espécies dermotrópicas de 

Leishmania; e a forma visceral, que apresenta como agentes etiológicos, principalmente, as 

espécies Leishmania donovani e Leishmania infantum chagasi, as quais geram uma infecção 

sistêmica caracterizada por febre, anemia, pancitopenia, hepatoesplenomegalia, podendo ser 

fatal em paciente não tratados adequadamente (CHAPPUIS et al., 2007; GOTO e LINDOSO, 

2012;). 

O agente etiológico da doença apresenta um ciclo biológico complexo, envolvendo 

duas formas evolutivas (promastigotas e amastigotas) e dois tipos de hospedeiros 

(invertebrado e vertebrado). De forma suscinta, o ciclo biológico do parasito se inicia com a 

picada do vetor (fêmeas de dípteros do gênero Lutzomyia ou Phebotomus) no hospedeiro 

vertebrado (homem e outros mamíferos), inoculando formas promastigotas metacíclicas na 

pele do hospedeiro mamífero (KAYE e SCOTT, 2011). Após a infecção, os parasitos são 

internalizados por células do sistema mononuclear fagocitário (em especial, macrófagos), se 

diferenciam em amastigotas, as quais se multiplicam e sobrevivem no fagolisossomo através 

de uma complexa interação entre parasito-hospedeiro (LODGE et al., 2006). Caso haja 

condições apropriadas para sobrevivência das amastigotas, esses parasitos irão se proliferar 

até ocasionarem subseqüente lise da célula hospedeira. Uma vez liberadas no meio 

extracelular, as formas amastigotas podem infectar novos macrófagos ou um novo vetor, 

quando esse exerce seu repasto sanguíneo 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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procíclicas. Essas promastigotas sofrem posterior processo de metaciclogênese, se 

diferenciando em promastigotas metacíclicas que são a forma infectante do parasito para o 

hospedeiro mamífero, reiniciando o ciclo (PETERS e SACKS, 2006; SECUNDINO et al., 

2005). 

Desta forma, Leishmania spp. é um patógeno que invade silenciosamente o sistema 

imune do hospedeiro mamífero (KAYE e SCOTT, 2011).  Além de se dividem dentro do 

ambiente hostil existente no vacúolo parasitóforo, as amastigotas interferem nas funções 

normais efetoras do macrófago infectado, como geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), produção de óxido nítrico (NO) e produção de citocinas pró-inflamatórias. (OLIVER 

et al., 2005).  

Como parasitos de Leishmania spp. residem na forma de amastigotas no interior das 

células de macrófagos de mamífero, as respostas imunes inatas e adaptativas são responsáveis 

por controlar a infecção (MOUGNEAU et al., 2011). Um fator leishmanicida potente formado 

por macrófagos é o NO produzido pela enzima sintase do NO 2 (NOS2). No entanto, 

amastigotas intracelulares são conhecidas pela sua capacidade de diminuir a produção de NO 

em macrófagos infectados (WILKINS-RODRIGUEZ et al., 2010). É debatido se amastigotas 

inibem ativamente a produção de NO ou se é uma consequência da redução da atividade basal 

do macrófago induzida por IFN-γ (SEIFERT et al., 2007).  

Na verdade, os macrófagos podem ser polarizados pelo microambiente para assim 

apresentar funções específicas, formando um grupo de células heterogêneo. Desta forma, 

quando estimulado por INF-γ, os macrófagos se diferenciam no fenótipo denominado 

classicamente ativado ou M1, com expressão de NOS2, que produz NO a partir da arginina. 

Parasitos intracelulares de Leishmania spp. são normalmente eliminados por esta 

subpopulação (GALLARDO-SOLER et al, 2008). Ao contrário, a estimulação com IL-4 faz 

com que o macrófago se diferencie no fenótipo alternativamente ativado, conhecido como 

M2, que promove a imunidade humoral e reparação tecidual. Esta subpopulação produz IL-10 

e expressa arginase (RIOS et al., 2008). A arginase catalisa a conversão enzimática de L-

arginase em uréia e L-ornitina. Este último é usado por Leishmania spp. para gerar poliaminas 

essenciais para a proliferação das amastigotas (KROPF et al., 2005).  

Apesar de sua importância epidemiologia, o arsenal terapêutico existente para o 

tratamento da leishmaniose é limitado e de elevado toxicidade, sendo considerada uma doença 

extremamente negligenciada pela indústria farmacêutica. Os fármacos de primeira escolha 
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para o tratamento da doença são os antimoniais pentavalentes desde a década de 50. A 

segunda linha de tratamento é constituída por anfotericina B (convencional ou lipossomal), 

pentamidina e miltefosina, sendo este último o único fármaco existente no mercado que pode 

ser administrado por via oral (ALVAR et al., 2006; AMEEN, 2010; VAN-GRIENSVEN e 

DIRO, 2012).  

Portanto, há a necessidade premente de buscar novas opções terapêuticas para o 

tratamento da leishmaniose, assim como a necessidade urgente de desenvolver novos 

protótipos candidatos a fármacos leishmanicidas de fácil administração (preferencialmente 

ativos por via oral), seletivos e de elevado índice terapêutico, sendo ainda capazes de ativar 

adequadamente o sistema imune do hospedeiro infectado (OLIVEIRA et al., 2011; FREITAS-

JÚNIOR et al., 2012). 

Sabe-se que o primeiro e mais importante passo do processo de descoberta de 

fármacos é a pesquisar e seleção do alvo terapêutico (DAS et al., 2013). Assim, uma 

estratégia racional para busca de novas moléculas leishmanicidas é a exploração das 

diferenças metabólicas e bioquímicas entre parasito e a célula do mamífero hospedeiro que 

podem ser exploradas como alvo terapêutico, já que pesquisas filogenéticas indicam que os 

tripanossomatideos, apesar de eucariotos, apresentam diferenças consideráveis no que diz 

respeito à organização celular quando comparados a células de mamíferos (BARRET et al, 

1999; SHUKLA et al., 2010). Nesse contexto, o conhecimento do genoma de Leishmania é 

uma importante ferramenta na identificação dos alvos para o desenvolvimento de novos 

fármacos eficazes contra a leishmaniose (DAS et al., 2013).  

Embora a pesquisa sobre os protozoários do gênero Leishmania tenha progredido 

significativamente durante as duas últimas décadas, a identificação de alvos de medicamentos 

adequados ou desenvolvimento de medicamentos eficazes para combater a doença está longe 

de ser satisfatória. Enfim, são alvos potencias da ação de fármacos leishmanicidas, os 

sistemas de transporte para glicose, purinas e outras biomoléculas essenciais, bem como 

diversos sistemas enzimáticos importantes e específicos do parasito (DAS et al., 2013; 

SINGH et al., 2014). 

Sistemas enzimáticos de Leishmania de vias metabólicas e bioquímicas são 

essenciais para a sua sobrevivência e na infecção 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 biossíntese de ergosterol e estigmasterol 
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(SINGH et al., 2012). Entre os vários sistemas enzimáticos, as proteases apresentam um 

elevado potencial como alvo terapêutico no desenvolvimento de novos fármacos. 

Terapeuticamente, os inibidores de proteases têm sido introduzidos com sucesso no 

tratamento da infecção pelo HIV, bem como de doenças como hipertensão, pancreatite e 

mieloma múltiplo (CARMODY et al., 2005; SINGH et al., 2014). Há um total de 154 

proteases no genoma Leishmania spp., havendo um especial interesse no desenvolvimento de 

inibidores de proteases da família das metaloproteases, bem como das serina proteases, 

aspartato proteases e cisteína proteases, uma vez que essas enzimas têm sido amplamente 

estudadas e considerados indispensáveis para a sobrevivência dos parasitos e agravo da 

doença (MATLASHEWSKI, 2001; DAS et al., 2013). 

Cisteína proteases são enzimas vitais no ciclo de vida de parasitos do gênero 

Leishmania e Trypanosoma. Dentre outras funções, essas enzimas participam na nutrição, 

infecção da célula hospedeira e evasão da resposta imune do hospedeiro (BARRETT et al, 

1999; MOTTRAM et al, 2004). Assim, a importância de cisteína protease como fatores de 

virulência e seu potencial como alvos terapêuticos e para o desenvolvimento de vacinas foram 

investigados extensivamente (NÄGLER et al., 1999). 

As cisteína proteases de Leishmania spp. distribuem-se ainda em entre a família C1 

(semelhantes à papaína) e subfamílias das catepsinas L e B, e também na família C2 

(semelhantes às calpaínas). No caso do gênero Leishmania, as proteases mais estudadas são 

três isoformas de cisteíno proteases lisossomais: CPA e CPB, que são enzimas do tipo 

catepsina L; e CPC, que é uma enzima do tipo catepsina B. Essas três enzimas são do tipo 

papaína e pertencem ao mesmo grupo de cisteíno proteases (Clã CA e Família C1) (COSTA, 

2006). Estas enzimas lisossomais desempenham importantes funções na Leishmania spp. 

como fatores de virulência, manutenção da viabilidade e da morfologia do parasito, invasão 

do sistema fagocítico mononuclear do hospedeiro, modulação de sua resposta imune e 

parecem possuir um papel vital na sobrevivência do parasita nos macrófagos, constituindo 

assim atrativos alvos quimioterápicos no tratamento das leishmanioses (MOTTRAM et al., 

2004; SILVA-LÓPEZ, 2010). 

Com relação à modulação da resposta imunitária, essas proteases apresentam a 

capacidade de degradar moléculas de MHC de classe II no vacúolo parasitófago, além de NF-

κB e IκB no citoplasma de macrófagos e assim modular os sinais de transdução e transcrição 

de IL-12 (importante para geração de resposta Th1, que favorece a imunidade mediada por 
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célula) e NOS2 (enzima responsável pela produção de NO, que leva a destruição do parasito), 

além de induzir resposta Th2 via degradação do receptor de Imunoglobulina E (IgER) de 

baixa afinidade e aumento da produção 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 

inibição de cisteíno protease interfere com a penetração do parasito na célula hospedeira, 

interfere na nutrição da Leishmania, além de inibir um dos mecanismos de escape do parasito 

ao sistema imune do hospedeiro, visto que há indução de resposta do tipo Th1 e um desvio 

para maior expressão de IL-12 e NOS2 (e consequentemente menor expressão de arginase, 

que participa da via das poliaminas que propiciam maior  crescimento das formas amastigotas 

na célula hospedeira, via NF-κB de macrófagos). Portanto, é bastante relatado na literatura 

que cisteína proteases também representam um potencial alvo quimioterapêutico contra 

infecções por Leishmania spp.(COHEN et al., 2002).  A Figura 1 mostra a importância de 

cisteína proteases lisossomais para a nutrição e evasão da evasão da resposta imune do 

parasito. 
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Figura 1. Importância de cisteína proteases lisossomais para Leishmania spp. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MOTRAM et al., 2004; SELZER et al., 1999. 
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Em um esforço para descobrir novos inibidores da cisteína proteases, a cisteína 

protease de L. mexicana CPB2.8, que mostra diferenças 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 

três grupos: triazinas contendo grupamento nitrila, tiosemicarbazonas e semicarbazonas 

(SCHRÖDER et al., 2013). Esses inibidores de cisteína proteases, normalmente, matam os 

parasitos em concentrações que não afetam as células hospedeiras (SELZER et al., 1999). Por 

esta razão, as cisteína proteases podem ser utilizadas como alvo terapêutico no 

desenvolvimento de novos fármacos leishmanicidas (MUNDODI et al., 2005). Além disso, o 

uso de um inibidor específico para cisteína pretease do tipo L, K11777, mostrou que essas 

proteases são necessárias para o crescimento do parasito, indicando o potencial dessas 

enzimas como alvo terapêutico para o desenvolvimento de novos fármacos úteis para o 

tratamento da leishmaniose (MAHMOUDZADEH-NIKNAM e MCKERROW, 2004).  

É bem relatado na literatura que semicarbazonas apresentam um amplo perfil 

farmacológico e constituem uma importante classe de compostos cujas propriedades têm sido 

extensivamente estudadas na Química Medicinal. De modo geral, pode-se dizer que 

tiossemicarbazonas apresentam elevando potencial antiparasitário, agindo como inibidores de 

enzimas chaves, a exemplo de cisteína proteases e tripanotiona redutase (BERALDO, 2004). 

Semelhantemente, as semicarbazonas, biosósteros clássicos de tiossemicarbazonas, são 

compostos com características estruturais interessantes para atividade antiprotozoária, 

principalmente, através da inibição de cisteíno protease e triponotiona redutase (CARDOSO, 

2008).  

Desta forma, grande atenção tem sido despertada para a síntese fácil e eficiente de 

semicarbazonas, uma vez que essas substâncias têm ocupado uma posição importante na 

química medicinal, destacando-se como estrutura privilegiada para identificação de derivados 

com propriedades antimicrobiana, pesticida, herbicida, hipnótico, anticonvulsivo, anti-

leucêmico, anti-hipertensivo. Ademais, complexos metálicos obtidos a partir de 

semicarbazonas, a exemplo daqueles oriundos de coordenação com cobre (II), são capazes de 

mimetizar a ação da superóxido-dismutase (BERALDO e GAMBINO, 2004). Por outro lado, 

semicarbazonas são uma classe de compostos com interesse terapêutico, devido à sua 

capacidade em inibir o crescimento de vários agentes patogênicos. Estes compostos 
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apresentam uma vasta gama de efeitos biológicos, incluindo a atividade antiprotozoária 

(GREENBAUM et al., 2004), anti-tumoral (CHOREV e GOODMAN, 1993), antibacteriana 

(DOBEK,1980) e antiviral (LAM et al., 1994), as quais são extensivamente estudadas. 

Com relação à sua ação como antiparasitário, geralmente, os mecanismos de ação 

das semicarbazonas envolvem a inibição de enzimas (como cisteína protease), formação de 

complexos com metais endógenos,  reação redox, interrupção na síntese de DNA ou a 

interação com o DNA (BERALDO e GAMBINO, 2004). Estudos anteriores sobre 

semicarbazonas e tiossemicarbazonas propuseram que essas classes químicas representam 

uma importante ferramenta no desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas contra 

leishmaniose, tripanossomíase e malária, por seu elevado potencial em inibir as cisteína 

proteases dos parasitos Leishmania spp., Trypanosoma spp. e 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 farmacológicos diversos (DUARTE et al., 2007), vem sendo 

explorada no desenho de derivados com ação antiparasitária e antimicrobiana  

(HERNÁNDEZ et al., 2013). Por exemplo, Al-Kahraman e colaboradores (2012) reportaram 

a atividade leishmanicida, antibacterial e antifúngicas de alguns derivados hidrazoda-N-

diarilacilidrazônicos de benzofenonas, destacando-se a elevada atividade leishmanicida in 

vitro contra L. major destes compostos.  Já Hernández e colaboradores (2013) também 

relataram a síntese e avaliação biológica de novas N-acilidrazonas furoxânicas como agentes 

antimicrobianos e antiparasitários para tratar as doenças negligenciadas, apresentando 

excelente atividade contra M. tuberculosis, T. cruzi e L. amazonensis. Além disso, vários 

estudos têm demonstrado que a subunidade N-acilidrazona é o grupo farmacofórico para 

inibição de cisteína proteases (LI et al., 1996; IFA et al., 2000; ROMEIRO et al., 2009). 

Como discutido anteriormente, cisteína proteases são enzimas essenciais em muitas vias 

bioquímicas parasitárias e, portanto, constituem potenciais alvos na busca de novos fármacos 

contra várias doenças infecciosas tropicais (MCKERROW et al., 1999; MCKERROW, 1999). 

Portanto, a partir do ponto de vista da química medicinal, N-acilidrazonas são 

dotadas com a interessante capacidade de interagir com diversos bioreceptores, visto que 

podem estabelecer ligações de hidrogênio, bem como a possibilidade de adotar uma 

orientação conformacional única (FRAGA e BARREIRO, 2006). Estudos comparativos do 
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efeito inibidor de N-acilidrazonas e chalconas em cisteínas proteases parasitárias conhecidas, 

tais como cruzaína, falcipaína, e tripanopaína, têm sido realizados. (TROEBERG et al., 2000), 

sendo reconhecida a importância da insaturação imínica de acilidrazona como sítio ativo para 

inibição enzimática nesses protozoários. Nesse cenário, N-acilidrazonas forneceram  uma 

estratégia sólida para o desenvolvimento de inibidores de cisteína protease de parasitos,  

incluindo a enzima CPB de Leishmania spp. (IFA et al., 2000). 

Considerando a habilidade destas enzimas para catalisarem a hidrólise de peptídeos 

(7-9), derivados contendo a subunidade amida ou um grupo amida-mimético podem ser 

desenhados como inibidores proteolíticos de cisteína proteases de protozoários (DU et al., 

2002; RAGHAV et al., 2010; SCHRÖDER 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 protozoários.  
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Fonte: DU et al., 2002; RAGHAV et al., 2010; SCHRÖDER et al., 2013; STEVERDIN et al., 

2012. 
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De maneira similar, o grupo o-hidroxifenila ligado à subunidade imina do grupo da 

função N-acilidrazona do derivado LASSBio 1022 (5) é um interessante arcabouço estrutural 

para inibição de cisteína proteases. Esta afirmação se baseia no mecanismo teórico proposto, o 

qual envolve o ataque nucleofílico do grupo sulfidrila de cisteína proteases ao carbono 

eletrofílico presente no intermediário reativo o-quinona-metídeo, gerado mediante equilíbrio 

tautomérico da função 2-hidroxibenzilideno (IFA et al., 2000; ROMEIRO et al., 2009), como 

mostra a Figura 3. 

 

Figura 3. Equilíbrio tautomérico de LASSBio 1022 com o intermediário o-quinona-

metídeo.  

 

 

 

Desta forma, em continuidade aos esforços de pesquisa que o Laboratório de 

Farmacologia e Imunidade (LaFI-UFAL) vem desenvolvendo na busca por novos protótipos 

imunomoduladores e antiparasitários úteis ao tratamento de doenças negligenciadas, bem 

como devido ao elevado potencial terapêutico de semicarbazonas e N-acilidrazonas como 

inibidores de cisteína protease de protozoários, realizou-se no presente trabalho a avaliação 

farmacológica de séries de derivados semicarbazônicos e de hidrazida-N-acilidrazônicos, 

planejados e sintetizados no Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas 

(LASSBio-UFRJ), visando à descoberta de novos candidatos a protótipos de fármacos 

leishmanicidas, que constituam  opções terapêuticas mais seguras ao tratamento da 

leishmaniose. 

 O planejamento da série de derivados semicarbazônicos foi realizado aplicando-se a 

estratégia de aza-homologação sobre a estrutura do protótipo tripanomicida LASSBio-1064, 

representada pela inserção do grupo NH como espaçador entre as subunidades aromática e 

N-acilidrazona 
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acilidrazona de LASSBio-1064 (Figura 4). Posteriormente, foi proposta a troca bioisostérica 

do átomo de cloro, presente nos derivados da subsérie Ia-l (derivados 7a-h), pela unidade 

metilenodioxila, permitindo o desenho dos derivados semicarbazônicos da subsérie IIa-l 

(derivados 6a-h) (Figura 4). Ressalta-se que este tipo de bioisosterismo não-clássico foi 

previamente identificado em nosso laboratório quando da descoberta do safrolobano a partir 

do daltrobano (LIMA, 1997). Além disso, as modificações estruturais nos anéis ligados à 

carbonila do tipo amida (CONH) e ao grupo imina (N = CH) nesses derivados 

semicarbazônicos também foram avaliadas, visando estabelecer sua contribuição para a 

atividade leishmanicida. 

 

Figura 4. Gênese das séries I e II a partir da aplicação da estratégia de aza-homologação 

sobre o protótipo LASSBio-1064. 
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Figura 5. 
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Figura 5. Estrutura química dos derivados semicarbazônicos das séries I e II. 
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 Já o planejamento da série de derivados hidrazida-N-acilidrazônicos funcionalizados 

(IIIa-e e IVa-e) foi realizado aplicando-se a estratégia de hibridação molecular entre os 

protótipos leishmanicida LASSBio-1111 e o protótipo tripanomicida LASSBio-1064. Neste 

processo foi proposta a hibridação 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 congênere, realizou-se a substituição 



 

regioisomérica da subunidade 2
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substituintes 3-hidroxibenzilideno, 
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Figura 7. Estrutura química dos intermediários sintéticos e dos derivados hidrazida-N-

acilidrazônicos das séries III e IV. 
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2 OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

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

hidrazida-N-acilidrazônicos.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Determinar o potencial citotóxico de produtos sintéticos para a célula hospedeira;  

• Realizar o “screening” farmacológico das  séries de derivados semicarbazônicos e de 

hidrazida-N-acilidrazônicos sobre a viabilidade de formas promastigotas (atividade 

direta dos derivados sobre o parasito) de L. major;  

• Avaliar a ação dos derivados sobre macrófagos infectados in vitro com L.  major, L. 

amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi, quanto a taxa de infecção e a multiplicação 

dos parasitas intracelulares; 

• Determinar a produção de óxido nítrico por macrófagos infectados e cultivados com 

os derivados;  

• 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; 

• Determinar o potencial terapêutico dos derivados mais ativos em modelo in vivo de 

leishmaniose tegumentar e visceral; 

• Avaliar a toxicidade hepática e renal em animais infectados e tratados com os 

derivados mais ativos. 

• Determinar a influência dos derivados sobre a morte celular e ciclo celular do parasito; 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

As infecções parasitárias mais negligenciadas dos seres humanos, incluindo malária, 

doença do sono, doença de Chagas, leishmaniose, filariose e esquistossomose, têm um 

impacto devastador sobre a saúde global e no desenvolvimento econômico. Apesar de sua 

diversidade filogenética, esses protozoários e helmintos compartilham uma característica 

biológica importante: produzem infeções crônicas para maximizar as suas oportunidades de 

transmissão para seus vetores artrópodes. Seu sucesso como parasitos depende da grande 

diversidade de mecanismos de adaptação e estratégias de evasão da resposta imunológica do 

hospedeiro mamífero. Desta forma, os parasitos do gênero Leishmania spp, que são 

protozoários que desenvolveram mecanismos de resistência, os quais permitem sua 

sobrevivência privilegiada a longo prazo dentro de fagocitos especializados, principalmente, 

macrófagos (PETERS e SACKS, 2006). 

 Os protozoários do gênero Leishmania são os agentes etiológicos de uma 

variedade de antropozoonoses conhecidas coletivamente como leishmanioses. Estes parasitos 

pertencem à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero Leishmania, subgênero 

Leishmania ou Viannia. Leishmania spp. apresenta um ciclo de vida digenético, alternado 

entre formas promastigotas e amastigotas. As promastigotas são encontradas no vetor 

flebotomíneo e transmitidas aos hospedeiros vertebrados através da picada deste inseto. Após 

a infecção 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. 

      (A)                                                                 (B) 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora, 2015. 
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Nos últimos anos, houve também grande avanço no entendimento da biologia do 

parasito: os genomas de grande parte das espécies de Leishmania spp. foram sequenciados 

(PEACOCK, 2007); análise pós-genômica da resposta imune desencadeada por estes parasitos 

e de fatores de virulência dos mesmos estão em rápido progresso (KAYE e BLACKWELL, 

2008); diferenças sobre a imunorregulação descorbertas a partir de estudos com várias 

espécies de Leishmania spp. em modelos animais e em humanos; a ocorrência de 

recombinação 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 são conhecidas por 

infectar seres humanos (PETERS e SACKS, 2006). Algumas espécies causam doenças 

crônicas de cura lenta denominadas de leishmanioses tegumentares (LTs), com sintomas que 

permanecem localizados na superfície cutânea e/ou mucosa, podendo ser classificadas, 

principalmente, como cutâneas, mucocutâneas e cutâneas difusas, a depender do aspecto e 

localização das lesões. Outras espécies se disseminam por órgãos internos, como fígado, baço 

e medula óssea, causando a leishmaniose visceral (LV), responsável pela grande maioria das 

mortes associadas à doença (CHAN et al., 2012; KAYE e SCOTT, 2011). 

Os genomas de espécies de Leishmania também têm sido elucidados. Inicialmente, o 

genoma de duas espécies de Leishmania do Velho Mundo, L. major e L. infantum JPCM5, 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 número de cromossomos 

também tem sido estabelecido para muitas espécies de Leishmania (ROVAI et al., 1992; 

WINCKER et al., 1996). De forma geral, a análise comparativa dos três primeiro 

seqüenciados de Leishmania revelou um alto grau de conservação gênica com sintenia quase 

completa.  Em contraste com as grandes diferenças fenotípicas de cada espécies, menos de 50 

genes foram diferencialmente distribuídos, indicando que podem existir alguns genes 

específicos para cada espécie (DUJARDIN, 2009; LEPROHON et al., 2009). O cariótipo 

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 clínica 

da doença é dependente tanto da espécie do parasito responsável pela infecção, como da 
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resposta imune do hospedeiro. Por exemplo, Leishmania major, Leishmania mexicana, 

Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis causam lesões tegumentares, enquanto 

que L.donovani e L.chagasi são responsáveis pela leishmaniose visceral.  De forma 

semelhante a outros patógenos intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis e 

Mycobacterium leprae, o mesmo microrganismo pode causar uma variedade de doenças 

dependendo da resposta imune do hospedeiro, incluindo infecções subclínicas, doença crônica 

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 região geográfica na qual a infecção foi adquirida: a leishmaniose do Velho 

Mundo, que é causada por espécies de Leishmania spp. encontradas na Bacia Mediterrânea, 

Oriente Médio e África; já a leishmaniose do Novo Mundo apresenta como agente etiológico 

espécies encontradas na América Latina. Apesar da virulência, patogenicidade e as 

manifestações clínicas serem dependentes do tipo de espécie, compreender a distribuição 

geográfica de Leishmania spp. pode, muitas vezes, diminuir a possibilidade de infecção a um 

número reduzido de espécies de Leishmania, além de predefinir os regimes de tratamento, 

possível prognóstico clínico e progressão da doença (MURRAY et al., 2005). 

 

3.1 Leishmaniose tegumentar 

 

A leishmaniose tegumentar (LT) é frequentemente definida como um grupo de 

doenças associadas a uma multiplicidade de manifestações clínicas, que variam de pequenos 

nódulos cutâneos a destruição do tecido na mucosa. Apesar da sua elevada incidência, por não 

ser fatal, a leishmaniose cutânea é uma das doenças mais negligenciadas no mundo, com 

pouco interesse de organizações financiadoras para formentar atividades de pesquisa, 

prevenção e controle da doença (GOTO e LINDOSO, 2012; REITHINGER et al., 2007). 

Aproximadamente 15 diferentes espécies são conhecidas por serem os agentes 

etiológicos da LT em humanos: L. major, L. tropica, L. aethiopica, e algumas cepas de L. 

chagasi na Ásia, África 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 região amazônica; e a espécie viscerotrópica L. donovani, que também pode causar a 
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leishmaniose dérmica pós-calazar (LDPC) (AKILOV et al., 2007; OMS, 2010; WEIGLE e 

SARAVIA, 1996; ZIJLSTRA et al., 2003). As principais espécies responsáveis pela forma 

tegumentar da leishmaniose são 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 é 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 infecção pode ser subclínica ou pode apresentar manifestações que 

vão desde lesões cutâneas localizadas, disseminadas ou difusas, bem como a lesões 

mucocutâneas agressivas e mutilantes (SOUZA et al., 2012). As características clínicas da 

doença dependem de fatores inerentes ao parasito, ao vetor e ao hospedeiro (BASANO e 

CAMARGO, 2004). Por exemplo, existem relatos na literatura de que a doença provocada por 

L. braziliensis é diferente da gerada por outras espécies, principalmente, devido ao menor 

número e maior diâmetro das lesões, bem como pela frequente associação com adenomegalia, 

ao contrário das características da LTA geralmente ocasionada por L. guyanensis, que faz com 

que haja um quadro clínico caracterizado por lesões menores e mais numerosas.  Além disso, 

tem sido relatado no Brasil que a subpopulação de L. braziliensis encontrada no Ceará é mais 

patogênica do que a encontrada na Bahia, visto que a infecção causa lesões maiores, com alto 

envolvimento ganglionar e maior persistência do parasito (FIGUEIREDO-SOUZA et al., 

2012; TEXEIRA, 2005). 

Em geral, as espécies dermotrópicas do Velho Mundo causam menos manifestações 

clínicas do que as responsáveis pela LTA (GOTO e LINDOSO, 2010; OMS, 2010). L. major 

e L. tropica causam lesões menos severas, de aparecimento rápido e que possuem curso 

relativamente benigno. Ao contrário das outras espécies, dificilmente as lesões causadas por 

L. major e L. tropica precisam de tratamento, já que normalmente a lesão evolui para 

autocura. No entanto, como as lesões podem  levar à significante estigma social e 

disfiguração, é preferível a realização do tratamento. É importante mencionar que o 

tratamento inadequado da lesões primárias, em uma pequena parcela de pacientes infectados 

com uma dessas duas espécies de Leishmania, pode aumentar o risco de desenvolvimento de 

leishmaniose mucocutânea (DAVID e CRAFT, 2009).  

O período de incubação da doença pode ser de algumas semanas a meses após a 

picada do vetor infectado. As  lesões são geralmente encontradas em partes expostas do corpo 



39 

 

como o rosto, braços e pernas (MAURER et al., 2009). De forma geral, a lesão inicial está no 

local da picada do vetor na forma de uma mácula, que a partir de 2 semanas a 3 meses em 

diante pode se apresentar como uma pruriginosa lesão papular de tamanho inicial de 5-10 

mm. Dependendo da espécie de Leishmania, essa pápula pode permanecer durante 1-3 meses, 

podendo progredir para nódulo eritematoso (AMEEN, 2010; MAGILL, 2005). A lesão pode 

evoluir para um granuloma com um aumento progressivo do nódulo que pode se desenvolver 

para uma placa eritematosa, endurecida e escamosa. Essa lesão pode espontaneamente 

desaparecer ou pode evoluir para uma úlcera crônica (GOTO e LINDOSO, 2012). As lesões 

podem ser secas com crosta ou acompanhadas de exsudato.  Lesões satélites e linfadenopatia 

local também podem estar presentes. As lesões podem deixar cicatrizes despigmentada 

retraídas (SINHA et al., 2005). As lesões de leishmaniose cutâneas, muitas vezes, podem ser 

confundidas com furúnculos e infecções de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina 

(DAVID e CRAFT, 2009).  

Os pacientes podem ter uma ou mais lesões. Cada lesão pode representar uma 

mordida independente de flebotomíneo ou haver propagação de lesões satélites, porém, em 

casos raros, a leishmaniose pode se manifestar como uma doença disseminada. Outra variante 

da leishmaniose cutânea encontra-se nas florestas tropicais da América Central, sendo 

conhecida como "úlcera chiclero”, a qual caracteristicamente afeta apenas o pavilhão 

auricular. Já a leishmaniose mucocutânea pode envolver as mucosas nasais e bucais, causando 

inflamação considerável com riscos de necrose e destruição da cartilagem. As lesões são 

muitas vezes crônicas e não respondem às tentativas de uso de antibióticos ou esteroides. As 

lesões são geralmente pruriginosas e não são tão dolorosas como possam parecer. Na maioria 

dos casos, os sintomas sistêmicos estão ausentes. No entanto, alguns sintomas sistêmicos 

como linfadenopatia, febre e hepatomegalia foram relatados, principalmente, em paciente com 

lesões ulcerativas causadas por L. braziliensis (DAVID e CRAFT, 2009; OMS, 2015). Com 

base nas suas diferentes apresentações clínicas, a LT pode ser classificada como a 

leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose disseminada, leishmaniose cutânea 

difusa (LCD), leishmaniose recidivante (LR), leishmaniose mucocutânea (LMC) e LDPC 

(GOTO e LINDOSO, 2012). A Figura 9 exemplifica a maioria das formas clínicas da LT. 
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Figura 9. Formas clínicas da leishmaniose tegumentar. (A) LCL. (B) LR. (C) 

Leishmaniose disseminada. (D) LCD. (E) LMC. (F) Leishmaniose atípica em paciente HIV 

positivo.  

 

Fonte: GOTO e LINDOSO, 2012 

 

 

A LCL é a forma mais prevalente e é causada por todas as espécies de Leishmania 

dermotrópicas. O tipo de lesão mais comum é caracterizado por uma úlcera, que pode variar 

de 1 a 10 lesões localizadas numa área exposta do corpo. Geralmente, a úlcera é indolor, 

redonda, com bordas bem delimitada de base endurecida, apresentando uma crosta central 

que, às vezes, pode sangrar. A resolução espontânea pode ocorrer, deixando uma lisa e fina 

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

(GOTO e LINDOSO, 2012). 

A LR é mais prevalente no Velho Mundo, estando associada à infecção com L. 

tropica, porém há diversos relatos no Novo Mundo. A lesão é caracterizada por uma lesão 

ativa na área próxima a borda da lesão curada que se desenvolve com ou sem tratamento após 

um período de tempo variável. No Novo Mundo, LR está associada a infecção com L. 

braziliensis e L. amazonensis no Brasil e L. panamensis no Equador (BITTENCOURT et al., 

1993; CALVOPINA et al., 2006). 
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A leishmaniose disseminada é caracterizada pelo aparecimento de múltiplas lesões 

pleomórficas (10-300) em duas ou mais áreas não contíguas do corpo, que são provavelmente 

causadas por disseminação linfática ou hematogênica da Leishmania. As lesões são 

acneiforme, ulceradas e papulares. A mucosa é afetado em cerca de 29% dos casos. No Brasil, 

esta apresentação é atribuída a L. braziliensis, embora outras espécies também possam ser 

agente etiológico destas forma de LT (TURETZ et al., 2002).  

A LCD evolui progressivamente da LCL, apresentando lesões repletas de parasitos. 

A doença é caracterizada pela presença de múltiplos nódulos, pápulas ou tubérculos, com 

infiltração cutânea difusa e sem ulceração, que estão localizados principalmente em áreas 

expostas do corpo, com características semelhantes à hanseníase virchowiana (AMEEN, 

2010; GOTO e LINDOSO, 2012). LCD é uma condição rara relatada na América do Sul, 

América Central, na Etiópia e Quênia. Os principais agentes etiológicos são 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 lesões 

mucosas aparecem meses ou anos após a LCL. L. braziliensis é a espécie primária que está 

envolvida no Novo Mundo com esta forma de LTA, apesar de L. panamensis, L. guyanensis e 

L. amazonensis também poderem ser agentes etiológicos (GOTO e LINDOSO, 2010). No 

Velho Mundo, L. major e algumas cepas de L. infantum chagasi também podem causar a 

doença. LMC danifica principalmente a mucosa nasal, mas a mucosa oral também pode ser 

afetada. Os sintomas iniciais são inespecíficos, tornando o diagnóstico difícil. Os sintomas 

podem incluir comichão no nariz ou na mucosa oral, que evolui para formação de crostas e 

sangramento. Inicialmente, inflamação nasal ou oral, bem como congestão nasal são 

observados, no entanto, a ulceração e perfuração 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 e é um achado comum em LMC 

associada à L. braziliensis. Linfadenopatia tipicamente precede a ulceração da lesão e pode 

ser acompanhada de sintomas sistêmicos como febre e hepatomegalia (DAVID e CRAFT, 

2009). Finalmente, há uma destruição progressiva da mucosa oronasofaringianas e das 

estruturas das vias aéreas superiores cartilaginosas e faciais, resultando na deformação e 

obstrução das vias aéreas (MURRAY et al., 2005;SINHA et al., 2005). Além disso, infecções 

bacterianas secundárias são comuns e potencialmente fatais (REITHINGER et al., 2007). 
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LDPC é uma manifestação dérmica da leishmaniose visceral, sendo freqüentemente 

causada pela espécie L. donovani. As lesões de LDPC podem estar em qualquer lugar do 

corpo e a remissão da infecção pode ocorrer de semanas a anos após o desaparecimento dos 

sintomas da leishmaniose visceral (SALOTRA e SINGH, 2006; ZIJLSTRA e EL-HASSAN, 

2001). O espectro da apresentação dérmica da LDPC varia de máculas hipocrômicas a 

pápulas ou nódulos infiltrativos. Erupções podem ou não serem ulceradas, dependendo da 

cepa de L. donovani e região geográfica onde a infecção é adquirida (SALOTRA e SINGH, 

2006). Lesões de LDPC pode atuar como um reservatório de parasitos. O diagnóstico é 

baseado nos padrões epidemiológicos e clínicos, porém a cultura de tecidos e o esfregaço das 

lesões são os padrões-ouro para o diagnóstico. No entanto, os testes sorológicos e detecção do 

DNA do parasito no tecido também são utilizados para confirmação do mesmo, já que o 

diagnóstico pode ser difícil devido à baixa carga parasitária no interior das lesões (DAVID e 

CRAFT, 2009). 

A LT também é uma doença oportunista emergente em pacientes infectados com o 

vírus da imunodeficiência humana (HIV). Em casos de coinfecção entre HIV e Leishmania, as 

manifestações clínicas da leishmaniose pode se apresentar com diferentes características. No 

Velho Mundo, LDPC é relatada em pacientes infectados simultaneamente com HIV. No Novo 

Mundo, as manifestações podem variar de sintomas semelhantes aos encontrados em 

pacientes HIV-negativos a manifestações incomuns. Uma grande variedade de lesões, como 

pápulas, nódulos, placas e ulcerações, podem ocorrer, e algumas lesões também podem afetar 

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

 

3.2 Leishmaniose visceral 

 

A leishmaniose visceral ou calazar é uma doença sistêmica, sendo a forma mais 

grave dentre todas as infecções de Leishmania spp., podendo ser fatal, se não tratada (SINGH 

et al., 2012). É causada pelo complexo L. donovani no leste da África e no subcontinente 

indiano, bem como e por L. chagasi na Europa, Norte da África e America Latina. 

Excepcionalmente, tem sido observado visceralização por espécies tipicamente associadas à 

LT. Mais comumente, esse achado tem sido relatado em infecções com L. tropica no Oriente 

Médio e L. amazonensis na América do Sul. Além disso, existem mais de 10 espécies de 

flebotomíneos que desempenham o papel na transmissão da LV, com pelo menos uma espécie 
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envolvida por região geográfica. Nas Américas, Lutzomyia longipalpis é a principal espécie 

vetora no Novo Mundo, mas a transmissão 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 características de transmissão, existem dois tipos de LV: a que é 

transmitida do animal para o vetor e depois para o homem, conhecida como antropozoonótica; 

e a antroponótica, que é transmitida de humano para vetor e deste para outro hospedeiro 

humano. No primeiro caso, os seres humanos são hospedeiros ocasionais e os animais são os 

reservatórios da doença (ALVAR et al., 2004). O ciclo antropozoonótico de LV é encontrada 

em áreas de transmissão L. infantum chagasi, apresentando os cães (Canis familiaris)  como 

os principais reservatórios no ambiente urbano, ocorrendo na bacia do Mediterrâneo, China, 

Oriente Médio e América do Sul. Outras formas de transmissão já foram registrados, tais 

como congênita, por uso de drogas injetáveis e transfusão de sangue. Reservatórios potenciais 

da doenças silvestres são a raposa (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) e o gambá 

(Didelphis albiventris). No entanto, em nível global, a forma antroponótica é claramente mais 

comum. Esta forma é causada por L. donovani e é prevalente no leste da África, Bangladesh, 

Índia e Nepal (BELO et al., 2013; CHAPPUIS et al., 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 

2012). 

Após a infecção, os parasitos são internalizados pelas células dendríticas e 

macrófagos na derme, se transformam em amastigotas, as quais se multiplicam e sobrevivem 

no fagolisossomo através de uma complexa interação entre parasito-hospedeiro. 

Posteriormente, os parasitos difundem através dos sistemas linfático e vasculares para infectar 

outros monócitos e macrófagos no sistema retículo-endotelial, o que resulta em infiltração na 

medula óssea, aumento dos gânglios linfáticos e, por vezes, hepatoesplenomegalia 

(linfadenopatia). É importante ressaltar que a infecção nem sempre condiz com a doença 

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

 

Fonte: OMS, 2015 

 

Embora os determinantes para a progressão da doença após a infecção primária 

sejam apenas parcialmente entendidos, sabe-se que a virulência parasitária, estado nutricional, 

idade e fatores genéticos podem contribuir. Em alguns pacientes, os parasitos viáveis 

persistem após a infecção primária, levando à reativação da doença em caso de supressão do 

sistema imune, como a imunossupressão adquirida durante a infecção pelo HIV e malnutrição 

(ALVAR et al., 2008).  Além disso, após a recuperação da LV, alguns pacientes (50% no 

Sudão e 1-3 % na Índia) desenvolvem LDPC, caso o esquema terapêutico usado não seja 

efetivo para eliminar o parasito (SINGH et al., 2012). 

Os indivíduos infectados podem apresentar desde a forma assintomática, até uma 

doença de evolução fatal.  O período de incubação dura cerca de dois a seis meses, mas pode 

variar de semanas a vários anos. Os pacientes de LV apresentam sintomas e sinais de infecção 

sistêmica persistente (incluindo febre, fadiga, fraqueza, perda de apetite e perda de peso) e de 

invasão parasitária do sistema sanguíneo e retículo-endotelial (tais como aumento dos 

gânglios linfáticos, baço e fígado). A febre está geralmente associada com rigor e calafrios, 

podendo ser intermitente. Fadiga e fraqueza são agravadas pela anemia, que é causada pelo 

persistente estado inflamatório, hiperesplenismo (devido à destruição periférica dos eritrócitos 

no baço) e às vezes por sangramento. O desfecho fatal da doença ocorre, predominantemente, 

por coinfecção ou complicações hemorrágica. Estudos realizados no Brasil mostram uma 

variação 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 apresentação clínica da LV é semelhante nas várias áreas endêmicas, mas existem 

algumas diferenças. Por exemplo, aumento dos gânglios linfáticos são raramente encontrados 

em pacientes indianos, mas são freqüentes em pacientes sudaneses. Hiperpigmentação, 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 é incomum e, 

provavelmente, era uma característica da doença prolongada na época em que o tratamento 

eficaz não estava disponível. Conforme a doença avança, a esplenomegalia pode aumentar, 

causando distensão abdominal e dor, que às vezes é agravada devido à hepatomegalia 

concomitante (CHAPPUIS et al., 2007). As seguintes características são consideradas como 

marcadores de mau prognóstico: febre com duração de mais de 60 dias, infecção bacteriana, 

icterícia, dispnéia, hemorragia, anemia grave, neutropenia grave e trombocitopenia (BRASIL, 

2011; COSTA et al., 2010; SAMPAIO et al., 2010;). No entanto, a infecção pode não 

progredir para forma sintomática, sendo encontrada uma proporção de até 30% dos habitantes 

com infecção assintomática em algumas áreas altamente endêmicas (VAN-GRIENSVEN e 

DIRO, 2012). 

A ocorrência de morte por LV está associada a vários fatores, incluindo idade e 

presença de comorbidades, tais como infecções, desnutrição e Síndrome da Imunodeficiência 

Humana (SIDA) (GAMA et al., 2013). Sintomas e sinais de coinfecções bacterianas, como a 

pneumonia, a diarreia ou a tuberculose pode apresentar quadro clínico distinto e confundir 

odiagnóstico. Os sintomas de LV frequentemente persistem por várias semanas ou meses 

antes que os pacientes procurarem assistência médica ou morram de coinfecções bacterianas, 

sangramento maciço ou anemia grave. Além disso, dificuldades no diagnóstico precoce e 

tratamento adequado em muitas áreas endêmicas são outros fatores determinantes da 

letalidade (BRASIL, 2006; CHAPPUIS et al., 2007). 

LV emergiu como uma importante infecção oportunista em áreas endêmicas 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 manifestações clínicas e curso da LV. 

Posteriormente, os casos de coinfecção entre HIV e de LV foram relatados em 35 países em 

todo o mundo. A maior prevalência de HIV entre os pacientes com LV é relatada no noroeste 

da Etiópia, que varia de 20% a 30%. Ambas as respostas imunes humoral e celular à 

Leishmania são diminuídas nesses pacientes coinfectados, conduzindo a um risco maior de 
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desenvolvimento da LV após infecção por Leishmania, ao aumento da carga parasitária no 

sangue e medula óssea, à menor sensibilidade dos testes sorológicos e uma maior taxa de 

falha no tratamento (CHAPPUIS et al., 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). Desta 

forma, na presença de coinfecção com HIV, LV tende a ser mais grave e manifestar de forma 

atípica, principalmente com o avanço da doença. Os pacientes tendem a ter menos 

organomegalias, enquanto órgãos não reticulo-endotelial são comumente envolvidos, como 

esôfago, estômago, intestino, pulmão, rins, cérebro e glândulas adrenais (RAMOS et al., 

1994; RUSSO et al., 2003). A doença pode se apresentar concomitante com lesões cutâneas, 

bem como os pacientes podem ainda não apresentar febre. A semelhança de características 

clínicas de LV com várias outras condições oportunistas associadas ao HIV gera dificuldades 

no diagnóstico adicionais. Por outro lado, LV também acelera a progressão da 

imunossupressão gerada por HIV, já que aumenta a replicação viral e causa pancitopenia 

(ALVAR et al., 2008; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). 

O diagnóstico precoce e o tratamento preciso são os principais componentes de 

controle da LV (CHAPPUIS et al., 2007). Apesar de avanços significativos feitos na 

compreensão de diferentes aspectos da LV, o controle eficaz da doença ainda não foi 

alcançado devido à sua complexidade clínica e epidemiológica. Na verdade, a letalidade 

aumentou em várias regiões do Brasil (DANTAS-TORRES e BRANDÃO-FILHO, 2006). Em 

2011, quando confrontados com a grave situação de aumento da letalidade por LV no Brasil, 

o Ministério da Saúde iniciou um protocolo clínico-terapêutico para identificar e acompanhar 

os pacientes que estavam em maior risco de progressão para LV grave ou que já mostraram 

sinais de gravidade. O protocolo estabelecido pelo Ministério da Saúde visava divulgar, entre 

os profissionais da saúde, as características clínicas típicas de um paciente suspeito de LV, 

diagnosticar a doença através de exame parasitológico (em aspirado de medula óssea) e 

sorológico (reação de imunofluorescência indireta ou ensaio imunoenzimático), identificar a 

co-infecção com HIV, bem como determinava o tratamento específico com antimoniato de 

meglumina (Glucantime®) ou anfotericina B convencional ou lipossomal. Este protocolo, 

sem dúvida, facilitou o acompanhamento adequado dos casos, bem como gerou uma redução 

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

 

Os protozoários do gênero 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 são chamada de 

promastigotas. Elas são encontradas no díptero vetor, que são flebotomíneos do sexo 

feminino. No vetor, as promastigotas sofrem vários e distintos estágios morfológicos de 

diferenciação até finalmente se transformar na forma infectante metacíclica (KAYE e 

SCOTT, 2011). As promastigotas metacíclicas são transmitida durante o repasto sanguíneo do 

vetor aos hospedeiros vertebrados, que incluem os seres humanos e animais domésticos como 

cães e gatos, além de animais selvagens tais como roedores. Apenas duas espécies de 

Leishmania, L. donovani e L. tropica são capazes de manter ciclo humano-humano (SINGH 

et al., 2012). As amastigotas não apresentam flagelo exteriorizado e vivem como parasitas 

intracelulares em uma variedade de células de mamíferos.  Nesses animais, as principais 

células hospedeiras são aquelas com notável função fagocitária, assim como macrófagos 

(KAYE e SCOTT, 2011). 

A infecção começa quando o inseto vetor infectado com promastigotas metaciclicas 

pica humanos e outros mamíferos para se alimentarem de sangue. O vetor pertence a ordem 

Diptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae e do gênero Phlebotamus no Velho 

Mundo ou Lutzomyia no Novo Mundo (BERMAN, 2005; SHARMA e SINGH, 2008).  

Durante o repasto sanguíneo, o flebotomíneo fêmea injeta saliva que impede o processo de 

coagulação (RIBEIRO et al., 1986). Após a ingestão de sangue, promastigotas metaciclicas 

são então liberadas e são inoculadas na pele via regurgitação (TURCO e DESCOTEAUX, 

1992). Inicialmente, os parasitos invadem células dendríticas dérmicas e macrófagos 

residentes, os quais juntamente com a ação de inúmeras substâncias liberadas durante a 

picada, induzem o rápido recrutamento de neutrófilos, macrófagos e monócitos para o sítio de 

infecção. No entanto, outras células, como células de Langerhans e fibroblastos, também 

podem ser infectadas (PETERS et al., 2008). Esta primeira etapa de interação entre parasito e 

célula hospedeira envolve o reconhecimento das mesmas pelo parasito, a adesão na membrana 

plasmática das células hoepedeiras, seguida por sinalização e invasão (HANDMAN e 

BULLEN, 2002).   
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O parasito adere à superfície da célula hospedeira pelo flagelo ou pelo corpo celular, 

através do reconhecimentos por parte da célula hospederira de moléculas expostas na 

superfície da Leishmania, tais como lipofosfoglicano (LPG) ((TURCO e DESCOTEAUX, 

1992) e glicopoteína gp63 (RUSSELL e WILHELM, 1986). Essas moléculas se ligam a 

diferentes receptores presentes na superfícies de macrófagos, 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 internalização através da fagocitose se inicia com a formação de 

pseudópodes e, posteriormente, o parasito é fagocitado e internalizado em um vacúolo 

parasitóforo. No vacúolo parasitóforo do macrófago, as promastigotas metacíclicas se 

transformam em amastigotas. Este processo de diferenciação é seguido pela fusão entre o 

vacúolo parasitóforo e o lisossoma, quando o vacúolo parasitóforo pode ser também 

denominado de fagolisossomo (PETERS e SACKS, 2006; STUART et al., 2008). Algumas 

amastigotas se ligam à membrana do vacúolo, enquantro outras permanecem livres no 

vacúolo e começam a se proliferar. Além disso, no caso da LV, subsequentemente, os 

parasitos podem se disseminar e infectar células do sistema retículo-endotelial em vários 

tecidos, predominantemente, infiltram-se no baço, medula óssea, fígado, e linfonodos (VAN-

GRIENSVEN e DIRO, 2012).  

Na sequência de uma multiplicação intensa das amastigotas, há a ruptura da 

membrana plasmática do macrófago infectado, liberando assim as formas amastigotas no 

tecido. Estas amastigotas podem então invadir outros macrófagos ou serem ingeridas por um 

novo flebotomíneo fêmea durante o repasto sanguíneo, começando desta forma a infecção do 

hospedeiro invertebrado. Além das amastigotas, o vetor também pode se infectar através da 

ingestão de macrófagos infectados (RIBEIRO, 1995). O sangue é digerido no intestino médio 

do inseto vetor. Neste novo ambiente, as amastigotas são agrupadas em ninhos envolvidos 

pela matriz peritrófica, cuja função é proteger os aglomerados de Leishmania de enzimas 

digestivas presentes no ambiente intestinal. As amastigostas se transformam em formas 

replicativas e flageladas denominadas de promastigotas procíclicas. Durante a diferenciação, 

as formas intermediárias entre amastigotas e promastigotas são as mais suceptíveis à morte 

por enzimas digestivas. Posteriormente, a porção anterior da matriz peritrófica se rompe, 

havendo a liberação de parasitos no epitélio do intestino médio do vetor (PIMENTA et al., 

1997; SECUNDINO et al., 2005). 
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As promastigotas procíclicas se dividem, principalmente, por fissão binária. Em 

sequência, os parasitos aderem à microvilosidades do epitélio do intestino médio, 

predominatemente, através de LPG presente na região do flagelo (PIMENTA et al., 1992). 

Quando os parasitos se soltam do epitélio, as promastigotas migram para a válvula 

estomodeal, localizada no intestino médio anterior, local em que iniciam nova divisão celular 

(GOSSAGE et al., 2003). As promastigotas também produzem e secretam um gel 

denominado gel secretado por promastigota (PSG), que atua como tampão de obstrução do 

intestino médio e faringe (ROGERS et al., 2002; ROGERS, 2012). Durante a produção do 

PSG, os parasitos iniciam a transformação à promastigotas metacíclicas infectantes. Esse 

processo de diferenciação é chamado de metaciclogênese. Ocorre então a ruptura da válvula 

estomodeal, facilitando o refluxo dos parasitos para faginge do vetor (SCHLEIN et al., 1992). 

Consequentemente, durante as picadas posteriores deste vetor, um baixo número (100-1000) 

de promastigotas metacíclicas infectantes serão depositadas na pele, infectarão um novo 

hospedeiro mamífero e iniciarão 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. 

 

Fonte: KAYE e SCOTT, 2011. 

 

3.4 A invasão das células hospedeiras pela Leishmania e a resposta imune de mamíferos 

 

As doenças infecciosas podem ser causadas por agentes patogênicos extracelulares 

ou intracelulares. Como o próprio nome faz menção, os patógenos extracelulares típicos (por 

exemplo, cepas patogênicas de Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Pneumococcus 

spp.) são capazes de se replicarem do lado de fora das células do hospedeiro. Eles são em 

grande parte controlados por fagocitose dependente ou não de opsonização (KADIOGLU e 

ANDREW, 2004), ou seja, por granulócitos neutrófilos e outros fagócitos que, especialmente 
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na presença de anticorpos ou componentes do sistema complemento, fagocitam e matam o 

patógento de forma eficiente através do aumento da  expressão e da síntese de moléculas 

constitutivamente efetoras,  tais como peptídeos antimicrobianos, proteases e espécies reativas 

de oxigênio  (EROs)  (BOGDAN, 2004). Os linfócitos T auxiliares dão suporte a função de 

neutrófilos e macrófagos por estimulação de células B, as quais são responsáveis pela 

produção de anticorpos contra determinados antígenos (WANG et al . , 2006) . 

Patógenos intracelulares, em contraste, geralmente vivem e se replicam dentro de 

compartimentos endossomais ou no citosol de células hospedeiras diferentes, tais como 

neutrófilos, macrófagos, células dendríticas, fibroblastos ou células epiteliais. Exemplos 

desses tipos de agentes patogênicos incluem não só os vírus, mas muitas bactérias (por 

exemplo, Brucella spp.,  Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella 

spp., Shigella spp.), bem como certos protozoários (por exemplo, Leishmania spp., 

Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi) e fungos (como Histoplasma capsulatum). O 

controle intracelular de protozoários geralmente requer ativação dos macrófagos dependente 

da produção de Interferon-gama (IFN-γ) por células T CD4+ e/ou fator de necrose tumoral-

alfa (TNF-α). Isto leva a um aumento  pós-transcricional da expressão de moléculas efetoras 

antimicrobianas, gerando a acidificação dos fagolisossomose a expressão da sintase de óxido 

nítrico 2 (NOS2)  (BOGDAN,  2004; FANG, 2004), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) 

(MORRISON, 2003), e de GTPases induzidas por interferon (MARTENS e HOWARD , 

2006). 

Com relação às infecções causadas por Leishmania spp., vários determinantes de 

virulência 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 cisteíno proteases, que são cruciais para a infecção, mas incapaz de 

produzir patologia no hospedeiro); e determinantes patogênicos (por exemplo, as histonas ou 

chaperonas), que medeiam a imunopatologia e são as principais causas dos sintomas clínicos 

(REITHINGER et al., 2007). 

Embora estes parasitos possam ser encontrados em neutrófilos, são nas células do 

sistema mononuclear fagocitário que esses tripanossomatídeos encontram um ambiente mais 

propício a replicação e sobrevivência a longo prazo, sendo este protozoário amplamente 

considerado com um fastidioso parasito intracelular obrigatório de macrófagos. Porém, 
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estudos recentes confirmaram que estes parasitos apresentam um grau maior de abrangência 

em relação ao tipo de célula hospedeira do que anteriormente se acreditava. A infecção de 

múltiplos tipos celulares, tanto in vivo como in vitro, já foram reportadas, incluindo células 

hematopoiéticas que surgem a partir de um precursor mieloide comum, como células 

dendríticas, além de célula não hematopoiética assim como fibroblastos (BEATTIE et al., 

2010; DE-TREZ et al., 2009).  

Os eventos iniciais na interação entre parasito e hospedeiro mamífero irão influenciar 

o futuro curso da doença. As células T reguladoras naturais (nTregs) Foxp3+/CD25high já estão 

presentes na pele antes da infecção a fim de evitar a geração de resposta imune desnecessária 

a antígenos infecciosos e não infecciosos, os quais a pele é regularmente exposta, fazendo da 

pele um local imunológico privilegiado para o estabelecimento do parasito. Os potenciais 

alvos de regulação por parte das nTregs são os macrófagos, as células dendríticas, as células 

natural killers (NK) e as células T CD4+CD25-. As células nTregs apesar de não serem 

hospedeira para Leishmania, são essenciais para manutenção de um estado de fraca resposta 

pró-inflamatória, a qual pode persistir por algumas semanas, permitindo que o número de 

parasitos se expanda na ausência de alterações histopatológicas evidentes no sítio de infecção 

(PETERS e SACKS, 2006; TEIXEIRA et al., 2006). 

A composição das populações de células recrutadas na fase inicial da infecção parece 

ser essencial para definir a progressão da doença. A resposta imune é iniciada no local de 

entrada do patógeno pelas células sentinela, incluindo células dendríticas, macrófagos e 

linfócitos T γδ (TEIXEIRA et al., 2006). As células dendríticas dérmicas fagocitam estes 

parasitas, nas primeiras horas de infecção, de forma altamente dinâmica, em um processo que 

envolve a formação de pseudópodes. Tem sido sugerido que as células dendríticas agem como 

as principais células apresentadoras de antígenos na leishmaniose (NG et al., 2008; NYLÉN e 

GAUTAM, 2010). Além delas, macrófagos residentes da derme também são rapidamente 

infectados no começo da infecção, tornando-se a população celular infectada dominante após 

24 horas do início da infecção (PETERS et al., 2008). Essas células apresentam receptores do 

tipo Toll (TLRs) e receptores fagocíticos, permitindo a detecção de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), absorção de patógenos de partículas opsonizadas. Células 

sentinelas também expressam vários 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 família de quimiocinas têm um papel fundamental  
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em atrair e estimular subconjuntos específicos de leucócitos para o sítio de infecção 

(TEIXEIRA et al., 2006). Por exemplo, os fagócitos mononucleares infectados com 

Leishmania no sítio da infecção produzem várias quimiocinas conhecidas por atrair 

neutrófilos (OGHUMU et al., 2010).  

Além de quimiocinas, citocinas liberadas também exercem controle sobre o 

recrutamento de neutrófilos. Por exemplo, IL-17 pode promover a migração e interferons do 

tipo I podem inibir o recrutamento dos neutrófilos, mas suas contribuições precisas para a 

resposta imune imediata ainda não está clara (LOPEZ-KOSTKA et al, 2009; XIN et al., 

2010). O próprio parasito também produz uma proteína quimioatraente para neutrófilos, 

denominada fator quimiotático de Leishmania spp. (TEIXEIRA et al., 2006).  Além disso, o 

inseto vetor pode transmitir vírus e bactérias, que também podem modular a resposta 

inflamatória. Por sua vez, como o número de macrófagos e células dendríticas dérmicas na 

pele é muito limitado para sustentar a multiplicação do parasito, a progressão da infecção 

requer o recrutamento de monócitos, sendo este processo ativamente modulado por netrófilos 

(CHARMOY et al., 2010; DEPAQUIT et al., 2010; HILLESLAND et al., 2008;). 

Juntamente com fagócitos, células natural killer (NK) representam a primeira linha 

de defesa contra patógenos através de dois mecanismos principais: destruição citolítica de 

células infectadas e secreção de citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ e TNF-α). Essas células 

são importantes para controlar a carga parasitária durante as primeiras fases da infecção 

através de sua habilidade em produzir rapidamente IFN-γ quando entram em contato com 

promastigotas e LPG, um glicoconjujado de alta expressão na superfície celular de 

promastigotas de leishmania. Além disso, células NK ativadas também promovem a 

maturação de células dendríticas infectadas com o parasito (NYLÉN e GAUTAM, 2010). 

Por outro lado, os monócitos apresentam um papel crítico nas infecções de 

Leishmania spp., visto que se diferenciam em macrófagos, principal célula hospedeira para 

replicação do parasito. Além disso, os monócitos também podem se diferenciar em células 

dendríticas, que são cruciais para o condicionamento de uma resposta imune protetora 

(MOSSER e EDWARDS, 2008). 

De forma geral, apesar da notável diversidade de espécies de parasitos, o 

estabelecimento da infecção por Leishmania spp. no hospedeiro mamífero, em cada caso, 

envolve o parasitismo de macrófagos, bem como a persistência e replicação de amastigotas no 

fagolisossomo dessas células hospedeiras. No caso da LT, Leishmania spp.parasita fagócitos 
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da pele e glânglios linfáticos, já na LV, o parasito tem como alvo células do sistema retículo-

endotelial, com infiltração do baço, fígado, gânglios linfáticos e medula óssea causando 

organomegalias e pancitopenia (VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). Para tanto, um grau 

considerável de adaptação do parasito ocorreu para permitir que estes protozoários 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 metacíclicas se deparam quando 

entram no hospedeiro mamífero é justamente estabelecer parasitismo intracelular de longa 

duração em macrófagos sem ativar as defesas antimicrobianas inatas desta célula de defesa. 

Em 2003, Laskay e colaboradores sugeriram que os neutrófilos poderiam ser essenciais para 

que promastigotas pudessem atingir esse objetivo ao observar in vitro que neutrófilos 

contendo promastigotas fagocitadas de L. major, tornavam-se apóptóticos e, por sua vez, eram 

fagocitados por macrófago juntamente com as leishmanias sobreviventes no fagossomo do 

neutrófilo. Como neutrófilos apoptóticos são fagocitados por via mediadas por receptores que 

não conseguem desencadear resposta de defesa em macrófagos (RAVICHANDRAN e 

LORENZ, 2007), as promastigotas via neutrófilos apoptóticos conseguem chegar no 

fagossoma do macrófago de forma eficiente e segura (LASKAY et al., 2003). 

No entanto, outro estudo, utilizando imagem in situ, observou que os neutrófilos 

mais infectados, que fagocitam rapidamente promastigotas no sítio de infecção, são de curta 

duração e liberam os parasitos antes de serem ativamente fagocitado por macrófagos 

(PETERS et al., 2008). Na verdade, o mesmo estudo mostrou que o número de parasito em 

macrófagos e células dendríticas de camundongos permanecia inalterado após a depleção dos 

neutrófilos, o que sugere que os neutrófilos podem apenas fagocitar os parasitos, que são de 

outro modo ignorados. Apesar de neutrófilos participarem claramente na resposta inicial à 

infecção, o seu papel como um carreador de promastigotas para dentro de células fagocíticas 

mononucleares ainda deve ser confirmado diretamente in vivo (KAYE e SCOTT, 2011). 

Leishmania spp. é um patógeno que invade silenciosamente o sistema imune do 

hospedeiro mamífero. Como parasitos do gênero Leishmania habitam um nicho intracelular, 

não é supreendente o fato deles terem desenvolvido vários mecanismos para atenuar e 

subverter os sinais da infecção que a célula hospedeira lança para o meio externo (KAYE e 

SCOTT, 2011; SINGH et al., 2012). Além disso, os antígenos de Leishmania spp. modulam 

várias vias de transdução de sinais como a sinalização da proteína quinase C (PKC) e da 
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proteína quinase ativada por mitrógenos (MAPK), além de interferirem na geração de EROs, 

expressão de molécula de histocompatibilidade (MHC) de classe II e produção de 

quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias (OLIVER et al., 2005; KAYE e SCOTT, 2011). 

Os macrófagos possuem mecanismos de defesa preliminares, incluindo ativação de 

metabolismo oxidativo e síntese e liberação metabólitos do ácido araquidônico. A principal 

fonte de EROs em macrófagos é a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) 

oxidase, que é um enzima multimérica com duas subunidades ligada à membrana  do 

fagolisossomo (gp91phox e p22phox) e pelo menos quatro proteínas citosólicas (p47phox, 

p67phox, p40phox, rac1/rac2). Os últimos são translocados para a membrana do 

fagolisossomo quando há estímulos específicos para ativação da NADPH oxidase. Uma vez 

ativada, esta oxidase transfere um electron a partir de NADPH para oxigênio molecular, 

produzindo ânio superóxido (O2
-) dentro do fagolisossomo. O ânion superóxido por si possui 

notória atividade antimicrobiana atuando via estresse oxidativo, além de ter a capacidade de 

formar outros EROs (PETERS e SACKS, 2006). 

Assim, um dos mecanismos de evasão da Leishmania spp. à resposta antimicrobiana 

desencadeada por macrófagos é a inibição de vias de sinalização que ativam NADPH oxidase, 

facilitando, desta forma, o estabelecimento da infecção. Relatos na literatura sugerem que 

esses parasitos inibem a ativação de macrófagos pela PKC. A PKC media um grande número 

de funções associadas à ativação de macrófagos, incluindo a fosforilação de vários sítios da 

p47phox. A inibibição da fosforilação de proteínas mediada por PKC, com consequente 

supressão da produção de EROs é ocasionada pelo LPG. Durante a fagocitose de 

promastigotas, LPG é transferido do parasito para porção interna da membrana do vacúolo 

parasitóforo, podendo desta forma agir como um inibidor competitivo do diacilglicerol, um 

ativador natural de PKC, além de alterar as propriedades físicas da bicamada da membrana 

fagossomal, impedindo desta forma a translocação de PKC na membrana. Além disto, a 

inserção de LPG na membrana fagossomal pode inibir, similarmente, a translocação dos 

componentes citosólicos  de NADPH oxidase (PETERS e SACKS, 2006; VAN-ASSCHE  et 

al., 2011). 

LPG presente na superfície celular de promastigotas possui a capacidade de inibir a 

maturação normal do fagossoma, um efeito que pode ser crítico para estabilizar um ambiente 

imune privilegiado dentro do macrófago (LODGE e DESCONTEAUX, 2005). Ao contrário 

de outros patógenos intracelulares, como T. gondii, que inibe a acidificação do vacúolo 
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parasitóforo; ou do T. cruzi que escapa do vacúolo para o citosol, as amastigotas de 

Leishmania spp. não inibem por completo a maturação do vacúolo parasitóforo, já que se 

replicam em um compartimento acidificado, repleto de enzimas líticas e que expressa 

marcadores de endossomo tardio, como por exemplo o receptor de manose-6-fosfato, a 

glicoproteína de membrana lisossomal 1 e Rab 7 (PETERS e SACKS, 2006). 

 No entanto, unidades repetidas de LPG inibem de forma transiente a maturação do 

fagossomo e este atraso pode ser necessário para que haja tempo suficiente para a 

diferenciação de promastigotas metacíclicas a amastigotas, que são mais resistentes a 

hidrolases. Vários mecanismos foram propostos para explicar como LPG exerce esse efeito na 

biogênese do fagolisossomo. Unidades repetidas de LPG aumentam o acúmulo 

perifagossomal de actina F e, por conseqüência, diminui o recrutamento de PKC ativada para 

o fagossomo. O aumento do volume normal de actina F pode resultar numa barreira física, 

que impede a interação normal entre o endossomo e o lisossomo. O LPG também altera 

diretamente a formação de microdomíneos lipídicos do fagossomo e/ou desorganiza essas 

estruturas após a fagocitise de promastigotas. Como várias proteínas envolvidas na fusão das 

membranas de endossomo e lisossomo, bem como NADPH oxidase e várias isoenzimas de 

PKC estão presentes na bicamada lipídica do vacúolo parasitóforo e, portanto, a alteração nos 

microdomínios lipídicos do fagossomo pode explicar múltiplos efeitos que o parasito tem 

sobre a função normal de macrófagos (PETERS e SACKS, 2006; VILHARDT e VAN-

DEURS, 2004).   

É importante mencionar que promastigotas do complexo L. mexicana e de L. 

amazonensis não afetam a biogênese do fagossomo em macrófago infectados, porém seu 

mecanismo de resistência consiste em formar enormes vacúolos parasitóforos que abrigam 

muitas amastigotas, quando comparado ao fagossomo estreito de macrófagos infectados com 

espécies como L. major e L. donovani. O aumento do tamanho do vacúolo dilui a 

concentração de hidrolases luminais. Tem sido sugerido que promastigotas de L. mexicana 

ocasionam a superexpressão de Rab5, uma guanosina trifosfatase capaz de restringir a fusão 

completa entre endossomo e lisosssomo, gerando assim o aumento de tamanho do fagossomo 

e a redução da atividade leishmanicida de hidrolases dos macrófagos (COURRET et al., 2002; 

PETERS e SACKS, 2006). 

Amastigotas estabelecem resistência às condições hostis encontradas dentro de um 

compartimento endocítico tardio e assim são bem adaptadas a resistirem ao pH baixo e 
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presença de hidrolases ácidas. Amastigotas são organismos acidófilos e expressam em sua 

membrana plasmática bombas de próton envolvidas com a captura de metabólitos, bem como 

transportadores de metabólitos estágio específico com  atividade otimizada em pH ótimo 

ácido. O LPG está ausente ou é pouco expresso em amastigotas, portanto, sua resistência a 

proteases endocíticas é devido, ao menos em parte, a síntese de uma classe de moléculas de 

fosfoglicanos secretados, incluído os proteofosfoglicanos (PPG) e as fosfatases ácidas. Uma 

grande quantidade destes fosfoglicanos secretados, em virtude da sua carga negativa, podem 

proteger as amastigotas por formarem uma barreira transiente contra hidrolases ácidas, agindo 

de forma análoga a capacidade da mucina, que apresenta similaridade estrutural a PPG, em 

proteger células epiteliais intestinais (PETERS e SACKS, 2006).  

Uma vez estabelecida a replicação de amastigotas dentro do fagolisossomo, o 

parasito continua a manipular as funções dos macrófagos associadas com apresentação de 

antígenos e o desenvolvimento de resposta do tipo Th1. A redução da apresentação de 

antígenos, independende de serem do parasito, por macrófagos infectados com leishmania tem 

sido um achado comum (PETERS e SACKS, 2006). Um intrigante mecanismo para explicar a 

possibilidade da limitação no número de MHC de classe II na superfície 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 vacúolo parasitóforo, em 

especial, nos locais de fixação 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 II (PETERS e SACKS, 2006). Já Chakraborty e colaboradores (2005) também 

confirmaram a redução de complexos de MCH e antígeno na superfície de macrófagos 

infectados com L. donovani, possivelmente devido ao aumento da fluidez da membrana da 

célula hospedeira. 

Portanto, na fase inicial da infecção, a capacidade das espécies de Leishmania para 

invadir e sobreviver dentro de macrófagos do hospedeiro depende da interação entre células 

hospedeira e parasito. Neste sentido, sabe-se que receptores de reconhecimento padrão 

(PRRs) desempenham um papel importante no reconhecimento de componentes microbianos 

e/ou relacionados a danos celulares, os quais desencadeiam a indução de uma resposta imune 

inata eficaz através do reconhecimento destes sinais. Esta família de receptores inclui vários 

membros, entre eles os TLRs. Os TLRs são componentes da imunidade inata, que possuem 

como ligantes moléculas com PAMPs. Esses padrões patogênicos específicos são 
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extremamente conservados e estão presentes em antígenos de microrganismos potencialmente 

patogênicos (JANSSENS e BEYAERT, 2003). 

Os TLRs são reguladores essenciais da resposta imune inata a vários patógenos, 

estando envolvidos em uma variedade de fenômenos que incluem fagocitose, maturação e 

atividade microbicida de fagossoma através da indução da expressão de NOS2 e produção de 

citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, contribuindo tanto para respota celular como 

para humoral. Desta forma, a sinalização TLR ativa funções efetoras de macrófagos que 

podem resultar em resposta Th1 ou Th2, dependendo da natureza das moléculas patogênicas a 

ser identificada. A via de sinalização de TLR ocorre por meio de vias dependentes e 

independentes do fator de diferenciação mieloide 88 (MyD88), que podem induzir ativação de 

MAPK , tanto a MAPK-p38,  como da quinase relacionada a sinalização extracelular (ERK) 

e, subsequentemente, a produção de citocinas pró-inflamatórias e anti- inflamatórias (SINGH 

et al., 2012).  

Embora a sinalização de TLR dependentes de MyD88 tenha sido referida como 

sendo importante para reconhecimento do parasito, as espécies de Leishmania são conhecidas 

por induzirem mecanismos de silenciamento imunológico em macrófagos quando 

reconhecidas por esse tipo de receptores durante a infecção (DEBUS et al., 2003; XIN et al., 

2008; SHIO et al.,2012). Tem sido proposto que vários antígenos de Leishmania spp., como 

os de superfície, produtos excretados ou secretados, DNA e RNA, são capazes de alterar a via 

de sinalização de TLRs (BIRNBAUM e CRAFT, 2011).  Leishmania spp. seletivamente 

regulam a sinalização das MAPKs: induzem o aumento da expressão  da quinase regulada por 

sinal extracelular (ERK) 1/2, resultando na supressão de NOS2 através da produção de 

interleucina (IL)-10; e geram a diminuição da expressão de MAPK-p38  e, consequentemente, 

há a supressão da produção de IFN-γ e sequencialmente de NOS2  (MATHUR et al., 2004). 

No entanto, os mecanismos dessa regulação via interação entre TLRs e antígenos de 

Leishmania spp. são 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 

patógenos e dano celular (CHEN et a., 2009).  Todos os membros TLRs e os membros NOD1 

e NOD2 dos receptores do tipo NOD (NLR) são conhecidamente capazes de ativar o fator de 

transcrição NF-kB, induzindo a ativação de diversos genes inflamatórios (HAYDEN et al., 

2006).  
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Alguns membros dos NLRs (como NLRPs, NAIP, NLRC4) regulam a formação de 

inflamassoma, um complexo multimérico intracelular que atua na ativação de enzimas da 

família cisteína-aspartato proteases (caspases) (MARTINON et al., 2009). Desta forma, os  

inflamassomas exercem sua atividade inflamatória especialmente a partir da ativação da 

protease caspase-1 (que processa e ativa IL-1β e IL-18 imaturas) e indução da morte celular 

inflamatória denominada piroptose (FINK e COOKSON, 2005; MARIATHASAN et al., 

2004; MARTINON et al., 2002). No caso da leishmaniose, foi descrito recentemente que a 

formação do inflamassoma é regulado pela ativação de NRLP3, que gera a ativação de 

macrófagos, culminando na restrição da replicação intracelular das amastigotas. Esse tipo de 

inflamossoma forma uma plataforma molecular contendo a proteína adaptadora ASC, que por 

sua vez está envolvida em processos de regulação da ação de IFN-γ e ativação de caspase-1 

(com conseqüente secreção de IL-1β e IL-18), o que facilita a expressão de NOS2 e 

conseqüente diminuição da replicação de amastigota em macrófagos mediada por NO (LIMA-

JÚNIOR et al., 2013; MUKBEL et al., 2007). 

Na leishmaniose, o resultado da infecção depende basicamente do equilíbrio entra as 

respostas imunes Th1/Th2. Geralmente, a patogênese da doença é caracterizada por um misto 

entre Th1/Th2, porém o equilíbrio é desviado para a resposta Th2. A resistência à infecção 

está associada com a expansão de um subconjunto de células T CD4+ que expressam um 

fenótipo de tipo Th1 e produzem IL-2 e IFN-γ (PETERS e SACKS, 2006). A resposta Th1 

gera a produção de outras citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-12) por macrófagos. 

A indução de IL-12 por células apresentadoras de antígenos e de IFN-γ por célula T tem sido 

considerada essencial para controlar o progresso  da doença (SINGH et al., 2012). Outras 

células também produzem citocinas pró-inflamatórias durante a infecção, tais como células 

dendríticas, que produzem IL-12, e NK produtoras de IFN-γ (TEIXEIRA et al., 2006). IFN-γ 

ativa macrófagos a produzirem NO (CHAN et al., 2012). O TNF-α e a IL-1β, produzidos por 

neutrófilos e macrófagos ativados, estão relacionados com a indução da síntese de quimiocina 

em vários tipos de células, incluindo polimorfonucleares, fibroblastos e células endoteliais e 

epiteliais. Há relatos que TNF-α e IL-1β, conjuntamente com a proteína inflamatória de 

macrófagos (MIP) 1A (também conhecida como CCL3), regulam o transporte de Leishmania 

spp. mediado por células de Langerhans, do local do sítio de infecção na pele até os nódulos 

linfáticos regionais em modelo murino de leishmaniose cutânea. IL-12 também é necessária 

para indução de quimiocinas relacionadas com a resposta Th1 tais como CXCL1, CXCL10 e 



60 

 

proteína quimiotática de monócitos 1 (também conhecido como CCL2 ou MCP-1) em 

linfonodos de camundongos resistentes à infecção com L. major (TEIXEIRA et al., 2006). 

Em contraste, a susceptibilidade à infecção progressiva está associada com a 

expansão de um subconjunto de células T CD4+ que expressam um fenótipo Th2 , 

caracterizada por produzirem de forma precoce e sustentada a IL-4 (PETERS e SACKS, 

2006). Essa resposta conduz a produção de IL-10 por macrófagos. Essas citocinas são as 

grandes responsáveis por uma maior severidade no quadro clínico da doença (SINGH et al., 

2012). No entanto, até o momento, a razão pela qual essas citocinas promovem a patogênese 

da infeção por Leishmania spp. ainda está parcialmente compreendida (GUIMARÃES et al., 

2006; ALEXANDER e MCFARLANE, 2008). Sabe-se que o desvio em favor a resposta Th2 

por parte do parasito irá ocorrer em detrimento do desenvolvimento da resposta Th1. Além 

disso, as citocinas Th2 irão efetivamente promover o crescimento intracelular do parasito 

(PETERS e SACKS, 2006). 

Os macrófagos podem ser polarizados pelo microambiente para assim apresentar 

funções específicas, formando um grupo de células heterogêneas. Os macrófagos são células 

do sistema imunitário inato, que desempenham um imprescindível papel na resposta primária 

a agentes patogênicos, mas também tem um papel importante na resolução da inflamação e 

homeostase do tecido (STEMPIN et al., 2010). Desta forma, quando estimulado por IFN-γ, os 

macrófagos se diferenciam no fenótipo denominado classicamente ativado ou M1, com 

expressão de NOS2, que produz NO a partir da arginina. Sabe-se que NOS2 é necessário para 

o controle de L. major em macrófagos ativados por citocinas durante a fase aguda da infecção 

e na ausência de NOS2 há um aumento significativo da carga parasitária em células 

estimulada por citocinas Th1 (BLOS et al., 2003). Desta forma, parasitos intracelulares de 

Leishmania spp. são normalmente eliminados por esta subpopulação de macrófagos. 

Ao contrário, a estimulação com IL-4 faz com que o macrófago se diferencie no 

fenótipo alternativamente ativado, também conhecido como M2, que promove a imunidade 

humoral e reparação tecidual. Esta subpopulação produz IL-10, fator transformante do 

crescimento beta (TGF-β) (KEDZIERSKI et al., 2009).  

Em termos de sinalização, a IL-4 induz a expressão do receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma (PPAR) e co-ativador 1 de PPAR-γ  (PGC-1), através da proteína 

β de STAT-6 (CHAWLA, 2010). Este regulador nuclear polariza monócitos a macrófagos M2 

com propriedades anti-inflamatórias, que expressam arginase (GALLARDO-SOLER et al., 
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2008; RIOS et al., 2008). A arginase catalisa a hidrólise de L-arginase, convertendo este 

aminoácido à uréia e L-ornitina. Este último é usado por Leishmania spp. para gerar 

poliaminas, que são essenciais para sua proliferação (KROPF et al., 2005). Além da arginase, 

macrófagos do tipo M2 também expressam CD36, um receptor que medeia a fagocitose e 

facilita a remoção de células apoptóticas, bem como, bloqueia a expressão de mediadores pró-

inflamatórios como  NOS2 e do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) (CHAN et al., 

2012). 

Além disso, Leishmania spp. apresentam em sua superfície fosfatidilserina, uma das 

principais moléculas de superfície expressa quando a célula do hospedeiro mamífero está em 

apoptose. A exposição de fosfatidilserina (PS) é fundamental para fagocitose não-inflamatória 

de células apoptóticas e o reconhecimento deste fosfolipídio por macrófagos induz a 

expressão de receptores ativados por PPAR (EL-KEBIR e FILEP, 2010; NYLÉN e 

GAUTAM, 2010; WANDERLEY et al., 2006) e, consequentemente, os macrófagos 

parasitados seriam mais susceptíveis a expressar um fenótipo M2. Por sua vez, PPAR 

aumenta a expressão de CD36, facilitando ainda mais a infecção de macrófago de tipo M2 

com neutrófilos apoptóticos infectados com Leishmania spp. (VAN-ZANDBERGEN et al., 

2006; PETERS et al., 2008). Além disto, as funções do fagócitos também são suprimidas de 

maneira dependente de TGF-β,IL-10 e pela inibição da produção de NO após o 

reconhecimento de PS na superfície de Leishmania spp. ou de neutrófilos apoptóticos 

infectados com o parasito (NYLÉN e GAUTAM, 2010; PETERS e SACKS, 2006). 

A IL-10 é uma citocina intimamente ligada à progressão da leishmaniose murina e 

humana. Alguns estudos clínicos e experimentais indicam que o desenvolvimento da doença 

não está relacionado de forma tão singela como se pensava anteriormente com a polarização 

Th2 ou simplesmente com um defeito na resposta Th1 em si, mas com a expressão 

concomitante de IL- 10 durante a resposta Th1, que torna os macrófagos pouco responsivos 

aos sinais de ativação. A principal função da IL-10 é limitar a magnitude de uma resposta 

imune através da regulação negativa da função de células apresentadoras de antígenos, 

bloqueio da secreção de citocina e quimiocina e inibição da indução de atividade iniciada por 

outras citocinas para ativação de macrófagos, notmalmente, IFN-γ (NYLÉN e GAUTAM, 

2010; PETERS e SACKS, 2006). 

No sítio de infecção da LT, quando altos níveis de IFN-γ e outras citocinas 

inflamatórias, tais como TNF-α, são liberadas, o dano tecidual ameaça para a manutenção da 
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barreira da pele. Desta forma, células T reguladoras do tipo 1 (Tr1) CD25+Foxp3-  produtora 

de IL- 10 são gerados durante o curso normal desta resposta Th1 para regular a função de 

macrófagos e células dendríticas, evitando assim a imunopatologia severa da doença. Para 

algumas cepas de Leishmania spp., as células Tr1 produtoras de IL-10 evitam a eliminação 

eficaz do parasito, de tal forma que uma alta carga parasitária e um forte estímulo 

inflamatório são mantidos simultaneamente e as lesões não se resolvem. À medida que a 

carga parasitária e de antígeno é reduzida, há também uma diminuição gradual da geração de 

ambos IL-10 e IFN-γ. As células Tr1 continuam a desempenhar seu papel na regulação da 

resposta imune exarcebada na pele, porém, como estão enriquecidas com antígeno de 

Leishmania spp., são capazes de regular de forma mais eficiente a resposta efetora específica 

contra o parasito. Estas células funcionam em equilíbrio dinâmico com as células efetoras 

para manter a persistência a longo prazo de um baixo número de parasitos na pele (PETERS e 

SACKS, 2006). A imunidade de longa duração contra a reinfecção é mantida, quando ocorre a 

eliminação completa de parasitos e antígenos, porém enquanto houver a persistência de 

Leishmania, há um risco substancial de reativação da doença em hospedeiros 

imunocomprometidos (SCOTT et al., 2004). 

Muito conhecimento foi adquirido sobre a imunopatogênese da LV. Como os 

parasitos multiplicam-se no interior do baço, fígado e macrófagos da medula óssea, os agentes 

patogênicos induzem forte ativação do sistema fagocitário mononuclear do paciente. Altos 

níveis de IFN-γ e TNF-α são também detectados e estas citocinas podem controlar a 

proliferação do parasita durante as fases iniciais. Tem sido sugerido que os principais fatores 

de risco para óbito em LV estão relacionadas ao fato de que a alta produção sistêmica de tais 

citocinas pró-inflamatórias compromete muitos os órgãos. No entanto, apesar do sistema 

imune estar altamente ativado, os pacientes exibem imunossupressão de anticorpos para 

antígenos específicos Leishmania spp. (GOTO e PRIANTI, 2009). Além disso, a ação de IL-

10 e TGF-β em macrófagos do baço e do fígado induz a proliferação de parasitos e, portanto, 

estas citocinas podem ser caracterizadas como provenientes de uma resposta imune 

regulatória (GAMA et al., 2004; SILVAEIRA et al., 2010a; SILVEIRA et al., 2010b).  

Na LV, o controle de infecção também depende que macrófagos sejam ativados por 

uma resposta do tipo Th1. Na verdade, quando há o desenvolvimento da doença, é observado 

um misto de resposta Th1/Th2. Níveis elevados de células T reguladoras contribuem para a 

imunossupressão pronunciada durante VL. Após um tratamento bem sucedido, o aumento da 
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produção de citocinas Th1 e a diminuição de a IL -10 são detectados. Posteriormente, após 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 

pró-inflamatórias T auxiliares caracterizada por a sua capacidade de secretar IL-17) têm sido 

associadas com a destruição de tecidos.  Camundongos BALB/c deficientes para IL-17 

desenvolvem lesões menores devido ao menor acumulo de CXCL2 e de neutrófilos nas lesões 

em comparação com o tipo selvagem, enquanto que níveis elevados de IL - 17 não confere 

nenhuma redução na carga de parasitária (LOPEZ-KOSTKA et al., 2009). Curiosamente, um 

estudo recente associou a produção de IL-17 e IL-22 (uma citocina pró-inflamatória, 

produzido por células Th17 e NK) com a proteção contra leishmaniose visceral humana 

causada por L. donovani. Além disso, foi mostrado que L. donovani estimula a produção de 

células produtoras de IL-17 e IL-22 , bem como de IFN-γ por células T humanas (PITTA et 

al., 2009). 

A cronicidade das infecções de Leishmania spp. indica que a indução da imunidade 

adaptativa é evitada, retardada ou suprimida. Não está claro ainda se células dendrítica ou 

macrófagos são capazes de transportar parasitos do local inicial da infecção para os 

linfonodos drenates, local em que a resposta imune adquirida é iniciada. Porém, com a 

expansão do número de amastigotas, sua fagocitose por células dendríticas se torna também 

mais freqüentes. As células dendríticas adquirem uma quantidade crescente de antígenos e 

sinalizam através de seus TLRs para ativarem células CD8+ e CD4+ em linfonodos drenantes. 

No entanto, apesar da migração destas células, o processamento de antígenos e a produção de 

citocinas podem estar ainda prejudicados. (PETERS e SACKS, 2006; KAYE e SCOTT, 

2011). A Figura 12 demonstra os principais evendos imunológicos envolvidos na 

imunopatogênese da leishmaniose. 
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Figura 12. Imunopatogênese da leishmaniose. 

 

Fonte: ALEXANDER e BROMBACHER, 2012. 

 

Há de fato uma grande complexidade na resposta do hospedeiro a esses patógeno. 

Porém, é importante destacar os perigos potenciais que estão 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 protozoários deriva de aspectos intrínsecos dos parasitos em si, de 

diferenças da resposta celular do hospedeiro humano versus murino ou de sutilezas no 

desenho experimental. No entanto, a compreensão da diversidade existente nas interações 

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 vão exigir adaptações específicas para cada forma 

da doença (KAYE e SCOTT, 2011). 
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3.5 Epidemiologia e diagnóstico das leishmanioses 

 

As leishmanioses estão entre as mais significantes doenças tropicais negligenciadas e 

tem sido considerada como grave problema de saúde pública classificada na categoria I (sem 

controle) pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (BOELAERT et al., 2004). As 

infecções de Leishmania spp. são endêmicas em 98 países de regiões temperadas e tropicais 

com 310 milhões de pessoas vivendo em áreas de risco para o desenvolvimento de uma das 

muitas formas da doença. A estimativa de prevalência anual global de todas as formas de 

leishmaniose é de quase 12 milhões, apresentando mais de 20mil mortes anuais (OMS, 2015). 

Cerca de 58 mil casos de leishmaniose visceral e 220 mil casos cutâneos são relatados 

oficialmente a cada ano. No entanto acredita-se que apenas cerca de dois terços dos países 

realmente reportem dados de incidência, sendo a notificação da doença mais escassa na 

África. Com base em avaliações de sub-notificação, a incidência global anual estimada para a 

forma visceral da doença é de cerca de 200mil-400mil novos casos e para LT é de 

aproximadamente 0,7l -1,2 milões (ALVAR et al., 2012; CROFT et al., 2006). A Figura 13 

mostra a distrubuição geográfica da LT e LV, segundo dados da OMS.  
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Figura 13. Distribuição geográfica das leishmanioses em 2012. (A) LT. (B) LV. 

(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(B)  

 

Fonte: OMS, 2015. 
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No período de 2009-2013, foram registrados no Brasil 115.164 casos de LT e 18.560 

de LV. O maior número de casos está concentrado na região Norte (39,7% dos casos 

registrados no país) e Nordeste (34,9% dos casos registrados no país) para LTA, apresentando 

39,7% e 34,9% dos casos registrados no país durante este mesmo período, respectivamente. Já 

com relação à LV,  a região Nordeste é a que apresenta maior percentual de casos notificados 

no Brasil (50,8%) (DATASUS, 2015). O país é responsável por 90 % dos casos notificados 

nas Américas e é o terceiro maior foco de LV global. No Brasil, a LV é uma doença que exige 

a notificação compulsória, cujos medicamentos para o tratamento são fornecidos 

exclusivamente pelo  governo e são liberados somente depois do relato do caso para o Sistema 

Brasileiro de Informações Reportável de Doenças (ARAÚJO et al., 2013; BELO et al., 2013). 

Como pacientes com leishmaniose não tratados são reservatório dos parasitos e, 

portanto, contribuem para a transmissão da doença,  o diagnóstico precoce e tratamento são 

considerados um componente essencial no controle da doença (CHAPPUIS et al., 2007). O 

diagnóstico parasitológico, utilizando como amostras a biopsia da lesão tegumentar ou o 

aspirado de medula óssea, constitui o padão-ouro para o diagnóstico da LT e LV, 

respectivamente (GOTO e LINDOSO, 2012; SRIVASTAVA et al., 2011). Para o diagnóstico 

etiológico, as alternativas incluem abordagens moleculares para a detecção de DNA de 

Leishmania spp. através de métodos baseados no PCR, que pode detectar o gênero 

Leishmania para confirmar a leishmaniose (como acontece com outros métodos 

parasitológicos) ou identificar as espécies de Leishmania (GOTO e LINDOSO, 2012). 

Embora tenha havido aumento substancial na aplicação de diagnóstico molecular no 

diagnóstico e identificação de espécies de Leishmania, sua utilização generalizada ainda é 

dificultado pela exigência de infra-estrutura laboratorial substancial e domínio de 

conhecimentos técnicos, estando limitado a laboratórios de referência bem estabelecidos 

(REITHINGER et al., 2007). 

Até o momento também não há vacinas disponíveis ou fármacos profiláticos para 

doença em humanos. Além disso, a ausência de uma candidata à vacina humana como 

profilática promissora, juntamente com a escassez de estudos de vacinas humanas, indica que 

uma vacina humana eficaz e rentável seja improvável em um futuro próximo (GOTO e 

LINDOSO, 2012; STOCKDALE e NEWTON, 2013).  

As outras medidas de controle e prevenção da doença consistem em evitar o contato 

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

Os cães são o principal reservatório de L. infantum chagasi em LV antropozoonótica. 

Apesar das evidências obtidas em estudos experimentais mostrarem diminuição da incidência 

da LV em cães e crianças após triagem sorológica de cães e sacrifício de animais 

soropositivos, a eficiência e aceitabilidade desta estratégia de controle é cada vez mais 

debatida (ALVAR et al., 2004; CHAPPUIS et al., 2007).  

Tratar cães infectados não é uma estratégia de controle eficaz, visto que os animais 

apresentam recaídas freqüentes e as leishmanias podem recuperar a infectividade semanas 

após o tratamento, apesar do animal ser considerado clinicamente curado. Além disso, a 

utilização generalizada de medicamentos veterinários em LV canina pode conduzir à 

resistência dos parasitos. A vacinação de cães seria, no entanto, a estratégia mais eficaz. 

Existiam no mercado duas vacinas anti-Leishmania destinadas à vacinação 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, Pecuária e Abastecimento, publicada no dia 11 de novembro de 2014, proibiu a 

fabricação da vacina Leishmune. De acordo com o Departamento de Fiscalização de Insumos 

Pecuários, a suspensão da licença de fabricação da vacina é decorrente do não cumprimento 

do regulamento técnico para pesquisa e desenvolvimento de produtos conforme regulamenta a 

normativa do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento nº31/2007, visto que a 

vacina não atendeu os requisitos de avaliação de eficácia vacinal feitas pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento e pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2014). Desta 

forma, apenas a vacina Leish-Tec está disponível para profilaxia contra LV em cães. 

 

3.6 Tratamento das leishmanioses 

 

O objetivo do tratamento consiste em acelerar a cura, reduzir o risco de formação de 

cicatrizes na LT e prevenir a progressão das leishmanioses (AMEEN, 2010). A terapia 

medicamentosa para leishmaniose tegumentar não mudou significativamente desde o início 

do século XX, quando começou. No entanto, o conhecimento sobre a diferença na atividade 

de fármacos frente a diferentes espécies de Leishmania spp. e sua manifestação clínica está 

aumentando lentamente (GOTO e LINDOSO, 2012). 
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Tradicionalmente, o tratamento da LV tem contado com o uso de antimônio 

pentavalente (estibogluconato de sódio 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 são a primeira linha de tratamento da 

leishmaniose ao longo dos últimos 74 anos, fato que está se modificando lentamente, devido à 

disponibilidade de opções de tratamento alternativo e surgimento de resistência na Índia ao 

longo dos últimos 24 anos, com falha do tratamento em até 60% dos casos em certas áreas da 

Índia, como no Estado de Bihar (ALVAR et al., 2006; CHAPPUIS et al., 2007). 

O mecanismo de ação dos antimoniais contra a leishmaniose envolve tanto fatores do 

hospedeiro como fatores do parasito. Sabe-se que os antimônios 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 preocupações é a toxicidade acumulativa, particularmente, o desencadeamento 

de efeitos adversos como arritmia cardíaca e pancreatite aguda. A elevação das enzimas 

pancreáticas decorrente do tratamento é visto com frequência, mas pancreatite clínica é 

incomum. Além disso, considerando eletrocardiograma (ECG), leve mudanças (achatamento 

da onda T ou inversão) são vistas em cerca de 50% dos pacientes.  A cardiotoxicidade severa 

também é incomum, mas potencialmente fatal, ocorrendo em menos de 9% dos casos. A 

monitorização do ECG deve ser garantida durante o tratamento e atenção especial deve ser 

dada para aqueles paciente com condições cardíacas pré-existentes. Os efeitos cardíacos são 

geralmente reversíveis dentro de dias a semanas após a descontinuação do tratamento (VAN-

GRIENSVEN e DIRO, 2012). Pacientes com idade inferior a 2 anos ou superior a 45, com 

sinais de LV avançada e/ou desnutrição severa, apresentam maior risco de morte durante a 

terapia antimonial, devido à toxicidade do fármaco, lentidão de ação deste medicamento, bem 

como às complicações de LV ou uma combinação de todos esses fatores (CHAPPUIS et al., 

2007). 

A pentamidina é um substituto eficaz para os antimoniais pentavalente e é 

frequentemente usada com segunda escolha de tratamento após falha do tratamento 

antimonial. A pentamidina apresenta a mesma eficácia que o tratamento antimonial conta LT 

causada por L. panamensis ou L. guyanensis no Brasil, Colômbia, Guiana Francesa e 

Suriname, mas é menos eficaz para L. braziliensis (SEIFERT, 2011; TUON et al., 2008).  
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Embora o mecanismo preciso de ação ainda não esteja totalmente elucidado, tem sido 

reportado que este fármaco entra em promastigotas através de transportadores de argina ou de 

poliamina, acumulando-se, principalmente, na mitocôndria (MUKHERJEE et al., 2005; 

PORCHEDDU et al., 2012). A pentamidina age sobre o genoma do parasito, dificultando a 

replicação e transcrição em nível mitocondrial. Estudos biofísicos e de cristalografia 

demonstram que grupos amidas carregados na pentamidina formam ligações de hidrogênio 

com O2 da timina ou com N3 da adenina, formando complexos na região do sulco menor do 

DNA. Modificação da morfologia do cinetoplasto e fragmentação de mitocôndrias do parasito 

também são ocasionadas por este fármaco (MISHRA et al., 2007; SEIFERT, 2011; TUON et 

al., 2008).  

O regime terapêutico consiste na administração de uma dose de 4mg/kg/dia deste 

fármaco, por via intramuscular, três vezes por semana em dias alternados, até que haja a cura 

do paciente, não excedendo a dose total recomendada de 2g (OURIVES-NEVES et al, 2011).  

Hipoglicemia e hiperglicemia são seus principais efeitos adversos. Outros efeitos colaterais 

comuns são dor no local da injeção, gosto metálico na boca, dor de cabeça, congestão e 

dispnéia. Efeitos secundários pouco frequentes incluem febre, parestesias faciais, ardência nos 

olhos, suor, tontura e fadiga. Os pacientes devem ser monitorados por causa da hipotensão e 

hipoglicemia (DAVID e CRAFT, 2009). 

A anfotericina B é um antifúngico da classe dos polienos que apresenta alta afinidade 

para o ergosterol, o principal esterol da membrana celular das Leishmania spp., formando 

canais iônicos não-aquosos (cátion seletivos) e aquosos, o que culmina no aumento da 

permeabilidade da membrana plasmática e morte do parasito (COHEN, 2010; LANIADO-

LABORÍN e CABRALES-VARGAS, 2009).  

Comercialmente, a anfotericina B é encontrada em quatro formulações diferentes: 

desoxicolato de anfotericina B (anfotericina B convencional, Fungizon®); anfotericina B 

lipossomal (Ambisome®); dispersão de colesterol e anfotericina B (Amphocil®); e 

formulação lipídica de anfotericina B (Abelcet®). Todas elas apresentam uma eficácia 

semelhante, mas diferem em efeitos colaterais. As formulações comumente utilizadas para o 

tratamento das leishmanioses são: desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal 

(SEIFERT, 2011). Além disso, a anfotericina B é o único fármaco 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 países 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 áreas do Estado de Bihar da Índia, onde a falha 

terapêutica é alta com o uso de antimoniais pentavalentes. A anfotericina B convencional é 

uma opção de tratamento eficaz, porém como apresenta elevada toxicidade, há necessidade de 

hospitalização prolongada. Febre, calafrios e rigor relacionada com a perfusão do 

medicamento são efeitos colaterais quase universais após o tratamento com anfotericina B 

convencional. Os efeitos colaterais adversos que ameaçam a vida, como a hipocalemia 

(baixos níveis de potássio no sangue), nefrotoxicidade e anafilaxia na primeira dose não são 

incomuns. Além disso, este fármaco é caro e requer um regime complexo (15 infusões lentas 

em dias alternados) (CHAPPUIS et al., 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). 

Anfotericina B lipossomal, miltefosina e paromomicina estão gradualmente 

substituindo antimoniais pentavalentes e anfotericina B convencional como os tratamentos 

preferenciais em algumas regiões, mas em outras áreas esses fármacos ainda estão sendo 

avaliados na monoterapia e em combinações terapêuticas (CHAPPUIS et al., 2007). 

Diferentes formulações lipídicas de anfotericina B, principalmente anfotericina B 

lipossomal, foram desenvolvida, combinando alta eficácia desse antifúngico com baixa 

toxicidade da preparação lipossomal. A anfotericina B lipossomal tem melhor distribuição e 

maior meia-vida nos tecidos, resultando em menor toxicidade e menos esquemas terapêuticos 

menos exigente. Esse fármaco é considerado por muitos especialistas como a melhor opção 

terapêutica existente contra LV, sendo usado como tratamento de primeira escolha na Europa 

e nos Estados Unidos, e apresenta uso cada vez maior em países de baixa renda per carpita. 

Regimes de tratamento recomendados variam entre as regiões geográficas e a programação de 

tratamento ideal ainda não foi determinada. Normalmente, uma dose total de 18 a 21 mg/kg 

de anfotericina B lipossomal tem sido recomendada, com diferentes esquemas terapêuticos 

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 coinfecção entre HIV e Leishmania spp., durante uma Reunião 

Consultiva Informal da OMS. No entanto, nestes pacientes, o risco de falha do tratamento é 

alto, independente do fármaco 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 função imunológica do paciente, mas a sua 

eficácia em prevenir recaídas é baixa (CHAPPUIS et al., 2007). 

Miltefosina, uma hexadecilfosfocolina que foi inicialmente desenvolvida como um 

fármaco anticâncer, é o primeiro medicamento oral eficaz para LV, fato que constituiu um 

grande avanço no tratamento da doença. Esse fármaco é o pilar do plano de eliminação da LV 

recentemente lançado no subcontinente indiano (DAVID e CRAFT, 2009).  A maioria dos 

dados sobre miltefosina são de áreas com LV antroponótica, ou seja, causada pela infecção 

com L. donovani. Em um estudo clínico recente de Fase IV, a taxa de cura final foi de 82% 

quando se avaliou a intenção de tratamento e de 95% ao realizar a análise de protocolo, com 

apenas três 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 níveis de aspartato aminotransferase 

(AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina. Os dados sobre o uso miltefosina no 

leste da África estão restritos a um estudo que foi realizado no norte da Etiópia, que 

demostrou que é tão segura e eficaz quanto estibogluconato de sódio em pacientes HIV-

negativos e mais seguro, porém menos eficaz, em pacientes coinfectados com HIV. Além 

disso, a miltefosina é potencialmente teratogênica e seu uso é, portanto, estritamente proibido 

em mulheres grávidas ou em mulheres que possam engravidar dentro de dois meses de 

tratamento, exigindo uma contracepção eficaz até vários meses após o seu uso (CHAPPUIS et 

al., 2007; VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). 

Miltefosina é licenciada em um número limitado de países, incluindo a Alemanha, 

Colômbia e Índia. Nesses países, a terapia com este fármaco tem sido cada vez mais 

explorada, principalmente em regiões de alta endemicidade, com o objetivo de identificar um 

regime terapêutico curto barato, bem tolerado, com a grande vantagem de pode ser 

administrada preferencialmente de forma ambulatorial, com exigência de monitorização 

clínica mínima. O longo tempo de meia-vida (150 horas), o fato da resistência do parasito ser 

facilmente induzida in vitro, combinados com uso irracional da miltefosina observado durante 

a auto-administração por pacientes, aumentaram a preocupação com o rápido surgimento de 

resistência ao medicamento em regiões endêmica para doença (VAN-GRIENSVEN e DIRO, 

2012). A crescente utilização de miltefosina para tratamento da leishmaniose canina na 

Europa também pode aumentar o desenvolvimento de resistência em L. infantum chagasi.  Na 
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Bolívia, miltefosina também pode ser usada para tratar LMC causada por L. braziliensis 

(CHAPPUIS et al., 2007; OMS, 2010). 

Paromomicina (anteriormente conhecida como aminosidina) é um antibiótico 

aminoglicosídeo, com boa atividade anti-Leishmania e está disponível em formulações 

parenterais e tópicas (DAVID e CRAFT, 2009). Vários estudos foram realizados em países de 

baixa e média renda per capita com paromomicina, um fármaco parenteral barato e eficaz, 

com uma toxicidade aceitável. Esse fármaco pode ser facilmente administrados por injeção 

intramuscular. Outras vantagens da paromomicina inclui o fato de ser ativa contra uma grande 

variedade de agentes patogênicos, incluindo bactérias (CHAPPUIS et al., 2007; VAN-

GRIENSVEN e DIRO, 2012).  

Os resultados de estudos iniciais na Índia e na África foram promissores, mas o 

fabricante original abandonou a produção do fármaco. Os resultados dos ensaios de Fase III 

realizados recentemente na Índia mostraram excelente eficácia e segurança. Não foi 

observada nefrotoxicidade, porém ototoxicidade reversível (lesões no interior ouvido) foi 

observada em 2% dos pacientes. Além disso, 1,8% dos pacientes apresentaram um aumento 

significativo (> cinco vezes) de transaminases hepáticas. Dor causada pela injeção leve foi 

relatado por mais de 50% dos pacientes. É importante mencionar que até o momento não há 

ensaios clínicos realizados em pacientes infectados com L. chagasi (CHAPPUIS et al., 2007; 

VAN-GRIENSVEN e DIRO, 2012). 

Sitamaquina é uma 8-aminoquinolina cuja eficácia por via oral contra LV foi 

relatada há mais de 20 anos. Estudos de Fase II foram realizados no Brasil, Quênia e Índia e 

apresentou taxas de cura que variaram de 27% a 87%, mas também houve vários casos de 

eventos adversos renais graves. Estudos clínicos de Fase II estão em andamento e os de Fase 3 

sendo planejadas na Índia (CHAPPUIS et al., 2007).  

A terapia combinada é o caminho sugerido para aumentar a eficácia do tratamento, 

prevenir o desenvolvimento de resistência a fármacos, reduzir a duração do tratamento e, 

talvez, diminuir o custo do tratamento, como tem sido verificado no tratamento de doenças 

como a malária, tuberculose e HIV (VAN-GRIENSVEN et al., 2010). A associação de 

estibogluconato de sódio e paromomicina foi considerada segura e eficaz em testes 

preliminares realizados na Índia e na África Oriental, e tem sido usado com sucesso em mais 

de 4 mil pacientes sudaneses pela Organização Não-Governamental Médicos Sem Fronteiras 

(CHAPPUIS et al., 2007). A politerapia através da combinação entre anfotericina B 
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lipossomal (5 mg/kg de dose única), paromomicina e /ou miltefosina também foi altamente 

eficaz (98% -99%), segura e agora foi incluída nas recomendações da OMS para o tratamento 

da doença 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 7g 

(LASSBio-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 

(LASSBio-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 1H and 13C NMR, IR 

and mass spectrometry. The analysis of the 1H and 13C 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 diastereoisomer. The unequivocal characterization of the 

relative configuration of iminedouble bond (E or Z) 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 diastereoisomer E. Based on these data and 

considering the similarity in chemical shifts of imine hydrogen in 1H 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 P21/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 



82 

 

(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)º 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) 

 

Figure 1: View of representative semicarbazone derivative 7g 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). 

 

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 µM) and the half maximal inhibitory 

concentration (IC50) was determined as illustrated in Table 2. Only compounds 7b 

and 7e showed cytotoxicactivity to mammalian cell with IC50 = 71.2 and 35.7 µM, 

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 µM. Compounds which presented 

an inhibition superior than 50% at 100 µM were selected to determine their IC50 

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 (IC50 = 21 µM), 7g 

(IC50 =11.9 µM), 6d (IC50 = 8.5 µM) and 6g (IC50 = 11.5 µM) presented the better 

trypanosomicidal profile being equipotent to the standard drug nifurtimox (IC50 = 

7.7µM). 

 

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 IC50 values < 100 µM 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 (IC50 = 74.0 µM), 7g (IC50 = 1.5 µM) and 7h (IC50 = 0.6 

µM) were active against amastigote forms of L. major; being compounds 7g and 7h 

more potent than pentamidine (IC50 = 17.1µM). 
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Table 2. Determination of the cytotoxicity of semicarbazone derivatives 

againstmacrophages (J774.A1), epimastigotes of T. cruzi and promastigote and 

amastigoteforms of L. major. 

 

N.D. = not determined.a:IC50 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 10-1µM). bIC50 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 µM);cIC50 is 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, 10-2 and 10-3µM). 

 

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 (7g) 

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) of39% (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-à-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 hERG 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 7g 

(LASSBio-1483), nifurtimox and pentamidine calculated using the Program 

ACD/Percepta 14.0.0 

 

 

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

usingProgram ACD/Percepta 14.0.0 

 

 

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

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

LASSBio-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). 

 

 

Figure 2: A) Chemical stability of the compound LASSBio-1483 (7g) at pH 2 and 

7.4;B) Plasma stability of compounds LASSBio-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 (254–265 nm). 1H NMR and 13C 

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), 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 
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constant flux. The injector was programmed to inject a volume of 20µL. The mobile 

phases usedwere: CH3CN:H2O 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 

λmax characteristic of each compound. Spectra were analyzed in FemtoScan 

software. Mass spectrometry was obtained by positive and negative ionization at 

Esquire 6000-ESI Ion 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 (ѵNH), 1717 (ѵCO); 1H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 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, CH3CN:H2O (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 (ѵNH). 1716 (ѵC=O); 
1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ 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); 13C-NMR 

(200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ152.2 (C=O), 150.9 (C1´), 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-1): 3356 (ѵNH2), 3102-3216 

(ѵ NH), 1634 (ѵ CO), 1634 (ѵ C=N); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm):  δ 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, 

CH3CN:H2O (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 (ѵNH), 1668 (ѵC=O), 

1011 (ѵ C-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ8.76 (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, NH2); 13C-

NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ 157.2 (CO), 138.9 (C4), 128.2 (C2 & C6), 



92 

 

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 HCl. 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 (ѵOH), 3190- 

3042 (ѵNH), 1651 (ѵCO), 1576 (ѵC=N); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 

δ5.97 (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, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3389-2894 (ѵOH), 3200- 

3088 (ѵNH), 1659 (ѵCO), 1523 (ѵC=N); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 

δ5.95 (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); 13C-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ101.33 (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=O), 

159.35 (COH); 98% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CH3CN:H2O (6:1)); MS: m/z = 

300,0 [M + H]+. 

 

3.3. (E)-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(2-nitrobenzylidene)hydrazinecarbo-

xamide (6c; LASSBio-1201) 

Yield: 89%, yellow solid, m.p.203-205 ˚C; I.R. (KBr) (cm-1): 3201-3094 (ѵNH), 1689 (ѵ 

CO), 1554 (ѵ C=N), 1522 & 1335 (ѵ NO2); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 

δ5.97 (s, 2H, H2), 6.84 (d, 1H, H7), 7.11 (d, 1H, H6), 7.27 (s, 1H, H4), 7.62 (t, 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, 1H, N=CH), 10.96 (s, 1H, Ar-NH); 99% purity in HPLC (R.T.=6.0 min, CH3CN:H2O 

(6:1)); MS: m/z = 329,1 [M + H]+. 

 

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 (ѵNH), 1682 

(ѵ CO), 1549 (ѵ C=N), 1507 & 1339 (ѵ NO2), 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 

δ5.97 (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); 13C-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 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 (C1´), 141,47 (C1), 143.32 (C3), 147.52 (N=CH), 147.90 (C=O), 153.49 (C4´). 

99% purity in HPLC (R.T.=6.0 min, CH3CN:H2O (6:1)); MS: m/z = 329.1 [M + H]+. 

 

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(ѵNH), 1686 (ѵ 

CO), 1549 (ѵ C=N), 740 ѵ (iPr); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ1.20 (d, 6H, 

(CH3)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); 13C-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ24.25 (CH3)2, 33.88 (CH), 

101.36 (C2), 102.96 (C7), 108.29 (C6), 113.40 (C4), 127.06 (C3´& C5´), 127.62 

(C6´& C2´), 132.68 (C5), 133.98 (C1´), 141.30 (C1), 143.04 (C3), 147.51 (N=CH), 

150.47 (C4´), 153.72 (C=O); 98% purity in HPLC (R.T.=13.4 min, CH3CN:H2O (6:1)); 

MS: m/z = 326.2 [M + H]+. 

 

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 (ѵNH), 3349-

2841 (ѵOH), 1666 (ѵCO), 1549 (ѵC=N); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 

δ3.85 (s, 3H, CH3), 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); 13C-NMR (300 MHz, DMSO-

d6) δ (ppm): 56.36 (CH3), 101.35 (C2), 102.94 (C7), 108.31 (C4), 110.48 (C6), 113.39 

(C6´), 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=O); 99% purity in HPLC 

(R.T.=3.7 min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3155(ѵNH), 1676 (ѵCO), 

1551 & 1325 (ѵ NO2); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ5.96 (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:H2O (6:1)); MS: m/z = 318,9 [M + H]+. 

 

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(ѵNH), 1698 (ѵCO), 

1501 & 1355 (ѵNO2), 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ5.96 (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, 1H, 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:H2O (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 (ѵNH), 1696 (ѵC=O), 

1492 (ѵ O-H), 1013 (ѵ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ 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´); 13C-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ156.1 (CO), 152.9 (N=CH), 

139.0 (C6´),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. 

CH3CN:H2O (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 (ѵNH), 1617 (ѵC=O), 

1488 (ѵ OH); 1015(ѵ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ 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´); 13C-

NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ158.87 (C=O), 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:H2O 

(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, 1H NMR, 13C 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 (ѵNH), 

1709 (ѵ C=O), 1537 e 1344 (ѵ Ar-NO2), 1013 (ѵ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-

d6) δ (ppm): δ 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); 13C-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ152.6 (C=O), 147.8 

(N=CH), 137.8 (C6´), 136.0 (C4), 133.2 (C1´), 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, 1H NMR, 13C 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 (ѵNH), 

1684 (ѵ C=O), 1541 e 1318 (ѵ Ar-NO2), 1009 (ѵ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-

d6) δ (ppm): δ11.16 (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); 
13C-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ152.80 (C=O), 147.41 (N=CH), 140.78 

(C4´), 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:H2O 

(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 (ѵNH), 1694 (ѵC=O), 

1012 (ѵ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ10.77 (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)2); 13C NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ153.0 (C=O), 150.0 (N=CH), 141.1 

(C4´). 138.1 (C4), 132.0 (C1´), 128.2 (C2 & C6), 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 (ѵAr-OH), 

3334(ѵNH), 1677 (ѵC=O), 1092 (ѵAr-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 

δ10.63 (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, OCH3); 13C-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ153.6 (C=O), 

148.9 (N=CH), 148.5 (C5´), 142.2 (C3´), 138.8 (C4), 128.8 (C2 & C6), 126.52(C1), 

126.3 (C1´), 122.1 (C6´), 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; I.R. (KBr) (cm-1): 3372 (ѵNH), 1694 (ѵ 

C=O), 1532 e 1327 (ѵ Ar-NO2), 1013 (ѵ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ 

(ppm): δ11.28 (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´); 13C-NMR (200 MHz. DMSO-

d6) δ (ppm): δ152.6 (C=O), 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 - 

H]-. 

 

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 (ѵNH),1688 (ѵC=O), 

1532 e 1326 (ѵ Ar-NO2), 1010 (ѵ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 

δ10.98 (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´); 13C-NMR (200 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ152.65 (C=O), 

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:H2O (7:1)), 

MS: m/z = 383.1 [M - H]-. 

 

Methodology for single crystal X ray diffraction measurements 

Orange plate-like crystals of 7g 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 CuKα 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 Å, 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 37ºC 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 27º 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 x105 cells per well in complete culture medium 10% 

FBS at 37 ºC. 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 µM). 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. IC50 (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 106
 /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 DMSO. 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 µM determined at day 5th was calculated as: PGI = {1-[(Ap 

-A0p)/(Ac - A0c)]} x 100, where Ap = A600 of the culture containing the compound at 

day 5; A0p = 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; A0c = A600 in the absence of the compound at day 0. To determine IC50, the 

parasite growth was followed in the absence (control) and presence of increasing 

concentrations of the corresponding compound (1 -100 µM). The IC50 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 
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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 105
 cells per well, in 

Schneider´s medium, supplemented with 10% FBS and 2% human urine. Each 

derivatives solution was added at increasing concentrations (10-3 – 100µM). 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. IC50 (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 2x105 adherent 

cells/well, infected with 2x106 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 µM), and kept for 24h at 37 °C, 5% CO2. After 24h, 

coverslips were washed, stained with Giemsa-MayGrünwald, 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. IC50 (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 1µL (0.01 mM) from a concentrated solution 

ofthe test compound 7g (concentration = 25 mM stock solubilized in DMSO) and 249 

µL acid buffer (0.2 M potassium chloride and 0.2 M HCl, 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 µL 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, 0.45µm 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 µL injection. 

Data were acquired by LC solution software, version 4.0, and the standard HPLC 

solvents used had acquired by TEDIA®. 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 1µL (0.01mM), 

of a stock solution 25 mM in DMSO, of sample to 249µL 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 µL of cold methanol, 500 µL 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 µL 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 (Å) for 7g. The characters“D” and 

“A” refer to hydrogen bond donor and acceptor. 

 

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 

7g 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 µM – 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, 105 
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 µmol/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(II) 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 Gonçalo 

Moniz Research Center, Fiocruz-BA. The parasites were maintained in vitro in Schneider’s 

medium, supplemented with 10% FBS and 2% human urine at 27º 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 37ºC with 95% humidity and 5% 

CO2. 

 

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 2x105 adherent 

cells/well, infected with 2x106 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 µM), and kept for 24h at 37 °C, 5% CO2. After 24h, coverslips were washed, stained with 

Giemsa-MayGrünwald, 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 µM and 10 µM) 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 1x105 cells/ml and then treated with 

pentamidine or derivatives (100 µM and 10 µM) 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 1x105 cells/ml and then treated 

with pentamidine or derivatives  (100 µM and 10 µM) 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 1x105 cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives  (100 µM and 10 

µM) 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. 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.  

 

 



115 

 

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 1x105 cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives  

(100 µM and 10 µM) 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. 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 (1x105 cells) were treated with doses of derivatives of 100 

µM or 10 µM 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% OsO4, 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 CO2, 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, 105 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 µmols/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 µM (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 IC50 value (i. e. the sample concentration 

causing 50% reduction in survival/viability of the parasites) for intracellular amastigote forms 

of L. amazonensis. The IC50 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 IC50 value of 16.7 ± 2.3, 39.8 ± 8.2, 3.5 ± 0.6 and 23.8 ± 0.3 

µM,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 IC50 of 2.7 ± 0.3 and 4.2 ± 1.1 µM, 

which were more potent than pentamidine (IC50 of 78.4 ± 4.7 µM) or miltefosine (IC50 of 32.1 

± 1.1 µM). The other derivatives 7f (IC50 of 81.5 ± 5.9 µM) , 7g (IC50 of 31.7 ± 5.8 µM) and 

6g (IC50 of 89.7 ± 5.8 µM) were as potent as reference drugs. 

Interestingly, the in vitro treatments with 7g at 100 µM and 10 µM 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 µM 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 µM elevated the number of 

L. amazonensis promastigotes at G0/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 µM and 10 µM) 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 µM (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 µmol/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 Benítez 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 IC50 

values ranging from 1.33 to 33.39 µM 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 T. 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 [IC50 value of 3.5 µM 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 µM and 10 µM 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 c 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 
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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 µM and 10 µM for 48h by flow cytometer analysis 

(Figure 2E). The treatment with 7g at 100 µM 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 µM and 10 µM 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 µM induced a significant increase in the proportion of cells in 

the G0/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 µmols/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 µM.  

 

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 µM  for 48 h. 

 

Figure 4. In vivo efficacy of 7g, miltefosine and glucantime treatments (30 µmols/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 µmols/kd/dia x 28 days) in BALB/c mice infected with L. amazonensis. 

(A) Log10 of parasites loads of the infected ear. (B) ) Log10 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 µmols/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 µmols/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. 

 

 

 

 

 

 



138 

 

Figure 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M
ed

iu
m

D
M

SO
 0

.0
3%

Pen
ta

m
id

in
e

M
ilt

ef
osi

ne

LA
SSB

io
 1

06
4

 6
a 6b 6c 6d 6e 6f 6g 6h 7a  7

b
 7

c 7d 7e 7f 7g 7h

0

100

200

300

400

***
***

***
***

***

**
***

48
.4

%

54
.5

%

35
.6

%

93
.2

%81
.4

%

71
.6

%

48
.1

%

30 µµµµM

N
u

m
b

e
r 

o
f 

a
m

a
s
ti

g
o

te
s

o
f

L
. 

a
m

a
zo

n
e
n

s
is

/1
0
0
 m

a
c
ro

p
h

a
g

e
s



139 

 

Figure 2 

 (A)                                                                    

 

(B) 

  

M
ed

iu
m

D
M

SO
 0

.1
% Mµµµµ

Pen
ta

m
id

in
e 

10
0 

Mµµµµ
10

 
Mµµµµ

7g
 1

00
 

Mµµµµ
10

 

0

20

40

60

80
***

***
*** ***

A
n

n
e
x
in

 V
 b

in
d

in
g

L
.

a
m

a
zo

n
e
n

s
is

p
ro

m
a
s
ti

g
o

te
s
 (

%
)

M
ed

iu
m

DM
SO

 0
.1

% Mµµµµ

Pen
ta

m
id

in
e 

10
0

Mµµµµ
10

Mµµµµ

7g
 1

00
Mµµµµ

10

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

7
-A

A
D

 b
in

d
in

g
L

.
a

m
a

zo
n

e
n

s
is

p
ro

m
a

s
ti

g
o

te
s

 (
%

)



140 

 

M
ed

iu
m

D
M

SO
 0

.1
% Mµµµµ

Pen
ta

m
id

in
e 

10
0 

Mµµµµ
10

 
Mµµµµ

7g
 1

00
 

Mµµµµ
10

 

0

20

40

60

80

100

**

*** ***
***

%
 o

f 
d

e
s
p

o
la

ri
za

ti
o

n
 o

f 
m

it
o

c
o

n
d

ra
l

m
e
m

b
ra

n
e
 i

n
 p

ro
m

a
s
ti

g
o

ta
s

o
f

L
. 

a
m

a
zo

n
e
n

s
is

(C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(D)                                                                    

 

M
ed

iu
m

D
M

SO
 0

.1
% Mµµµµ

Pen
ta

m
id

in
e 

10
0 

Mµµµµ
10

 
Mµµµµ

7g
 1

00
 

Mµµµµ
10

 

0

20

40

60

80

***

***

%
 o

f 
c
a
s
p

a
s
e
-p

o
s
it

iv
e

L
. 

a
m

a
zo

n
e
n

s
is

 p
ro

m
a
s
ti

g
o

te
s



141 

 

(E) 

 

 

(F) 

 

 

 

 

M
ed

iu
m

D
M

SO
 0

.1
% Mµµµµ

Pen
ta

m
id

in
e 

10
0 

Mµµµµ

 1
0 

Mµµµµ

7g
 1

00
 

Mµµµµ
10

 

0

1

2

3

4

5
***

A
u

to
p

h
a
g

y
 i

n
d

u
c
ti

o
n

 r
a
ti

o
in

L
. 

a
m

a
zo

n
e
n

s
is

p
ro

m
a
s
ti

g
o

te
s

M
ed

iu
m

D
M

S0 
0.

1% Mµµµµ

Pen
ta

m
id

in
e 

10
0 

Mµµµµ

Pen
ta

m
id

in
e 

10
 

Mµµµµ

7g
 1

00
 

Mµµµµ

7g
 1

0 

0

10

20

30

40

50
**

*
***

***

*

G0/G1
S
G2/M

C
e
ll

 c
y
c
le

 o
f

L
. 

a
m

a
zo

n
e
n

s
is

p
ro

m
a
s
ti

g
o

te
s



142 

 

Figure 3 
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Figure 4 

(A) 

 

(B) 

 

 

0 5 10 15 20 25 30

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00
Control
Miltefosine (v.o.)
Glucantime (i.p.)
7g (v.o.)
7g (i.p.)

Time (days after the initiation of treatment)

∆∆ ∆∆
 T

h
in

c
k
n

e
s
s
 o

f
th

e
 l

e
s
s
io

n
 o

f 
e
a
r 

(m
m

)

Not-infected control

0,5 cm

Infected control

0,5 cm

Miltefosine (p.o.)

0,5 cm

Glucantime (i.p.)

0,5 cm

7g (p.o.)

0,5 cm

7g (i.p.)

0,5 cm



144 

 

Figure 5  
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Figure 6 
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Figure 7 
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Tables 

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

forms of L. amazonensis and L. braziliensis. 

Substance 

Amastigotes of L. amazonensis Amastigotes of L. braziliensis
 

IC50
 a ± s.e.m.) 

(µM) 

Maximmum 

cytotoxicity 

(% ± s.e.m.) 

IC50
 a ± s.e.m.) 

(µM) 

Maximmum 

cytotoxicity 

(% ± s.e.m.) 

Miltefosine 
22.0 ± 1.8  

59.1 ± 5.6*** 
78.4 ± 4.7  

 

61.7 ± 2.2**  

 

Pentamidine 
32.8 ± 4.6  

 
58.1 ± 4.9*** 

32.1 ± 1.1  

 

84.0 ± 1.5**  

 

LASSBio 1064 >100 NA >100 NA 

6g 23.8 ± 0.3  71.6 ± 1.6***  89.7 ± 5.8  52.9 ± 2.4**  

7a >100 µM  35.6 ± 0.5**  2.7 ± 0.3  74.6 ± 2.8**  

7e 16.7 ± 2.3  81.5 ± 1.6***  4.2 ± 1.1  74.6 ± 8.8**  

7f 39.8 ± 8.2 66.1 ± 3.4*** 81.5 ± 5.9  56.7 ± 2.4**  

7g 3.5 ± 0.6 93.2 ± 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 µM.a:IC50 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 µM). 
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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.1 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.2 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.3,4  

Leishmaniasis remains a major public health problem worldwide, considering they are 

endemic in 98countries or territories with more than 350 million people at risk5, 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. 6,7 

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.5,-7 

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. 8,9 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. 10 

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. 11-13 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.14 

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.10 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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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 temperature.15 

Subsequently, to obtain the intermediate 9 or 10 condensation reaction was performed with 

phenyl chloroformate, using chloroform as solvent. 16 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, 17 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 1H and 13C NMR, IR and mass spectrometry. All 

compounds were synthetized as a single diastereoisomer. This was observed by analyzing the 

1H and 13C 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 1H 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 

 

,  

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 µM) 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 (4c), LASSBio 1708 

(3b), LASSBio 1709 (4b) and LASSBio 1736 (3d) at concentration of 100 µM, 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 

LC50 of 78.1 µM, 86.2 µM and 85.2 µM. On the other hand, the other treatments with 

derivatives, lead compound or reference drugs did not affect the viability of host cells at 100 

µM. 

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 µM was LASSBio 1737 (3c). In this form, the 

IC50 values of LASSBio 1491 (4e), LASSBio 1492 (9), LASSBio 1493 (11), LASSBio 1702 

(10), LASSBio 1703 (3e), LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1706 (4c), LASSBio 1707 (3c), 

LASSBio 1708 (3b), LASSBio 1709 (4b), LASSBio 1710 (12) and LASSBio 1736 (3d) 

against promatigotes of L. major were 7.5 µM, 3.7 µM, 0.2 nM, 13.2  µM, 8.7 µM, 0.5 nM, 

0.6 µM, 3.9 µM, 0.3 µM, 0.8 µM, 33.7 nM and 0.4 µM, 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 IC50 values of 7.3 µM, 4.5 µM, 8.5 µM and 15.9 µM, respectively. Moreover, 

the treatment with these four compounds were more potent than the use of miltefosine (IC50 of 

85.3 µM) or the lead compound LASSBio 1064 (IC50 of 70.4 µM). 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 µM (Figure 1) and observed LASSBio 1492 (9), LASSBio 1493 (11), LASSBio 1704 

(4a), LASSBio 1706 (4c), LASSBio 1707 (3c), LASSBio 1708 (3b) and LASSBio 1736 (3d) 

diminished the number of intracellular amastigotes. Then,  considering  everyone else in vitro 
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results, some derivatives were selected to determination of IC50 value for intracellular 

amastigote forms of L. amazonensis (Table 2). In this case, the most active compounds were 

LASSBio 1704 (IC50 of 85.3 µM  and maximum effect of 55.6 ± 1.4%) and LASSBio 1736 

(IC50 of 84,0 µM  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 (4c) and 

LASSBio 1736 (3d) at different concentrations (1–100 µM) 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 IC50 values for amastigotes L. braziliensis 

were 7.7 µM, 8.0 µM, 3.6 µM and 5.3 µM, respectively. Indeed, these four compound were 

more potent than miltefosine (IC50 of 78.4 µM), pentamidine (IC50  of  32.1 µM)  or LASSBio 

1064 (IC50 of 64.2 µM) 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 (4c), 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 µmols/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 (3c) 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.6 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. 19 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 (3c)  

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. 20  

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 21 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. 

Hernández et al. 22 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 2,4–

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 (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 LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1707 (3c) 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 µM 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. 23 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. 24 Cysteine proteases are key enzymes in 

many parasitic biochemical pathways and constitute potential targets in the search for drugs 

against several tropical infectious diseases. 25, 26 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.27 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). 1H NMR and 13C 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 20µL. The mobile 

phases used were: CH3CN:H2O 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 λ 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 Ion Trap MS
n 

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% N2H4. 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; I.R. (KBr) (cm-1): 3309 (ʋ NH); 1663 (ʋ C=O); 

1616 (δ N-H); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 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, NH2); 
13C-NMR (50 

MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ 164,73 (C=O); 134,61 (C2´); 134,45 (C4´); 131,57 (C6´); 130,48 

(C1´); 129,13 (C3´); 127,23 (C5´); 98% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CH3CN:H2O (6:1)) 

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

Yield: 70%, white solid, m.p. 190-192 ˚C; I.R. (KBr) (cm-1): 3310 (ʋ NH); 1656 (ʋ C=O); 

1591 (δN-H); 1008 (ʋC-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm):; 98% purity in HPLC 

(R.T.=3.6 min, CH3CN:H2O (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 (5mmols) 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;I.R. (KBr) (cm-1): 3247 (ʋ NH); 1741 e 1661 (ʋ 

C=O); 1033 (ʋ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 10,49 (s, 1H, Hb); 10,05 

(s, 1H, Hc), 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); 13C-NMR (50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): δ 163,12 (Cd, C=O), 154,24 

(Ca, C=O); 150,61 (C2´); 135,42 (C4´), 133,15 (C6´); 131,71 (C1´); 130,54 (C1); 129,51 (C2 

e C6); 129,45 (C3 e C5); 127,48 (C3´); 125,44 (C5´); 121,50 (C4); 98% purity in HPLC 

(R.T.=4.25 min, CH3CN:H2O (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;I.R. (KBr) (cm-1): 3277 (ʋ NH); 1730 e 1661 (ʋ 

C=O); 1010 (δ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 10,66 (s, 1H, Hb); 9,92 (s, 

1H, Hc); 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, J=8 Hz); 7,26 (d, 1H, H4, J=6 Hz); 7,18 (d, 2H, H3 e H5, J=8 Hz); MS: m/z= 300,1 [M 

+ H]+; 97% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CH3CN:H2O (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;I.R. (KBr) (cm-1): 3297 (ʋ NH); 1698 (ʋ C=O); 1651 (δN-H); 

1041 (ʋC-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 10,17 (sl, 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, NH2); 
13C-NMR (50 

MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,08 (Ca, C=O); 159,38 ( Cd, C=O); 135,05 (C2´); 133,57 
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(C4´); 131,75 (C6´); 130,89 (C1´); 128,38 (C3´); 127,21 (C5´); MS: m/z= 263,0 [M + H]+; 

97% purity in HPLC (R.T.=3.6 min, CH3CN:H2O (6:1)) 

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

Yield: 64%, white solid, m.p. 187-190 °C;I.R. (KBr) (cm-1): 3328 (ʋ NH); 1676 e 1597 (ʋ 

C=O); 1013 (δ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 10,24 (sl, 1H, Hb); 8,17 (s, 

1H, Hc); 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, 

NH2); 
13C-NMR (50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,7 (Ca, C=O); 160,3 (Cd, C=O); 136,9 

(C4´); 132,0 (C1´); 129,9 (C2´e C6´); 128,9 (C3´e C5´); MS: m/z227; 97% purity in HPLC 

(R.T.=3.6 min, CH3CN:H2O (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 (1eq) 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;I.R. (KBr) (cm-1): 3436-1852 (ʋ OH);3232 (ʋ NH); 

1708 (ʋ C=O); 1655 (δ N-H); 1046 (ʋC-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 10,66 

(s, 1Hb); 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); 13C-NMR (50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,3 (Cd, C=O); 155,9 (Ca, 

C=O); 154,8 (N=CH); 139,1 (C6); 135,1 (C2´); 133,5 (C4´); 131,7 (C6´); 130,8 (C2); 130,5 

(C1´); 129,4 (C4)127,3 (C3´); 127,1 (C5´); 120,3 (C1); 119,1 (C5); 116,0 (C3); MS: m/z365; 

99% purity in HPLC (R.T.=3.52 min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): ; 1H-NMR (200 MHz, DMSO-

d6) δ (ppm): δ 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); 13C-NMR (50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm):; MS: m/z365; 98% purity in HPLC 

(R.T.=3.12 min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3362 (ʋ NH); 1694 (ʋ C=O); 

1651 (δN-H); 1098 (ʋC-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 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); 13C-

NMR(50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,3 (Cd, C=O); 158,7 (Ca, C=O); 155.0 (N=CH); 

141,2 (C4); 135,1 (C2´)133,6 (C4´); 131,7 (C6´); 130,8 (C1´); 129,4 (C1); 128,5 (C2 e C6); 

127.3 (C3´); 125,5 (C5´); 115,41 (C3 e C5); MS: m/z365; 99% purity in HPLC (R.T.=3.05 

min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3555 (ʋ NH); 1703 (ʋ C=O); 

1655 (δN-H); 1015 (ʋC-Cl); 1164-1105 (C-F); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 

10,93 (s, 1H, Hb); 10,17 (s, 1H, Hc); 9,34 (s, 1H, He); 8,07 (d, 2H, H3 e H5, 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´); 13C-

NMR(50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,33 (Cd, C=O); 154,71 (Ca, C=O); 139.19 (N=CH); 

138,54 (C4); 135,20 (C3 e C5); 133,59 (C2 e C6); 131,77 (C2´); 130,80 (C4´); 128,68 (C6´); 

128,05 (C1´); 127,45 (C3´);  127,36 (C5´); 125,38 (C1); 121,47 (CF3); MS: m/z417; 99% 

purity in HPLC (R.T.=5.82 min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): : 3387 (ʋ NH); 1727 (ʋ C=O); 

1667 (δN-H); 1015 (ʋC-Cl); 1244 e 1281 (N=O); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (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); 13C-NMR(50 

MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,2 (Cd); 154,0 (Ca); 152,7 (C2); 151,2 (N=CH); 135,1 (C2´); 

133,3 (C4´); 131,7 (C1); 130,7 (C6´); 129,3 (C5´); 129,1 (C1´); 127,2 (C3´); 115,0 (C3); 

112,5 (C4); ); MS: m/z384; 99% purity in HPLC (R.T.=3.41 min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3309(ʋ NH); 1701 e 1545 (ʋ C=O); 

1664 e 1484 (δ N-H); 1011 (δ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (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 H5´, J=8Hz); 7,17 (t, 1H, H4, 

J=6Hz); 6,88-6,81 (m, 2H, H3 e H5); 13C-NMR(50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,2 (Cd, 

C=O), 156,0 (Ca, C=O); 155,1 (N=CH); 136,5 (C6); 131,5 (C4´); 130,4 (C1´); 129,3 (C2´e 

C6´); 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:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3342(ʋ NHCO); 1692 (ʋ C=O); 

1655 (ʋ N-H); 1015 (ʋ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 10,62 (s, 1H, Hb); 

10,28 (s, 1H, Hc); 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); ); 
13C-NMR (50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm):; MS: m/z331; 98% purity in HPLC (R.T.=4.24 min, 

CH3CN:H2O (1:1)). 

4.8. Procedure for the preparation of compound (E) -1- (4-hydroxybenzylidene) -5- (4-

chlorobenzoyl) carbonohidrazida (4c; LASSBio-1706) 

Yield: 86%, white solid, m.p. 223-225 °C; I.R. (KBr) (cm-1): 3369(ʋ NH); 1701 (ʋ C=O); 

1651 (ʋ N-H); 1014 (ʋ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (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); 13C-NMR(50 MHz. 

DMSO-d6) δ (ppm): 165,2 (Cd, C=O); 158,7 (Ca, C=O); 155,3 (N=CH); 141,2 (C4); 136,5 

(C4´); 131,5 (C2´e C6´); 129,3 (C2 e C6); 128,5 (C3-C5 e C1´); 125,6 (C3´e C5´); 115,4 

(C1); MS: m/z331; 99% purity in HPLC (R.T.=2.95 min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3338(ʋ NH); 1701 (ʋ C=O); 

1663 (ʋ N-H); 1015 (ʋ Ar-Cl); 1131 e 1100 (C-F); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 

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); 13C-NMR(50 MHz. DMSO-d6) δ (ppm): 165,2 (Cd, C=O); 155,0 (Ca, C=O); 

139,1 (N=CH); 138,5 (C4); 136,5 (C3 e C5); 131,4 (C2 e C6);  129,30 (C2´e C6´); 128,5 

(C3´e C5´); 127,3 (C4´); 125,3 (C1); 125,3 (C1´); 121,4 (CF3); ); MS: m/z383; 99% purity in 

HPLC (R.T.=5.95 min, CH3CN:H2O (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; I.R. (KBr) (cm-1): 3246 (ʋ NH); 1659 e 1504 (ʋ 

C=O);1596 e 1351 (δ Ar-NO2); 1015 (δ Ar-Cl); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): δ 

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); 13C-NMR(50 MHz. 

DMSO-d6) δ (ppm): 165,32 (Cd, C=O); 154,57 (Ca, C=O); 152,84 (N=CH); 152,40 (C2); 

136,69 (C4´); 131,38 (C1´); 129,38 (C2´e C6´); 129,22 (C1); 128,62 (C3´e C5´); 115,16 (C3); 

112,62 (C4); MS: m/z350; 98% purity in HPLC (R.T.=3.81 min, CH3CN:H2O (6:1)). 

Biology 

5. Parasite culture 

Promastigotes of L. major IOC/L0581 (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 Gonçalo Moniz 

Research Center - Fiocruz. The parasites were maintained in vitro in Schneider’s medium, 

supplemented with 10% FBS and 2% human urineat 27º 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 37ºC with 95% humidity and 5% 

CO2. 

 

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 x105 cells per well in complete culture medium10% FBS at 37 ºC. 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 were added at serial concentrations (0.1 – 100 

µM). 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 

1x105 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 – 100μM). 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). 32  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.33 The murine 

macrophages (J774.A1 cell line) were prepared in 24-well vessels (Corning) at 2x105 adherent 

cells/well, infected with 2x106 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 µM), and kept for 24h at 37 °C, 5% CO2. After 24h, coverslips were washed, stained with 

Giemsa-MayGrünwald, 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, 1x105 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 µmols/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.35  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  

Compound 
J774 cell line L. major Promastigotes L. major Amastigotes

LC50
a Cytotoxity 

(% ± s.e.m.)b IC50
a 

Maximum Effect 
(% ± s.e.m.)b 

SIc IC50
a

 
Maximum Effect

Miltefosine > 100 µM NC 3.1 ± 0.2 µM  
88.1 ± 0.1** 

 
>32.3 85.3 ± 14.7 µM 

Pentamidine > 100 µM NC 0.8 ± 0.1 µM 72.6 ± 2.0** >125 17.1 ± 5.6 µM 

LASSBio 1064 > 100 µM NC >100 µM NA - 70.4 ± 5.1 µM 

LASSBio 1491 (4e) > 100 µM NC 7.5 ± 0.3 µM 68.4 ± 0.1** >13.3 7.3 ± 0.6 µM 

LASSBio 1492 (9) > 100 µM NC 3.7 ± 0.1 µM 67.5 ± 0.1** >27.0 4.5 ± 2.9 µM 

LASSBio 1493(11) > 100 µM NC 0.2 ± 0.1 nM 75.7 ± 5.8** >500000 >100 µM 

LASSBio 1702(10) > 100 µM NC 13.2 ± 8.6 µM 78.9 ± 2.7** >7.6 >100 µM 

LASSBio 1703 (3e) > 100 µM NC 8.7 ± 1.2 µM 53.0 ± 3.1** >11.5 >100 µM 

LASSBio 1704 (4a) > 100 µM 48.2 ± 9.1* >100 µM 46.3 ± 8.2** - NT 

LASSBio 1705 (3a) 78.1 ± 4.5 µM 70.2 ± 2.6** 0.5 ± 0.1 nM 75.7 ± 5.0** 156200 8.5 ± 0.8 µM 

LASSBio 1706 (4c) 86.2 ± 8.7 µM 54,3 ± 6,3** 0.6 ± 0.2 µM 54.5 ± 10.0** 143,7 NT 

LASSBio 1707 (3c) > 100 µM NC 3.9 ± 0.4 µM 70.0 ± 1.2** >25,6 15.9 ± 4.1 µM 

LASSBio 1708 (3b) > 100 µM 42.9 ± 15.5* 0.3 ± 0.1 µM 62.6 ± 1.6** >333.3 NT 

LASSBio 1709 (4b) 85.2 ± 2.3 µM 59.3 ± 0.9** 0.8 ± 0.1 µM 63.8 ± 1.8** 106,5 NT 

LASSBio 1710 (12) > 100 µM NC 33.7 ± 18.5 nM 72.5 ± 5.1** >2967,4 >100 µM 

LASSBio 1736 (3d) > 100 µM 48.1 ± 0.3* 0.4 ± 0.2 µM 77.6 ± 4.2** >250 NT 

LASSBio 1737 (4d) > 100 µM NC >100 µM NA - NT 

aLethal Concentration 50% (LC50) and Inhibitory Concentration 50% (IC50) were calculated by concentration-response curves 
toxic and expressed as mean ± standard error of the mean calculated by concentration-response curves toxic. bCytotoxicity 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 μM in compared to DMSO group. NA: substance presents no significant inhibitory activity 
for the parasite to the concentration of 100 μM 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. 

Compound 

L. amazonensis Amastigotes L. braziliensis Amastigotes 

IC50
a (µM)a 

Maximum 
Effect 

(% ± s.e.m.)b 

SIc 
IC50

a 

(µM)a 

Maximum 
Effect 

(% ± s.e.m.)b 

SIc 

Miltefosine 22.0 ± 1.8 58.1 ± 4.9** >4.5 78.4 ± 4.7 61.7 ± 2.2** >1.3 

Pentamidine 32.8 ± 4.6 59.1 ± 5.6** >3.0 32.1 ± 1.1 84.0 ± 1.5** >3.1 

LASSBio 1064 >100 NA - 64,2 ± 5,8 66.7 ± 4.2** >1.6 

LASSBio 1491 
(4e) 

>100 NA 
- 

>100 47.5 ± 2.2** 
- 

LASSBio 1492 
(9) 

>100 49.4 ± 4.7** 
- 

>100 47.5 ± 2.2** 
- 

LASSBio 1493 
(11) 

>100 51.9 ± 4.7** 
- 

7.7 ± 1.4 66.6 ± 0.3** 
>13.0 

LASSBio 1704 
(4a) 

85.3 ± 5.0 55.6 ± 1.4** >1.2 >100 48.1 ± 4.5** 
- 

LASSBio 1705 
(3a) 

>100 NA 
- 

8.0 ± 0.4 67.1 ± 7.4** 9.8 

LASSBio 1706 
(4c) 

>100 NA 
- 

3.6 ± 0.6 70.4 ± 1.9** 23.9 

LASSBio 1707 
(3c) 

>100 44.4 ± 0.2** 
- 

>100 NA 
- 

LASSBio 1708 

(3b) 
>100 31.0 ± 1.7** 

- 
>100 NA 

- 

LASSBio 1710 
(12) 

>100 42.7 ± 5.3** 
- 

>100 32.6 ± 3.3* 
- 

LASSBio 1736 
(3d) 

84,0 ± 0,3 57.6 ± 0.2** 
>1.2 

5.3 ± 2.6 57.2 ± 5.2** >18.9 

aInhibitory Concentration 50 (IC50) was calculated by concentration-response curves toxic and expressed as mean ± standard 

error of the mean. bMaximum 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 µM compared to DMSO group. 

 



175 

 

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

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

 

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 µmols/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 µmols/kd/dia x 28 days, i.p.) in BALB/c mice infected with 

L. amazonensis. (A) Log10 of parasites loads of the infected ear. (B)  Log10 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 µmols/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,  LASSBio 

1705,  LASSBio 1706,   LASSBio 1707,    LASSBio 1710 and LASSBio 1736 treatments 

(30 µmols/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 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7  
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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 µM and 10 µM. 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 27º 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 µM and 10 µM) 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 1x105 cells/ml and then treated with 

pentamidine or derivatives (100 µM and 10 µM) 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 1x105 cells/ml and then treated 

with pentamidine or derivatives  (100 µM and 10 µM) 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 1x105 cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives  (100 µM and 10 

µM) 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. 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 1x105 cells/ml and then treated with pentamidine or derivatives  
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(100 µM and 10 µM) 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. 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 (1x105 cells) were treated with doses of derivatives of 100 

µM or 10 µM 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 µM and 10 µM 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 µM and 10 µM) 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 µM and 10 µM 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 µM for 48h induced membrane damage on 1.0% of promastigotes. 

LASSBio 1705 and LASSBio 1736 at 100 µM 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 µM 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 µM 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 µM and 10 µM for 

48h) did not induce exacerbated autophagic process (Figure 4). Additionally, LASSBio 1707 

at 100 µM elevated the number of L. amazonensis promastigotes at S phase of cell cycle 

(Figure 5). On the other hand, LASSBio 1736  at 100 µM 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 µM and 10 µM) 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 µM and 10 

µM) 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 kinetoplastid 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 µM 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 c 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 µM and 10 µM) 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 µM and 10 µM by 48h (Figure 5). Analysis of cell population at 

different cell cycle stages is possible after staining with 7-AAD and subsequent flow 

cytometric analysis. Cells at G0/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 µM induced a significant increase in the proportion of cells 

in the S phase. On the other hand, LASSBio 1736 at 100 µM 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. 
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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 

µM and 10 µM 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 µM and 10 µM 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 µM and 10 µM 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 µM and 10 µM 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 µM and 10 µM for 

48 h. 
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Figure 1 
 
 (A)                                                  (B) 
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Figure 3 
 

 

Figure 4 
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Figure 5 
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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 µmols/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 (IC50 between 53.3 ± 2.6 to 58.3 ± 2.0 µM); 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. chagasi(MCAN/BR/89/BA262) were obtained from Dr. Valéria de Matos 

Borges at Gonçalo Moniz Research Center - Fiocruz. The parasites were maintained in vitro 

in Schneider’s medium, supplemented with 20% FBS and 2% human urine at 27º 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 2x105 adherent cells/well, infected with 2x106 

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 µM), and kept for 24h at 

37 °C, 5% CO2. After 24h, coverslips were washed, stained with Giemsa-MayGrünwald, 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 × 107/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, 1x107 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 µmols/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 IC50 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 
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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(IC50 of 58.3 µM  and maximum effect of 57.7 ± 4.9%), LASSBio 1707 (IC50 of 53.3 µM  

and maximum effect of 63.3 ± 3.1%), LASSBio 1710 (IC50 of 55.0 µM  and maximum effect 

of 58.9 ± 4.9%) and LASSBio 1736(IC50 of 57,6 µM  and maximum effect of 57.0 ± 1.9%) 

presented similar efficacy and potency to standard drugs pentamidine (IC50 of 65.1 µM  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 µmols/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 µmols/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 DALYs (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 JAK2 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). 



212 

 

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 µmols/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 

µmols/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 µmols/kd/dia x 

28 days, i.p.), LASSBio 1707 and LASSBio 1736 treatments (30 µmols/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 µmols/kd/dia x 28 days, i.p.), 

LASSBio 1707 and LASSBio 1736 treatments (30 µmols/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 µmols/kd/dia x 28 days, i.p.), LASSBio 

1707 and LASSBio 1736 treatments (30 µmols/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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Figures 
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Figure 2 
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Figure 3 
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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 
LC50

a 
(µM± S.E.M) 

Maximum Effect  
(% ± S.E.M.) 

Miltefosine  76.7 ± 2.9  85.1 ± 0.6**  
Pentamidine  65.1 ± 4.9  66.4 ± 3.7**  

LASSBio 1064 >100 NA 
LASSBio 1492 58.3 ± 2.0  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<0.01 wereconsidered significant in relation to DMSO 0.1% 
group. a: LC50 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 µM. 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, LASSBio 1485, 
LASSBio 1491 and LASSBio 1492 and pentamidine not affected the viability of spleen 
cells until the concentration of 100 µM, evidenced by propidium iodide incorporation. The 
inhibitory effects of pentamidine (IC50 value =8.1 ± 0.9 µM and EMAX = 63.2 ± 2.9% ) and 
LASSBio 1491 (IC50 value of 8.3 ± 0.3 µM and EMAX = 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 25µM.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 
µmols/kg/day x 35 days) and glucantime (as standard drug at 30 µmols/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 37ºC, 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 µL 

aliquot of the cell suspension was stained with 10 µL 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 FACSCantoII (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 2x105 adherent cells/well, infected with 2x106 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 µM), and kept for 24h at 37°C, 

5% CO2. After 24h, coverslips were washed, stained with Giemsa-MayGrünwald, 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. IC50 (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, 1x105 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 µmols/kg x 28 days. or meglumine 

antimoniate (i.p.) at 30 µmols/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 µM. 

For evaluation of anti-leishmanial properties of target compounds, the in vitro activity 

was assessed against amastigote (intramacrophage parasite) of L. major LV39. The IC50 

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 IC50 value were used (Table 

2).  

The inhibitory effects of pentamidine (IC50 value =8.1 ± 0.9 µM and EMAX = 63.2 ± 

2.9% ), LASSBio 1485 (IC50 value of 37.9 ± 0.7 µMand EMAX = 74.2 ± 1.5% to LV39 and 

IC50 value of 13.2 ± 8.7 µM and EMAX = 54.8 ± 1.6% to 5-ASKH) and LASSBio 1491 (IC50 

value of 8.3 ± 0.3 µM and EMAX = 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 25µM 

(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 µmols/kg/day x 35 days (i.p.). 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 
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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-α) and tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α), activates NO synthase 2 (NOS2)to produce NO in a 

micromolar concentration, which kills the tromastigote and the intracellular amastigote forms 

of Leishmania [29].  

In addition, NOS2 is regulated in response to infection by Nlrp3 inflammasome-driven 

interleukin-1β 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 5-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 LASSBio1491 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 µmols/kd/dia x 28 
days) and glucantime treatments (30 µmols/kd/dia x 28 days) in BALB/c mice infected with 
L. major LV39.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



237 

 

Figures 
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Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.0

200000.0

400000.0

600000.0

800000.0

1000000.0
Control

Glucantime (30 µmol/kg, i.p.)
LASSBio 1491 (10 µmol/kg, i.p.)

*

**

(A)

N
º 

d
e
 p

a
ra

s
it

o
s
 d

e
L

e
is

h
m

a
n

ia
m

a
jo

r/
 o

re
lh

a

0

50000

100000

150000

Control

Glucantime (30 µmol/kg, i.p.)
LASSBio 1491 (10 µmol/kg, i.p.)

**
*

(B)

N
º 

o
f

L
e
is

h
m

a
n

ia
 m

a
jo

r/
d

ra
in

in
g

 l
im

p
h

 n
o

d
e



239 

 

Tables 

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

Compound Concentration 
% of cells IP positive 

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 µΜ 7.39 ± 0.58 

 
50  µΜ 7.01 ± 0.88 

 
25  µM 8.34 ± 0.82 

 
10  µM 9.95 ± 0.23 

 
1  µM 10.64 ± 0.49 

 
0,1  µM 11.22 ± 0.34 

LASSBio 1483 100 µΜ 9.27 ± 0.39 

 
50  µΜ 9.07 ± 0.30 

 
25  µM 10.41 ± 1.82 

 
10  µM 8.32 ± 0.34 

 
1  µM 8.83 ± 0.64 

 
0,1  µM 8.01 ± 0.20 

LASSBio 1485 100 µΜ 7.87 ± 0.38 

 
50  µΜ 8.78 ± 0.65 
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25  µM 7.80 ± 0.24 

 10  µM 7.87 ± 0.70 

 1  µM 7.61 ± 0.67 

 0,1  µM 7.30 ± 0.47 

LASSBio 1491 100 µΜ 6.56 ± 0.53 

 50  µΜ 7.48 ± 0.52 

 25  µM 6.79 ± 0.56 

 10  µM 7.69 ± 0.26 

 1  µM 8.09 ± 0.58 

 0,1  µM 8.18 ± 0.12 

LASSBio 1492 100 µΜ 7.55 ± 0.22 

 50  µΜ 9.14 ± 0.55 

 25  µM 8.04 ± 0.39 

 10  µM 7.50 ± 0.23 

 1  µM 8.63 ± 0.33 

 0,1  µM 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 LV39. 

Substance IC50
 a (CI95%

 bat µM) 
Maximmum 
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 DISCUSSÃO 

 

Dada a alta prevalência mundial da infecção por Leishmania spp., principalmente em 

países com baixos orçamentos para os cuidados da saúde, bem como o limitado arsenal 

terapêutico disponível para o tratamento da leishmaniose, encontrar um tratamento seguro e 

de baixo custo para doença ainda continua sendo uma necessidade premente (OMS, 2010). 

Portanto, há um interesse considerável na tentativa de encontrar novas abordagens 

terapêuticas como forma alternativa de combater o parasito (DE-AZEVEDO-JR, 2009). Neste 

sentido, no presente estudo, novos derivados semicarbazônicos e hidrazida-N-acilhidrazônicos 

sintéticos, planejados como eventuais inibidores de proteases de parasitos (em especial, 

cisteína proteases lisossomais), foram avaliados contra várias espécies de Leishmania. Assim, 

pela primeira vez, foi demonstrado que estes derivados são eficazes in vitro e in vivo contras 

os agentes etiológicos da leishmaniose cutânea e visceral. 

Incialmente, duas subséries de derivados semicarbazônicos (6a-h e 7a-h), com 

modificações estruturais nos anéis ligados à 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 química dos derivados semicarbazônicos com maior citotoxicidade 

contra macrófagos da linhagem J774.A1, promastigotas de L. major e amastigotas de L. 

major, L. amazonensis e L. braziliensis. 

Citotoxicidade para linhagem de macrófagos J774.A1: 

Cl

NH NH

O

N

H

OH 

LASSBio 1701 (7b) 

CI50 = 71,2 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

CH3

CH3

 LASSBio 1486 (7e) 

CI50 = 35,7 μM 

Citotoxicidade para promastigotas de L. major: 

Cl

NH NH

O

N

H

O2N  

LASSBio 1490 (7c) 

CI50 = 6,9 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

NO2 

LASSBio 1489 (7d) 
CI50 = 9,4 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

OH

OCH3  

LASSBio 1488 (7f) 

CI50 = 12,6 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

O
NO2

 

LASSBio 1483 (7g) 

CI50 = 18,5 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

O
NO2

 

 

LASSBio 1699 (7h) 

CI50 = 9,7 μM 
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Citotoxicidade para amastigotas de L. major:  

Cl

NH NH

O

N

H

NO2 

LASSBio 1489 (7d) 
CI50 = 74,0 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

O
NO2

 

LASSBio 1483 (7g) 

CI50 = 1,5 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

O
NO2

 

LASSBio 1699 (7h) 

CI50 = 0,6 μM 

Citotoxicidade para amastigotas de L. amazonensis: 

 

NH NH

O

N

H

O
NO2

O

O

 

LASSBio 1302 (6g) 
CI50 = 23,8 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

CH3

CH

LASSBio 1486 (7e) 

CI50 = 16,7 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

OH

OCH3  

LASSBio 1488 (7f) 

CI50 = 39,8 μM 

 

 

 

Cl

NH NH

O

N

H

O
NO2

 

LASSBio 1483 (7g) 

CI50 = 3,5 μM 
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Citotoxicidade para amastigotas de L. braziliensis: 

NH NH

O

N

H

O
NO2

O

O

 

LASSBio 1302 (6g) 
CI50 = 89,7 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

OH  

LASSBio 1487 (7a) 

CI50 = 2,7 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

CH3

CH3

LASSBio 1486 (7e) 

CI50 = 4,2 μM 

Cl

NH NH

O

N

H

OH

OCH3  

LASSBio 1488 (7f) 

CI50 = 81,85μM 

Cl

NH NH

O

N

H

O
NO2

 

LASSBio 1483 (7g) 

CI50 = 31,7 μM 

 

Antes de iniciar a avaliação das atividades leishmanicidas das novas séries de 

semicarbazonas, dividida em duas séries (6a-h e 7a-h), o perfil citotóxico eventual destes 

compostos contra as células de mamíferos foi investigado por ensaio de MTT (HUSSAIN et 

al., 1993), visto que um composto para ser candidato a um novo antiprotozoário deve 

apresentar toxicidade seletiva, ou seja, interferir no crescimento ou matar o protozoário sem 

causar danos consideráveis ao hospedeiro. 

A citotoxicidade er candidato a um novo antira a célula inmas também apresentar 

toxicidade seletiva, ou seja, orfologia e da proliferação celulares (EISENBRAND et al., 

2002). O ensaio do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] é3-

(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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redução mitocondrial enzimática de MTT. Portanto, esse método é utilizado para avaliar 

viabilidade celular via determinação da atividade mitocondrial, a qual é afetada durante a 

necrose e apoptose da célula. O MTT veiculado em solução salina apresenta coloração 

amarela, sendo um sal de tetrazólio hidrossolúvel. Uma vez incorporado pelas células viáveis, 

a forma estrutural em anel do componente tetrazólio do MTT é quebrada pelas enzimas 

desidrogenases mitocondriais, gerando cristais insolúveis de formazan na cor roxa. O produto 

formazan é impermeável à membrana das células e, portanto, se acumula nas células 

saudáveis (AMARAL, 2004; FOTAKIS e TIMBRELL, 2006). Desta forma, a habilidade das 

células em reduzirem o MTT fornece uma indicação da atividade e da integridade 

mitocondrial, que são interpretadas como medidas da viabilidade celular (DENIZOT e 

LANG, 1986; MOSMANN, 1983).  

Neste estudo, macrófagos murinos da linhagem celular J774.A1 foram tratados com 

derivados 6a-h e 7a-h  em diversas concentrações (0,1-100 μM) e a concentração inibitória de 

50% do crescimento celular (CI50) foi determinada. Apenas os compostos LASSBio 1701 (7b) 

e LASSBio 1486 (7e) mostraram atividade citotóxica para células de mamífero com CI50 = 

71,2 e 35,7 µM, respectivamente (Tabela 2 do artigo 1 originado da tese). Esses derivados são 

pertencentes à série 2 (grupo 4-clorofenila ligado ao grupo NH da função semicarbazona) e 

apresentavam o grupo 4-hidroxifenila e 4-isopropilfenila ligados à região imínica da 

semicarbazona, respectivamente.  

A investigação da atividade leishmanicida de novos derivados é realizada por método 

de cultura do parasito, sendo que as formas promastigotas são frequentemente mais usadas, 

principalmente, para avaliação inicial do efeito direto sobre esses protozoários (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 fármaco-

padrão (SALEHEEN et al., 2002). 

Além disso, os derivados com valores de CI50 menor a 100 µM para formas 

promastigotas de L. major 5-ASKH foram selecionados para avaliação do potencial 

leishmanicida sobre formas amastigostas intracelulares de L. major 5-ASKH. Sabe-se que no 

hospedeiro mamífero, parasitos do gênero Leishmania infectam macrófagos, células que 

desempenham um papel crítico na regulação do sistema imunitário e na defesa do hospedeiro 

(MORADIN e DESCOTEAUX, 2010). A infecção de macrófagos pelo protozoário 

Leishmania intracelular leva a sub-regulação de um número de mecanismos de defesa inato 
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dos macrófagos, permitindo assim a sobrevivência e replicação do parasito (MARR et al., 

2014). Por exemplo, a sinalização nos macrófagos relativa às vias da PKC, MAPK, Janus 

quinase/transdutor de sinal e ativador de transcrição (JAK/STAT), bem como os fatores de 

transcrição proteína ativadora-1 (AP-1) e NF-kB são desativados após a infecção com 

Leishmania. Além disso, moléculas como a tirosina fosfatase contendo o domínio SH2 do 

tipo 1 (SHP-1) são ativadas durante a infecção por Leishmania spp., culminando na inativação 

de Janus quinase 2 (JAK2) em macrófagos. Assim, os parasitos do gênero Leishmania 

desenvolveram diversas estratégias para inibir a ativação de macrófagos, a capacidade para 

apresentar antígenos na sua superfície, bem como a comunicação de macrófagos com células 

do sistema imune adaptativo (SHIO et al., 2012).  

A inativação de macrófagos permite a replicação do patógeno e sobrevivência 

(BHARDWAJ et al., 2010). Desta forma, testes in vitro contra formas amastigotas 

intracelulares são mais relevantes para inferir a sensibilidade da substância-teste como 

potencial protótipo leishmanicida, uma vez que esta é a forma do parasito encontrado no 

hospedeiro vertebrado (CROFT et al., 2006). Além da verificação da atividade leishmanicida 

contra amastigotas intramacrofágicas ser a mais relevante no desenvolvimento de novos 

fármacos, essa forma parasitária de Leishmania também reside dentro de um vacúolo 

parasitóforo ácido nas células hospedeiras, sendo o parasito protegido por uma camada de 

glicoinositolfosfolipídeo, que pode limitar a absorção de xenoantibióticos (NOVOZHILOVA 

et al., 2010; SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002). 

Dentre as séries de semicarbazonas estudadas, observou-se que todos os derivados que 

contêm a unidade metilenodioxila (6a-h) foram inativos como leishmanicidas, fato que 

evidencia a importância da porção 4-clorofenila ligada ao grupo NH da função semicarbazona 

(ArNHCONHN=CHAr1) presentes nos derivados LASSBio 1490 (7c), LASSBio 1489 (7d), 

LASSBio 1488 (7f), LASSBio 1483 (7g) e LASSBio 1699 (7h), os quais mostraram atividade 

citotóxica contra promastigotas de L. major 5-ASKH, embora com potência inferior do que 

quando comparados a pentamidina. Desta forma, evidenciou-se que para a atividade 

leishmanicida não há bioisosterismo não-clássico 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) não é um nitroderivado, apresentando como substituinte 

da unidade imina um grupo 3-hidroxi-4-metoxifenila.  



248 

 

Sabe-se que nitroderivados podem exercer ação leishmanicida por uma via de redução 

do grupo nitro e à subsequente interação dos produtos formados com biomoléculas essenciais 

do parasito, gerando desta forma dano causado por estresse oxidativo, ou ligação covalente da 

espécie nitroso a macromoléculas endógenas. 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 

formação dos radicais livres provenientes do processo de biorredução do grupo nitro pode 

resultar em peroxidação de membranas biológicas e proteínas, inibição 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, antifúngicos e antiprotozoários (MUELAS-SERANO et al., 2002; 

PIRES et al., 2001).Entre estes derivados, apenas os nitroderivados LASSBio 1489 (7d) (IC50 

= 74,0 µM), LASSBio 1483 (7g) (IC50 = 1,5 µM) e LASSBio 1699 (7h) (IC50 = 0,6 µM) 

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 (IC50 = 17,1 

µM) (Tabela 2 do artigo 1 originado da tese). Além disso observo-se também que os 

derivados LASSBio 1490 (7c), LASSBio 1489 (7d) e LASSBio1488 (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 (índice de 

seletividade mais que 10). 

O modo de ação de nitrocompostos envolve a biotransformação do grupo nitro, 

libertando intermediários no processo redox (KOVACIC e BECVAR, 2000; KOVACIC et al., 

2005). Pró-fármacos nitroheterocíclicos devem sofrer ativação mediada por enzima dentro do 

patógeno para exercer seus efeitos citotóxicos, sendo essa reação catalisada por 

nitrorredutases (PAPADOPOULOU et al., 2012). Nitroheterociclos não são utilizados no 

tratamento de leishmaniose, e como um resultado, relativamente pouco se sabe sobre o seu 

mecanismo de ação contra parasitos de Leishmania spp. (WYLLIE et al., 2013). Em 

tripanossomas africanos, fármacos nitroheterociclos, como nifurtimox e benzonidazol, tem o 

mecanismo de ação contra o parasito associado com a bioredução da porção nitro. Além 

disso, um mecanismo similar foi observado para outros agentes antiparasitários 

nitroheterociclos (OTERO et al., 2008). 



249 

 

Inicialmente, foi proposto que a ação tripanocida do nifurtimoxera devido a sua 

capacidade de induzir estresse oxidativo através da redução de um elétron de seu grupo nitro e 

subsequente formação de ânions superóxido (BERALDO e GAMBINO; 2004; CHOREV e 

GOODMAN, 1993; GREENBAU et al., 2004; SEN e CHATTERJEE, 2011; TEMPONE et 

al., 2011). No entanto, estudos mais recentes têm mostrado que o processo acima descrito não 

ocorre a um grau elevado capaz de causar toxicidade para os parasitos e que um tipo de 

nitrorredutase I dependente de NADH (NTR) é responsável pela ativação do nifurtimox e 

benzonidazol para que estes exerçam sua atividade tripanocida. Esta enzima faz a mediação 

de uma série de reações de redução de 2 elétrons, resultando na fragmentação do anel 

heterocíclico e geração de um agente citotóxico, um derivado nitrilo-insaturado de cadeia 

aberta (HALL et al., 2011; WILKINSON et al., 2011). Além disso, a superexpressão do 

homólogo desta nitrorredutase presente em L. donovani aumenta a sensibilidade à 

fexinidazola (um 5-nitroimidazol em fase II de ensaios clínicos para o tratamento de 

leishmaniose visceral no Sudão) em 15 vezes e em 19 vezes para o nifurtimox. Esses achados 

são 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 observação de que a perda de uma única cópia 

cromossômica 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 ativação geral de nitrocompostos (WYLLIE et 

al., 2012). Consequentemente, a nossa hipótese é que o composto LASSBio 1483 (7g) pode 

atuar através da inibição 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 

González da Universidade de la República-Uruguai) e leishmanicida (Tabela 2 do artigo 1 

originado da tese), com potência semelhante aos fármacos nifurtimox e pentamidina. Estes 

dados, em conjunto com a seu bom perfil do tipo fármaco (do inglês druglikeness) in silico, 

além de sua alta estabilidade química e plasmática (ensaios realizados pela doutoranda Marina 

Amaral Alves do LASSBio-UFRJ), permite identificar o derivado LASSBio 1483 (7g) como 

novo protótipo com propriedades leishmanicida e tripanomicida, cuja atividade antiparasitária 

in vivo foi posteriormente determinada.  
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O derivado LASSBio 1483 (7g) é um composto semicarbazônico que possui o sistema 

4-nitrifurano. Por ser um nitrocomposto, é importante considerar que LASSBio 1483 (7g) 

também pode exercer ação leishmanicida por uma via de redução do grupo nitro e à 

subsequente interação dos produtos formados, a partir desta reação, com biomoléculas 

essenciais de bactérias, fungos e parasitos. Assim, devido ao aumento da concentração 

intracelular de nitrocompostos, maior quantidade de radicais livres é gerada e, 

consequentemente, maior é o dano causado pelo estresse oxidativo. A formação dos radicais 

livres provenientes do processo de biorredução do grupo nitro pode resultar em peroxidação 

de membranas biológicas e proteínas, inibição de enzimas e danos ao DNA (PAULA et al., 

2009; RANDO et al., 2010).  

A facilidade de biorredução de alguns nitrofuranos parece envolver a interrupção do 

fluxo normal de elétrons da cadeia respiratória, o que interfere na degradação de carboidratos, 

na transposição de prótons e na produção de energia. Este mecanismo poderia ocorrer por 

meio da inibição de algumas enzimas, pertencentes ao ciclo do ácido cítrico, envolvidas na 

formação de acetil coenzima A, CoA-SH, a partir do ácido pirúvico, e no subsequente 

processo de respiração celular. Outro mecanismo de ação proposto para os nitrocompostos se 

caracteriza pela ligação de intermediários do processo de redução a grupos tióis de enzimas 

essenciais de alguns parasitas e bactérias, o que resulta em decréscimo e inativação destas 

enzimas (PAULA et al., 2009). 

Com o objetivo de estudar a ação 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 semicarbazônicos contra L. amazonensis na concentração de 30 

µM (Figura 1 do artigo 2 originado da tese) e, posteriormente, após a seleção dos derivados 

mais ativos, os mesmos foram ensaiados para obtenção da CI50 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 máximo de 71,6 ± 1,6, 93,2 ± 2,0, 81,5 ± 1,6 e 66,1 ± 3,4% e CI50 de 23,8 µM, 3,5 µM, 

16,7 µM, 39,8 µM, 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 proporção de 52,9 ± 2,4, 65,8 ± 1,2 e 56,7 ± 2,4% 

e com CI50  de 89,7 µM, 31,7 µM e 81,5 µM, 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 índice de seletividade maior que 10. Em 

contraste, LASSBio 1483 foi mais seletivo para amastigotas de L. amazonensis e L. major em 

relação a L. braziliensis. 

Em particular, a alteração da subunidade 4-clorofenila pelo sistema 1,3-benzodioxola 

resultou, novamente, na perda da atividade leishmanicida, desta vez contra amastigotas de L. 

amazonensis, com exceção do nitrocomposto LASSBio 1302 (6g). Para os derivados que 

apresentam a unidade 4-clorofenila, observou-se a importância da contribuição do substituinte 

ligado ao carbono imínico (N=CH). Os substituintes 4-isopropilfenila (7e), 3-hidroxi-4-

metoxifenila (7f) e o 5-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 é indicativo de que o grupo hidroxila contribua para a atividade contra 

amastigotas de L. braziliensis. 

Sabe-se que diferenças na sensibilidade de várias espécies de Leishmania a compostos  

tem sido relatada na literatura. Escobar e colaboradores (2002) demonstraram diferenças 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 à miltefosina e edefolsina do que L. 

tropica, L. aetiopica, L. panamensis e L.donovani. Machado e colaboradores (2007) 

observaram valores de CI50 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 cão) de 4,7 ± 1,6; 13,4 ± 1,4; 34,2 ± 2,5 e 11,5 

± 0,1 µg/ml (determinação em câmara de Neubauer).  

Além disso, a atividade leishmanicida de semicarbazonas testadas neste estudo é 

comparável à obtida recentemente por Benítez e colaboradores (2013), que mostraram 

atividade leishmanicida de semicarbazonas e seus complexos de vanádio contra promastigotas 

e amastigotas de L. panamensis e L. chagasi com valores de CI50 que variam 1,33-33,39µM e 

com alta seletividade para parasito em relação às células de mamíferos. Além disso, 

Greenbaum e colaboradores (2004) sugeriram o estudo da utilização de semicarbazonas e 

tiossemicarbazonas como alternativa ao tratamento de leishmaniose, tripanossomíase e 
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malária, devido à sua potência para inibir as cisteína proteases dos protozoários Leishmania 

sp., Trypanosoma sp. e Plasmodium sp. (COHEN et al., 2002). 

A subunidade tiossemicarbazona tem sido descrita como o grupo farmacóforico de 

alguns inibidores de cruzaína (CHIYANZU et al., 2003; GREENBAUM et al., 2004). A 

cruzaína, principal cisteína protease de T.cruzi, apresenta grande similaridade quanto à 

sequência de aminoácidos de cisteína proteases homólogas em L. major, L. mexicana e L. 

pifanoi (MOTTRAM et al., 1992; RAFATI et al., 2001). Além disso, o reconhecimento do 

substrato de uma cisteína protease de L. mexicana, denominada Delta CPB.8 CTE, é 

semelhante aos substratos preferenciais de cruzaína (ALVES et al., 2001a; ALVES et al., 

2001b).Em 2010, Trossini e co-autores (2010) investigaram a atividade de derivados 

semicarbazônicos contra cruzaína utilizando modelagem molecular e ensaios bioquímicos de 

inibição da cruzaína. Eles descobriram que o grupo carbonil de 5-nitrofuraldeído 

semicarbazonas (nitrofurazona) e de seus derivados interage com o resíduo Cys25 no sítio 

catalítico da enzima. Assim, parece que as propriedades leishmanicidas dos derivados 

semicarbazônicos verificados neste trabalho pode estar associado, em parte, à inibição da 

cisteína protease. 

 

Novamente, verificou-se que o nitrocomposto LASSBio 1483 (7g) foi o mais ativo 

contra as formas amastigotas de L. amazonensis (valor de CI50 de 3,5 µM e o efeito máximo 

de 93,2%), Grupos nitro-aromáticos, como estão presentes em LASSBio 1302 (6g) e 

LASSBio 1483 (7g), são conhecidos por terem atividade biológica significativa redox que 

leva à produção de espécies reativas de oxigênio potencialmente citotóxico. A produção de 

espécies reativas de oxigênio, em adição, pode ser correlacionada com a interrupção da 

função da mitocôndria, que foi promovida por LASSBio 1483 (7g).  

 Análises ultraestruturais através de microscopia eletrônica de varredura de 

promastigotas de L. chagasi tratadas com 100 µM do derivado LASSBio 1483 (7g) por 48h 

mostraram significativas alterações morfológicas nos parasitos. Dentre as alterações 

observadas, destacamos a perda do formato alongado do corpo celular do parasito, com 

promastigotas apresentando forma oval e presença de flagelo retraído 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 alteração da morfologia de 

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

calpaína MDL28170 (MARINHO et al., 2014). 

Para exercer um efeito antiproliferativo contra Leishmania spp., os agentes precisam 

induzir alterações morfológicas, bioquímicas ou moleculares que levam à 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 exacerbação do processo autofágico 

(GUIMARÃES e LINDEN, 2004). A fim de determinar a maneira pela qual LASSBio 1483 

(7g)  exerce sua atividade antiproliferativa, foram realizadas análises de citometria de fluxo 

utilizando corante de 7-AAD para identificar ruptura da membrana celular (em células 

necróticas) e anexina V-PE para investigar o externalização de fosfolipídeos, característica 

típica da apoptose em leishmanias (DEBRABANT e NAKHASI, 2003; WEINGÄRTNER et 

al., 2012). 

A necrose é um processo caracterizado por uma perturbação desregulada e irreversível 

da integridade da membrana plasmática, colapso de organelas e fragmentado de DNA 

aleatória e morte celular (DEBRABANT e NAKHASI, 2003). Os tratamentos com LASSBio 

1483 (7g),  nas concentrações de 100 μM e 10 μM, não alteraram a percentagem de células 

marcadas com 7-AAD, demonstrando que os parasitos não sofreram danos na membrana da 

célula e não 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 indução de apoptose em 

promastigotas de L. amazonensis a 100 µM e 10 µM, após 48h de incubação (o tratamento 

proporcionou ligação de anexina V na superfície de promastigotas, perda de potencial 

transmembranar mitocondrial e ativação da via das caspases), como demostrado nas Figuras 

2A, 2C e 2D do artigo 2 originado da tese, respectivamente.  

O termo apoptose é uma descrição dos processos bioquímicos e características 

morfológicas que levam à autodestruição controlada da célula (JIMÉNEZ-RUIZ et al., 2010) 

e este tipo de morte celular é agora considerada uma prerrogativa de organismos unicelulares, 

incluindo os tripanossomatídeos do gênero Leishmania spp. Esse tipo de morte é caracterizada 

pela fragmentação de DNA internucleossômica, ativação de peptidases como caspases, 

mudança na composição de fosfolipídeos na superfície externa da membrana plasmática, 

libertação do citocromo C, translocação de endonuclease G e perda de potencial 
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transmembranar mitocondrial (LEE et al., 2002; DEBRABANT et al., 2003; AMBIT et al, 

2008).  

É importante mencionar que, em Leishmania spp., a exposição de fosfatidilserina tem 

sido tanto como um marcador de apoptose (MEHTA e SHAHA, 2004), bem como, na 

infectividade do parasito. No entanto, a exposição de fosfatidilserina na porção externa da 

membrana plasmática de Leishmania spp. tem sido considerada indetectável através da 

utilização de anexina V como ligante. Sabe-se que durante a apoptose ocorre mudanças 

drásticas na composição de fosfolipídeos na porção interna e externa da membrana 

plasmática. Desta forma, a ligação de anexina V na superfície dos parasitos é consequência 

dessas alterações lipídicas na membrana plasmática, sendo relatada a ligação de anexina V a 

fosfatidilglicerol, ácido fosfatídico, bisfosfato de 4,5-fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina e 

fosfatidilinosital (WEINGÄRTNER et al., 2012).  

Além disso, a disfunção da mitocôndria, como a ocasionada por LASSBio 1483 (7g) 

(Figura 2C do artigo 2 originado da tese), é também uma das marcas de apoptose, muitas 

vezes associada a alterações no potencial de membrana mitocondrial, o qual é um indicador-

chave da função mitocondrial e do início da apoptose (LY et al., 2003). A mitocôndria é a 

fonte de energia da célula, onde o ATP celular é gerado pelo processo de fosforilação 

oxidativa. A mitocôndria é uma organela importante para a sobrevivência da célula; portanto, 

qualquer dano ou disfunção a esta organela leva à morte celular. Isto faz das mitocôndrias um 

dos principais alvos para a destruição, a fim de alcançar a morte celular programada ou 

necrose (KANG e PERVAIZ, 2012).  

Em células de mamíferos após a indução de apoptose, as mitocôndrias saudáveis 

asseguram uma compensação para as danificadas. Mas para organismos com mitocôndrias 

individuais, como Leishmania spp., não há nenhuma possibilidade de compensação das 

mitocôndrias danificadas e a sobrevivência desse parasito depende do bom funcionamento de 

uma única organela. Na ausência de mitocôndrias funcionais apropriadas, as células cessam a 

síntese de ATP, essencial para o funcionamento celular (SEN et al., 2004). Em 

tripanosomatídeos, pode ocorrer tanto um aumento como uma diminuição na respiração 

celular. Desta forma, tanto a hiperpolarização como a perda do potencial de membrana 

mitocondrial talvez estejam relacionados com apoptose em tripanosomatideos, o que 

demonstra a importância da manutenção 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 ativação de caspases. As caspases são as principais proteases ativadas durante 

a apoptose de mamíferos e mediam a clivagem de uma variedade de proteínas que conduzem, 

em última instância, à 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 proteínas estruturais (SHALINI et al., 2014). Neste 

trabalho, identificamos que o tratamento de  promastigotas de L. amazonensis com LASSBio 

1483 (7g) induziu a ativação da via das caspases envolvidas na apoptose (Figura 2D do artigo 

2 originado da tese).  

No entanto, os mecanismos relativos à indução de morte em parasitos protozoários 

ainda não são totalmente compreendidos (MESLIN et al., 2010). Caspases parecem ter um 

papel no processo de apoptose em Leishmania spp., já que essas células  em apoptose pode 

clivar substratos de caspases (DAS et al., 2001; LEE et al., 2002). Foi relatado que a ativação 

de caspase-3/7 pode ser induzida por inúmeros estímulos, apesar dos genes que codificam as 

caspases ainda não terem sido identificados no genoma de espécies de L. major (IVENS et al., 

2005). Por exemplo, a indução da ativação das caspase-3/7 pode envolver a liberação 

citosólica de citocromo c pelas mitocôndrias, bem como a ativação de caspase-9 ou, 

alternativamente, a ativação caspase-8 ou caspase-12, as quais também podem induzir a 

ativação de caspase-3/7 (CHEN et al., 2001; EICHLER et al., 2006). 

Outra forma de morte celular regulamentada é a autofágica. Sabe-se que processo 

autofágico é importante para que as células danificadas removam ou remodelem as estruturas 

celulares, no entanto sob certas condições podem induzir uma intensa vacuolização 

citoplasmática e desorganização da célula, resultando em morte celular (GUIMARÃES e 

LINDEN, 2004). Se por um lado, na apoptose clássica há colapso precoce de elementos do 

citoesqueleto, mas a preservação de organelas até o final do processo; por outro lado, na 

morte por autofagia há degradação precoce de organelas e preservação 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 possível indução de morte celular autofágica em promastigotas tratadas com 

LASSBio 1483 (7g) nas concentrações de 100 µM e 10 µM durante 48 horas, através de 

análise de citometria de fluxo. O tratamento com LASSBio 1483 (7g)  em 100 µM durante 48 
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h alterou a razão de indução de autofagia de promastigotas, indicando que a atividade 

antiproliferativa destes derivados provavelmente é também resultado de um processo de 

autofagia exacerbado (Figura 2E do artigo 2 originado da tese). 

A visualização de autofagossomas de células em fase de morte celular levou à crença 

de que a autofagia é uma forma não-apoptótica de morte celular programada (LEVINE e 

YUAN, 2005). Macroautofagia, geralmente conhecido como autofagia (KLIONSKY et al., 

2012), é um mecanismo catabólico para degradação intracellular de proteínas e organelas de 

vida longa, bem como de reciclagem dos seus constituintes. Apesar da infinidade de papéis 

pró-sobrevivência para a autofagia, em certas circunstâncias também executa um subtipo de 

morte celular específica conhecida como morte celular autofágica.  

Na verdade, a morte celular autofágica representa de fato uma modalidade de morte 

celular potencial em protozoário. O aparelho celular necessária para autofagia é largamente 

conservada entre protozoários parasitos (DUSZENKO et al., 2011), que normalmente sofrem 

autofagia exacerbado devido a privação nutricional (WILLIAMS et al., 2006). É importante 

ressaltar, no entanto, que a autofagia também influencia diretamente a virulência parasitária 

em Leishmania spp. devido, principalmente, ao seu papel no remodelamento celular durante a 

diferenciação do ciclo de vida e na manutenção da função mitocondrial em L. major (BERA 

et al., 2003; WILLIAMS et al., 2006). 

Da mesma forma que LASSBio 1483 (7g), várias substâncias têm sido relatados como 

indutores de apoptose e autofagia em Leishmania spp.. Por exemplo, pomastigotas de L. 

chagasi e L. amazonensis tratadas com iangambina mostraram características de morte celular 

por apoptose e autofagia (MONTE-NETO et al., 2011). Normalmente, esses derivados 

induzem alterações ultra-estruturais, que pode ser relacionado com a autofagia, como as que 

têm sido relatadas quando L. amazonensis tratadas com amiodarona, apresentando a formação 

de grandes autofagossomas que continham partes do citoplasma e membrana (DE-MACEDO-

SILVA et al., 2011). Peptídeos antimicrobianos também foram capazes de causar a morte de 

promastigotas de L. donovani com formação de grandes vacúolos, que foram corados com 

monodansilcadaverina, um marcador bioquímico de autofagia (BERA et al., 2003). Por fim, o 

inibidor de cisteína protease 13b, um derivado aziridina-2,3-dicarboxilato, induziu morte 

celular em promastigotas de L. major, que apresentaram acúmulo de detritos em vacúolos 

relacionados à autofagia em fase precoce da morte dos parasitos, no entanto a morte parecia 

finalmente ocorrer por um mecanismo apoptótico (SCHURIGT et al., 2010). 
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Finalmente, os efeitos do tratamento com LASSBio 1483 (7g)  (10 µM 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). Análise da população de células em diferentes fases 

do ciclo celular, é possível, após coloração com 7-AAD e subsequente análise por citometria 

de fluxo. O tratamento de promastigotas de L. amazonensis com LASSBio 1483 (7g)  por 48h 

foi capaz de induzir mudanças drásticas no ciclo celular dos parasitos. O derivado LASSBio 

1483 (7g)  à 10 µM induziu um aumento significativo na proporção das células na fase G0/G1 

e diminuição do número de parasitos na fase S quando comparado com células expostas 

apenas ao meio de cultura ou ao veículo DMSO (0,1%). Estes dados sugerem que essas 

células não estão prosseguindo da fase G0/G1 para fase S do ciclo celular. Além disso, esses 

resultados também são um forte indicativo de interrupção na síntese de DNA durante a fase S. 

Essa diminuição da síntese de DNA induzida por LASSBio 1483 (7g) em promastigotas de L. 

amazonensis pode ocorrer devido à inibição de topoisomerase,  visto que tem sido reportado 

que a subunidade semicarbazona interage fortemente com o sítio ativo de topoisomerase II de 

linhagens cancerígenas humanas (SHUKLA et al., 2012), sendo esta enzima de Leishmania 

spp. possível alvo do derivado LASSBio 1483 (7g), já que apresentam alta homologia com a 

topoisomerase humana (BANERJEE et al., 2011). 

Como LASSBio 1483 (7g)  teve, de forma geral, o maior efeito leishmanicida 

observado dentre os derivados semicarbazônicos, este composto foi testado no modelo 

experimental de infecção com L. amazonensis. Nossos dados revelam um efeito significativo 

de LASSBio 1483 (7g)  na redução das lesões de orelha de camundongos BALB/c causadas 

por L. amazonensis (Figura 4 do artigo 2 originado da tese).  

A eficácia do tratamento in vivo com LASSBio 1483 (7g)  na dose de 30 µmols/kg/dia 

x 28 dias, por via intraperitoneal (i.p.) e oral (v.o.), contra L. amazonensis foi evidente, não só 

reduziu o inchaço e o tamanho da ulceração nos animais tratados, como foi observada uma 

importante redução na carga parasitária local da orelha infectada (diminuição do número de 

parasitos na proporção de 33,3% e 30,5%, respectivamente), mas não sistemicamente no 

linfonodo drenante (Figura 5 do artigo 2 originado da tese). Embora o tratamento com 

miltefosina, em 30 µmols/kg/dia x 28 dias, por via oral, tenha sido o único tratamento que 

diminui a carga parasitária local (50%) e sistêmica (61,1%), a atividade leishmanicida de 

LASSBio 1483 (7g)  (i.p.e v.o.) foi maior que do glucantime (i.p.) na mesma dose (redução de 

14% da carga parasitária 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 redução do tamanho da lesão e não diminuiu a carga 

parasitária, em ambos, orelha infectada e linfonodo drenante na dose de 30 µmols/kg/dia x 28 

dias, por via intraperitoneal. Tem sido relatado na literatura que uma dose maior de 

glucantime é necessária para ser observada eficácia contra a carga parasitária de L. 

amazonensis em camundongos BALB/c infectados (GONÇALVES et al., 2005). Desta forma, 

uma dose mais alta de antimônio é necessária para ter um efeito similar de LASSBio 1483 

(7g) ou miltefosina. 

Desde que semicarbazonas podem ser capazes de inibir cisteína protease e nitrofuranos 

podem gerar metabólitos citotóxicos, esta possibilidade de modo de ação de LASSBio 1483 

(7g) estão sob investigação. Futuramente, pretende-se estudar o mecanismo pelo qual 

LASSBio 1483 (7g) exerce seus efeitos em macrófagos 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 análogo em cisteína proteases de 

Leishmania spp., bem como seu efeito em outros alvos terapêuticos validados para o desenho 

de fármacos leishmanicidas, tal como a topoisomerase e tripanotiona redutase.Neste trabalho, 

também realizou-se a avaliação da série de derivados hidrazida-N-acilidrazônicos. Com 

relação às N-acilidrazonas, esse grupo de substâncias apresentam também amplo espectro de 

aplicações potenciais, incluindo a atividade antiprotozoária, sendo esta atividade 

provavelmente derivada de um mecanismo de inibição de cisteína protease (RANDO et al., 

2010). Neste contexto, um sistema inédito obtido pela união de hidrazidas e N-acilidrazonas, 

originou a série denominada hidrazida-N-acilidrazonas , que dado ao ineditismo desta classe 

química, não há precedentes da atividade farmacológica descrita. Entretanto, considerando 

que seu planejamento agregou as unidades hidrazida e N-acilidrazona, previamente descritas 

com propriedades antiparasitárias 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 química dos derivados hidrazida-N-acilidrazônicos e intermediários 

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

promastigotas de L. major e amastigotas de L. major, L. amazonensis e L. braziliensis. 

Citotoxicidade para linhagem de macrófagos J774.A1: 

NH
NH NH

O

N

H

OH

O

ClCl  

LASSBio 1705 (3a) 
CI50 = 78,1 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl Cl

OH  
LASSBio 1708 (3b) 

CI50 > 100 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl CF3Cl  

LASSBio 1736 (3d) 

CI50 > 100 μM 

NH
NH NH

O

N

H

OH

O

Cl
LASSBio 1704 (4a) 

CI50 > 100 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl

OH  
LASSBio 1709 (4b) 

CI50 = 85,2 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl OH 
LASSBio 1706 (4c) 

CI50 = 86,2 μM 

Citotoxicidade para promastigotas de L. major 5-ASKH: 

NH
NH O

O

O

Cl Cl  

LASSBio 1492 (9) 
CI50 = 3,7 μM 

NH
NH O

O

O

Cl  

LASSBio 1702 (10) 
CI50 = 13,2 μM 
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NH
NH NH

O

NH2

O

Cl Cl  

LASSBio 1493 (11) 
CI50 = 0,2 nM 

NH
NH NH

O

NH2

O

Cl  

LASSBio 1710 (12) 
CI50 = 33,7 nM 

NH
NH NH

O

N

H

OH

O

ClCl  

LASSBio 1705 (3a) 
CI50 = 0,5 nM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl Cl

OH  
LASSBio 1708 (3b) 

CI50 = 0,3 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl OHCl  
LASSBio 1707 (3c) 

CI50 = 3,9 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl CF3Cl  

LASSBio 1736 (3d) 

CI50 = 0,4 μM 

 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl

O
NO2

Cl  
LASSBio 1703 (3e) 

CI50 = 8,7 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl

OH  
LASSBio 1709 (4b) 

CI50 = 0,8 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl OH  
LASSBio 1706 (4c) 

CI50 = 0,6 μM 

 

 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl

O
NO2

LASSBio 1491 (4e) 
CI50 = 7,5 μM 
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Citotoxicidade para amastigotas de L. major 5-ASKH: 

NH
NH O

O

O

Cl Cl  

LASSBio 1492 (9) 
CI50 = 4,5 μM 

NH
NH NH

O

N

H

OH

O

ClCl  

LASSBio 1705 (3a) 
CI50 = 8,5 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl OHCl  
LASSBio 1707 (3c) 

CI50 = 15,9 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl

O
NO2

 
LASSBio 1491 (4e) 

CI50 = 7,3 μM 

Citotoxicidade para amastigotas de L. amazonensis: 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl CF3Cl  

LASSBio 1736 (3d) 

CI50 = 84,0 μM 

NH
NH NH

O

N

H

OH

O

Cl  

LASSBio 1704 (4a) 
CI50 = 85,3 μM 

Citotoxicidade para amastigotas de L. braziliensis:  

NH
NH NH

O

NH2

O

Cl Cl  

LASSBio 1493 (11) 
CI50 = 7,7 μM 

NH
NH NH

O

N

H

OH

O

ClCl  

LASSBio 1705 (3a) 
CI50 = 8,0 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl OH 
LASSBio 1706 (4c) 

CI50 = 3,6 μM 

NH
NH NH

O

N

HO

Cl CF3Cl  

LASSBio 1736 (3d) 

CI50 = 5,3 μM 
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Inicialmente, foi investigada a citotoxicidade das séries de derivados hidrazida-N-

acilidrazônicos sobre as células de mamíferos, através do método do MTT, em culturas de 

macrófagos da linhagem J774.A1 tratados por um período 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 concentração de 100 µM em cultura de 

macrófagos da linhagem J774.A1 tratados por um período de 48 horas, não foi capaz de 

diminuir a capacidade de redução de mitocondrial celular, já que os dados mostram que as 

substâncias apresentam valores de absorbância semelhante as células tratadas com DMSO e, 

desta forma, não apresentaram efeito citotóxico sobre macrófagos.  O veículo utilizado para 

solubilizar todos os derivados (DMSO 0,1%), não apresentou efeito tóxico 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 macrófagos dessa 

linhagem até a concentração máxima de 100 µM. Além disso, os derivados LASSBio 1705, 

LASSBio 1706 e LASSBio 1709 foram dentre as substâncias testadas as que apresentaram 

maior efeito deletério para célula hospedeira,  apresentando valores de CI50 de 78,1 µM, 86,2 

µM e 85,2 µM e efeito citotóxico máximo de 68,44  ± 2,4 e 70,25 ± 2,6 e 54,28 ± 6,3 %, 

respectivamente. 

Diante destes resultados, observou-se a importância da unidade hidroxibenzilideno 

para citotoxicidade contra a célula hospedeira, visto que apenas um único derivado (LASSBio 

1707, que apresenta o radical hidroxila ligado em para à fenila) que continha esse substituinte 

não induziu efeito deletério a macrófagos da linhagem J774.A1 até a máxima concentração 

testada. Os demais derivados contendo o grupo hidroxibenzilideno (LASSBio 1704, LASSBio 

1705, LASSBio 1706, LASSBio 1708, LASSBio 1709) induziram efeito citotóxico, não 

importando desta forma a posição do radical hidroxila (orto, meta ou para), nem o fato de 

pertencerem a série 3 (presença de 2,4-diclorofenila ligada a carbonila da região hidrazida) ou 

série 4 (presença de 4-clorofenila ligada a carbonila da região hidrazida). O único derivado 

citotóxico para às células hospedeiras que não apresentava em sua estrutura química a função 
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hidroxibenzilideno foi o derivado LASSBio 1736, que apresentava como ligante da função 

imina a unidade trifluormetila ligada ao anel benzilidênico na posição 4, além de apresenta o 

grupo 2,4-diclorofenila em sua estrutura química. 

Posteriormente, calculou-se a concentração inibitória 50% (CI50) do crescimento de 

promastigotas dos derivados no ensaio de viabilidade de formas promastigostas de L. major 

em várias concentrações (100, 50, 25, 10, 1, 0,1 e 0,01 µM). De acordo com os resultados 

obtidos (Tabela 1 do artigo 3 originado da tese), os derivados hidrazida-N-acilidrazônicos 

apresentaram pronunciada atividade anti-promastigota contra L. major 5-ASKH, com exceção 

da substância 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 eficácia anti-leishmania similar ao fármaco 

miltefosina, com efeito máximo 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  , e 77,6 ± 4,2%, respectivamente. Interessantemente, a única 

diferença entre as estruturas químicas de LASSBio 1736 e LASSBio 1737 é a substituição do 

átomo de cloro na posição 2 no anel aromático ligado à função hidrazida pelo hidrogênio, 

modificação química 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 (CI50 de 7,5 µM, 3,7 µM, 0,6 µM, 3,9 

µM, 0,3 µM, 0,8 µM e 0,4 µM, respectivamente) mostraram potência equivalente a da 

miltefosina e pentamidina. A miltefosina e a pentamidina apresentaram eficácia máxima de 

88,1 ± 0,1 e 72,6 ± 2,0, com CI50 de 3,1 µM e 0,8 µM, respectivamente. Já os intermediários 

sintéticos  LASSBio 1493 [2,4-dicloro-N'-(hidrazinilcarbonil)benzohidrazida] e LASSBio 

1710 1493 [4-cloro-N'-(hidrazinilcarbonil)benzohidrazida] e o derivado hidrazida-N-

acilidrazônico LASSBio 1705 se mostraram mais potentes que pentamidina e miltefosina com 

valores de CI50 de 0,2 nM, 33,7 nM e 0,5 nM , respectivamente. Assim, dentre os derivados 

hidrazida-N-acilididrazônicos, LASSBio 1705 foi o derivado mais potente contra 

promastigotas L. major 5-ASKH, apresentando a unidade 2,4-diclorofenila ligada à carbonila 

hidrazídica e o 2-hidroxibenzilideno ligado à região imínica. Além disso, a despeito do fato de 

LASSBio 1705 ser citotóxico para as células hospedeiras na concentração de 100 µM, este 

apresentou elevado índice de seletividade para promastigotas de L. major 5-ASKH (cento e 
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cinqüenta e seis mil e duzentas vezes mais seletivo para o parasito), com elevada potência e 

eficácia leishmanicida e alto índice de seletividade citotóxica.  

Como testes contra amastigotas intracelulares são mais relevantes para inferir a 

sensibilidade de fármacos 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 terapêutica foram selecionados para serem avaliados 

quanto à atividade leishmanicida em várias concentrações (100, 30, 10, 1 e 0,1 µM) em 

modelo de infecção de macrófagos em lamínula para mensurar a possível inibição sobre a 

forma intracelular do parasito (amastigota) de L. major 5-ASKH. A determinação da CI50, 

bem como a eficácia máxima das substâncias-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 [CI50 de 4,5 µM] e os derivados 

hidrazida-N-acilidrazônicos LASSBio 1491 (CI50 de 7,3 µM), LASSBio 1705 (CI50 de 8,5 

µM) e LASSBio 1707 (CI50 de 15,9  µM), assim como mostrado na Tabela 1 do artigo 3 

originado da tese. Esses quatro derivados mostraram potência maior que da miltefosina (CI50 

de 85,3 µM) e na mesma ordem de grandeza a da pentamidina (CI50 de 17,1 µM). Além disso, 

os efeitos máximos desses derivados contra amastigotas de L. major 5-ASKH (porcentagem 

de inibição do crescimento de amastigota de 54,8 ± 7,6, 67,7 ± 6,9, 67,5 ± 4,8 e 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 tão potentes contra 

amastigotas quanto para promastigotas de L. major 5-ASKH. Já os intermediários sintéticos 

LASSBio 1493 e LASSBio 1710, bem como os derivados LASSBio 1703, LASSBio 1705 

foram seletivos para promastigotas em relação a amastigotas de L. major 5-ASKH.  O 

derivado LASSBio 1491 é o único pertencente a série 4, sendo também o único nitrocomposto 

(apresentando a unidade 5-nitrofurano) dentre os três derivados com atividade anti-amastigota 

para L. major 5-ASKH. Os outros dois derivados, LASSBio 1705 e LASSBio 1707, 

pertencem à série 3, apresentando dois cloros nas posições 2 e 4 do anel fenila ligado à 

carbonila da região hidrazídica, além de apresentarem a hidroxila ligada em orto ou para no 

anel benzilidênico, respectivamente.  

Desta forma, a adição desse grupamento hidroxila nas posições 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 infecção da célula 
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hospedeira, semelhante ao observado na série de semicarbazonas estudadas e comentadas 

anteriormente. Por exemplo, com relação à atividade leishmanicida de LASSBio 1705, esta 

pode ser decorrente da possibilidade de formação de tautômeros, gerando espécies do tipo 

quinona-metídeo, que tem sido relatada como fator estrutural responsável pela inibição 

enzimática encontrada em derivados N-acilidrazônicos com a subunidade 2-

hidroxibenzilideno, havendo assim a transferência do próton tautomérico do grupo 2-

hidroxifenila para o nitrogênio vinílico da N-acilidrazona. Este tautomesrismo, permite o 

ataque nucleofílico do resíduo de cisteína proteases de protozoários ao carbono eletrofílico do 

intermediário o-quinona-metídeo (BABINE e BENDER, 1997; IFA et al., 2000). 

Verificou-se ainda a atividade antiamastigota contra L. amazonensis na concentração 

de 30 µM (Figura 1 do artigo 3 originado da tese) e, posteriormente, após a seleção dos 

derivados mais ativos, os mesmos foram testados para obtenção da CI50 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-acilidrazônicos têm atividade anti-

leishmania in vitro e que esta atividade não esteja limitado a uma única espécie. No presente 

estudo, não foram observadas diferenças significativas em relação à 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 intermediário 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 intermediários sintéticos LASSBio 1492 e LASSBio 1710, bem 

como o derivado LASSBio 1491 foram seletivos apenas para amastigotas de L. major em 

relação à L. amazonensis e L. major; LASSbio 1705 foi tão potente contra amastigotas de L. 

major quanto para L. braziliensis; LASSBio 1493 foi mais potente contra amastigotas de L. 

major, seguida de L. braziliensis, não apresentando efeito contra L. amazonensis; e LASSBio 

1736 foi mais seletivo para L. braziliensis em relação a L. amazonensis, apresentando um 

índice de seletividade maior que 10. Estes resultados são consistentes com o fato conhecido 

que pacientes infectados com L. amazonensis são menos sensíveis aos tratamentos anti-

leishmania disponíveis (MARSDEN et al., 1985). 

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

hidrazida-N-acilidrazônicos com uma potência semelhante ou maior do que a pentamidina ou 
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miltefosina, usados como fármacos de referência. Foi inicialmente observado que os 

derivados hidrazida-N-acilidrazônicos 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 exceção dos nitroderivados (LASSBio 

1491 e LASSBio 1703). Em geral, os melhores derivados híbridos foram LASSBio 1736 com 

4-trifluorometilfenila ligada à região iminíca da região acilidrazônica; e LASSBio 1705, este 

último apresentando o grupo 2-hidroxibenzilideno ligado à região N-acilidrazônica. 

Considerando os resultados in vitro, os derivados LASSBio 1493, LASSBio 1705, 

LASSBio 1706, LASSBio 1707, LASSBio 1710 e LASSBio 1736 também foram escolhidos 

para avaliação da atividade leishmanicida in vivo contra L. amazonensis. De acordo com os 

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 infecção da orelha in vivo com 

L. amazonensis na dose de 30 µmol/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 infecção, diminuindo o 

tamanho da lesão na orelha infectada, com destaque para os derivados LASSBio 1705 e 

LASSBio 1736, onde observou-se a maior remissão da lesão, como pode ser observado nas 

Figuras 2 e 3 do artigo 3 originado da tese. Para avaliação da carga parasitária in vivo, foram 

realizadas quantificação de parasitos nas orelhas infectadas e linfonodos drenantes pela 

análise de diluições limitantes (ADL), como demonstrado na Figura 4 do artigo 3 originado da 

tese. Os derivados 1705 (i.p.) e 1736 (i.p.) controlaram a infecção in vivo com L. amazonensis 

na orelha infectada com a dose de 30 µmol/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 parasitária nos linfonodos drenates na proporção de 61,1% e 56,5%, 

respectivamente.  

Embora seja possível que o LASSBio 1705 induza alterações na progressão da doença 

aqui apresentadas por toxicidade direta sobre a L. amazonensis em si, esta possibilidade é 

considerada improvável. Uma razão é que, no presente estudo, também foi observada que esse 

derivado não gerou nenhuma alteração na proliferação de amastigotas de L. amazonensis in 

vitro quando os parasitos foram expostos a esse derivado a uma concentração de 100 µM, 

podendo ser um pró-fármaco ou ser um forte imunomodulador, promovendo desta forma sua 

ação leishmanicida. 
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Além disso, a toxicidade do(s) composto(s) também foi determinada através de 

dosagens bioquímicas no plasma dos animais. Observou-se que nenhum dos tratamentos 

realizados causou alterações plasmáticas nos parâmetros bioquímicos avaliados, indicando 

que não houve dano hepático ou renal (Figura 7 do artigo 3 originado da tese). No entanto, da 

mesma forma que os derivados LASSBio 1705 e LASSBio 1706 foram citotóxicos para célula 

hospedeira, esses derivados hidroxibenzilidênicos também ocasionaram a morte de 20% dos 

animais referentes aos grupos experimentais tratados com as referidas substâncias, 

apresentando o mesmo percentual de morte encontrado no grupo que recebeu tratamento com 

a mesma dose de glucantime, fármaco de primeira escolha para o tratamento da doença, sendo 

um dos fármacos menos tóxicos existente no mercado. Diante da elevada toxicidade do 

arsenal terapêutico destinado ao tratamento da doença, os resultado referentes à mortalidade 

de animais induzida por LASSBio 1705 não é um fator limitante para a continuação dos 

estudos com este derivado e pode ter pouca significância clínica, haja vista os dados 

comparativos com o padrão glucantime.   

Desta forma, o tratamento com LASSBio 1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 foi 

altamente eficaz in vivo contra a espécie normalmente refratária L. amazonensis. Esses três 

derivados fazem parte da série 3, ou seja, apresentam em sua estrutura química o grupo 2,4-

diclorofenila. Além disso, LASSBio 1705 e LASSBio 1707 também apresentam radical 

hidroxila ligado ao anel benzilidênico na posição orto e para, respectivamente. De forma 

muito interessante, LASSBio 1707 foi menos tóxico que LASSBio 1705, não induzindo morte 

dos animais, nem alterações de ALT, AST, creatinina e uréia, apesar de ter o grupo 4-

hidroxibenzilideno, sendo também o único derivado com o grupo hidroxibenzilideno que não 

foi citotóxico in vitro para macrófagos da linhagem J774.A1, como anteriormente 

mencionado. Além disso, a substituição do cloro na posição 2 do anel aromático ligado à 

região hidrazida, bem como a presença da hidroxila na posição 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 é um derivado hidrazida-N-acilidrazônico com um grupo 4-

trifluorometilfenila como substituinte da imina presente na região acilidrazônica. Sabe-se que 

o emprego de moléculas fluoradas aumenta a lipossolubilidade e a estabilidade metabólica 

dos fármacos. A inserção do grupo CF3 na estrutura da substância pode aumentar o caráter 

hidrofóbico dos complexos e, provavelmente, facilitar a permeação da membrana celular. 
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Frequentemente, o flúor substituinte ocasiona em um leve aumento da afinidade pela proteína 

por aumento na lipofilicidade da molécula. Esse efeito pode ser direto (interação do ambiente 

fluorado com a proteína) ou indireto (modulação da polaridade de outros grupos que 

interagem com a proteína) (MAFFEI, 2009). 

Além disso, a partir do ponto de vista da química medicinal, N-acilidrazonas são 

dotados com a capacidade interessante de interagirem com diversos biorreceptores por 

estabelecer pontos de ligação-de-hidrogênio e a possibilidade teórica de adotar uma 

orientação conformacional única (FRAGA e BARREIRO, 2006). Carvalho e co-autores 

(2014) mostraram o efeito leishmanicida de N-acilidrazonas cinâmicas com CI50 entre 6,27 a 

33,3 μM contra amastigotas axênicas de L. donovani. Estudos comparando do efeito inibidor 

de N-acilidrazonas e chalconas em cisteína proteases parasitárias, tais como cruzaína, 

falcipaína, e tripanopaína (TROEBERG et al., 2000) também demonstraram que a insaturação 

imínica de N-acilidrazonas pode ser o local que realiza a ligação hidrofóbica com o sítio ativo 

enzimático (IFA et al., 2000). Tem sido relatado também que um derivado bisnaftil-N-

acilidrazônico induz potente inibição de cisteína proteases do tipo catepsina L de L. major 

(CI50 = 0,5 μM) (SELZER et al., 1997). Assim, em continuidade ao presente estudo, pretende-

se avaliar os efeitos de derivados de hidrazida-N-acilidrazônicos em cisteína protease de 

Leishmania spp., bem como a sua ação em outros alvos para atividade leishmanicida. 

Considerando os resultados in vivo, os derivados LASSBio 1705, LASSBio 1707 e 

LASSBio 1736 foram escolhidos para avaliação 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 exacerbação do 

processo de autofagia foram estudados. 

Os tratamentos com LASSBio 1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 (100 μM e 10 

μM) não alteraram a percentagem de células marcadas com 7-AAD, demonstrando que os 

parasitos não sofreram danos na membrana da célula e, provavelmente, não 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 μM e 10 μM) foram capazes de induzir apoptose 

em formas promastigotas de L. amazonensis, após 48 h de incubação (mais de 60% das 

células apresentaram ligação com anexina V na sua superfície celular) (Figura 1A do artigo 4 

originado da tese). Como a manutenção do potencial transmembranar mitocondrial é essencial 
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para a sobrevivência do parasito com uma única mitocôndria, avaliou-se a integridade 

mitocondrial de promastigotas através da análise do potencial de membrana mitocondrial, 

utilizando o kit Muse Mitopotencial. Foi verificado que houve despolarização da membrana 

mitocondrial de promastigotas de L. amazonensis tratadas com pentamidina,  LASSBio 1705 

e LASSBio 1736 a 100 μM (Figura 2 do artigo 4 originado da tese), o que é um forte indício 

da indução de morte por apoptose desses parasitos.  

Como a indução da apoptose está ligada também a ativação da cascata de caspase, que 

são proteases que provoca a fragmentação do DNA genômico, culminando nessa forma de 

morte celular programada. Desta forma, investigou-se a ativação da via das caspases nesses 

parasitos (Figura 3 do artigo 4 originado da tese). Assim, foi também verificado que LASSBio 

1705, LASSBio1707 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 ativação de apoptose mediada por LASSBio 1705, LASSBio 

1707 e LASSBio 1736 é 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 possível indução de morte celular programada autofágica em promastigotas 

tratados com LASSBio 1705, LASSBio 1707 e LASSBio 1736 (100 µMe 10 µM), através de 

análise de citometria de fluxo. No entanto, o tratamento com LASSBio 1705, LASSBio 1707 

e LASSBio 1736 não alterou a taxa de indução de autofagia das células, o que indica que a 

atividade antiproliferativa destes derivados provavelmente não resulta de um processo 

autofágico exacerbado (Figura 4 do artigo 4 originado da tese). 

Finalmente, a distribuição do ciclo celular foi analisada por citometria de fluxo após 

tratamento com derivados a 100 µM e 10 µM por 48h. Assim, os tratamentos de 

promastigotas de L. amazonensis com LASSBio 1707 ou LASSBio 1736 a 100 µM por 48h 

provocaram mudanças drásticas no ciclo celular dos parasitas. LASSBio 1707 a 100 µM 

induziu um aumento significativo na proporção das células na fase S. Por outro lado, 

LASSBio 1736 a 100 µM induziu uma acentuada redução na replicação do DNA e da mitose, 

com uma diminuição no número de células na fase S e G2/M quando comparada com células 

de controle expostas apenas a meio ou DMSO (Figura 5 do Capítulo 5). 

A necessidade de encontrar um novo esquema terapêutico para o paciente 

leishmaniose visceral, motivou o estudo da atividade in vitro e in vivo de derivados hidrazida-
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N-acilidrazônicos contra L. chagasi. Inicialmente, calculou-se a concentração inibitória 50% 

(CI50) do crescimento de amastigotas intracelulares de L. chagasi dos derivados no modelo de 

infecção de macrófago em lamínula 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 CI50 de 58,3 ± 2,0, 53,3 ± 2,6, 55,0 ± 4,0 e 57,6 ± 5,2 µM, respectivamente. 

Pentamidina e miltefosina também foram eficazes contra amastigotas intracelulares de L. 

chagasi, apresentando IC50 de 65,1 ± 4,9 e 76,7 ± 2,9 µM, 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 comparável à relatada para várias substâncias testadas contra 

espécies de Leishmania viscertrópicas, assim como algumas chalconas (BARBOSA et al., 

2011), sakuranetina (GRECCO et al., 2012) e nimodipina (TEMPONE et al., 2009). A grande 

relevância nesses resultados consiste no fato da L. chagasi ser o agente etiológico da 

leishmaniose visceral de ciclo antropozoonótico na Europa, Norte da África e America Latina 

(MAURICIO et al., 2000; (QUINNELL e COURTENAYL., 2009). A leishmaniose visceral 

ou calazar é a forma mais grave dentre todas as infecções de Leishmania spp. e pode ser fatal, 

se não tratada. (SAMPAIO et al., 2010). Assim, se torna imprescindível o desenvolvimento de 

novos fármacos úteis no tratamento contra leishmanias viscerotrópicas. Por outro lado, a 

avaliação da atividade leishmanicida contra L. chagasi também indicou que amastigotas desta 

espécie eram menos suscetível ao tratamento in vitro com derivados hidrazida-N-

acilhidrazônicos quando comparado com outras espécies testadas (L. major, L. braziliensis e 

L.amazonensis).  

A eficiência 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 µmols/kg/dia x 15 dias, ip) de hamsters infectados com L. chagasi levou a uma 

redução significativa da carga de parasitas no baço 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 farmacológica em questão 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 farmacológica in vivo de formulação farmacêuticas lipossomais de 

LASSBio 1736, as quais estão em fase de preparação. 

Por outro lado, o tratamento com estes derivados não resultou em toxicidade hepática 

ou renal em hamsters infectados com L. chagasi como demonstrado por meio de dosagens 

bioquímicas dos níveis séricos de alanina transferase (ALT), aspartato transferase (AST), 

creatinina e uréia (Figura 3 do artigo 5 originado da tese). É também relatado na literatura que 

os mediadores leishmanicidas liberados em grandes quantidades durante a infecção por L. 

chagasi podem causar lesões morfológicas e/ou funcionais para o fígado. Além disso, 

L.chagasi ativa macrófagos, que libertam vários agentes microbicidas, incluindo peptidases, 

para eliminar o parasita no fígado (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 hepático da leishmaniose visceral porque este tratamento previnem as alterações dos 

níveis de ALT no soro desencadeados pela doença (Figura 3A do artigo 5 originado da tese). 

Avaliou-se também as alterações ultraestruturais morfológicas geradas com o 

tratamento in vitro de promastigotas de L. chagasi na concentração de 100 µM por 48h, 

através da análise dos parasitos em microscópio eletrônico de varredura Zeiss 900. Os 

tratamentos com LASSBio 1736 na concentração de 100 µM por 48h induziu alterações 

morfológicas nas promastigotas de L. chagasi que lembram amastigotas axênicas, tais como a 

forma oval da célula e o encurtamento ou retraimento do flagelo. Além disso, observou-se a 

presença de promastigotas diflageladas e multisseptadas, sendo estas alterações consistentes 

com a diminuição da viabilidade celular (Figura 4 do artigo 5 originado da tese). Esse tipo de 

alterações na morfologia de promastigotas tem sido relatadas quando as mesma estão em 

processo de morte por apoptose (VANNIER-SANTOS e DE-CASTRO, 2009). É importante 

mencionar que as análises das alterações ultraestruturais através de microscopia eletrônica de 

transmissão estão sendo realizadas para obtenção de informações adicionais sobre a ação 

leishmanicida deste derivado. 

Para comprovar o efeito não citotóxico dos derivados LASSBIO 1483, LASSBio 

1485, LASSBio 1491 e LASSBio 1492, a capacidade de induzir dano celular também foi 

avaliada em células do baço tratadas ou não com várias concentrações dos derivados 
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selecionados, através do método de incorporação de iodeto de propídeo (Tabela 1 do artigo 6 

originado da tese).  

O método tradicional de incorporação de iodeto de propídeo é utilizado para avaliar a 

viabilidade celular e dano à membrana citoplasmática (CHO et al., 2008). As células 

saudáveis são delimitadas por uma membrana citoplasmática que lhes permite comunicar 

seletivamente com o ambiente que as rodeia. Os sistemas de transporte ativo geram um 

gradiente eletroquímico, que é fundamental para o perfeito funcionamento da célula. O iodeto 

de propídio é um marcador que é excluído de células sadias, sendo capaz de penetrar em 

membranas não íntegras e ligar em ácidos nucléicos, tornando-se assim fluorescente 

(MACKLIS e MADISON, 1990). As células marcadas com iodeto de propídeo apresentam 

membrana citoplasmática despolarizada e permeabilizada devido ao processo de morte 

celular. Desta forma, o iodeto de propídio consegue atravessar células em processo de necrose 

ou em processo de morte celular programada tardia, visto que a membrana plasmática celular 

sofre colapso e se torna permeável a este corante fluorescente (MIRANDA, 2009). 

Com base nos dados obtidos, apenas o grupo tratado com Tween 0,5% (padrão de 

morte celular) foi capazes de aumentar significativamente o número de células do baço 

positivas para iodeto de propídeo em relação ao grupo DMSO 0,1% e controle negativo 

(células cultivadas apenas com meio de cultura), respectivamente. O veículo utilizado para 

solubilizar todas as susbtâncias (DMSO 0,1%), não apresentou efeito citotóxico significativo 

para a célula, quando comparado ao controle negativo (células cultivadas apenas em meio de 

cultura). É importante ressaltar que a pentamidina não foi capaz de diminuir a viabilidade das 

células do baço de forma significante, mesmo na máxima concentração utilizada (100 µM), 

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), substâncias que 

anteriormente apresentaram maiores potências contra amastigotas da cepa de L. major 5-

ASKH (Turquia, MHOM/SU/73/5-ASKH) de referência 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 diferença significativa da sensibilidade à 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 referência da OMS. A cepa LV39 (MRHO/SU/59/P) é uma cepa prevalente no sul 

da Rússia, mais virulenta e menos suscetível 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 macrófagos, incluído 

defesa contra Leishmania, além de ser produzido quando há inibição de cisteína protease, bem 

como para tentar desvendar o mecanismo de ação dos derivados aqui estudados, realizou-se a 

dosagem de NO em sobrenadante de macrófagos 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 único capaz de aumentar os níveis de óxido nítrico de forma 

concentração em cultura de macrófagos 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 ação de LASSBio 1491 contra formas amastigotas de L. major LV39 envolve 

aumento da produção 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 citotóxica não é 

completamente compreendido. Alguns estudos têm proposto que os efeitos do NO são 

devidos a inibição da respiração mitocondrial, glicólise, peroxidação de lípideos da 

membrana, inativação de peroxidases e arginases, perturbações de agregados de Fe-S e 

mutação do DNA e/ou a inibição da síntese e reparo do DNA (MAUEL e RANSIJN, 1997; 

GRADONI e ASCENZI, 2004).  

Os demais derivados, assim como a pentamidina, não induziram aumento de NO. A 

observação de que a pentaminidina não aumenta a produção de óxido nítrico já era esperada. 

Tem sido reportado também que este fármaco de referência não interfere na formação de NO 

por macrófagos ativados da linhagem RAW 264.7, embora tenha a capacidade de inibir óxido 

nítrico sintase cerebral (BAER et al., 1995). Genestra e colaboradores (2003) também 

demonstraram que a pentamidina não foi capaz de diminuir significantemente a produção de 

NO por formas amastigotas axênicas e promastigotas metacíclicas. Tem sido sugerido que a 
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produção de NO por esses parasitos pode modular a atividade da enzima NOS2 dos 

macrófagos, além de estar associada com a infectividade e interiorização dos parasitos nos 

macrófagos (BRAGA, 2008). 

Então, dada a necessidade de desenvolver fármacos úteis no tratamento da 

leishmaniose cutânea, foi avaliada a eficácia de LASSBio 1491 (10 µmol/kg/dia x 35 dias, 

i.p.) em um modelo murino validado de leishmaniose cutânea do Velho Mundo (L. major 

LV39). Assim, a eficiência de LASSBio 1491 como um agente antiparasitário foi avaliada 

usando o glucantime como fármaco de referência. Este antimônio pentavalente, que é um 

medicamento utilizado no tratamento de leishmaniose, apresentou a mesma inibição 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 µmol/kg/dia, i.p.) ou com LASSBio 1491 (10 µmol/kg/dia, 

i.p.) apresentaram uma redução no tamanho da lesão na terceira semana após o início do 

tratamento (quarta semana de infecção, respectivamente). Após 35 dias de tratamento os 

animais foram sacrificados e a carga parasitária foi determinada nas orelhas infectadas e nos 

linfonodos drenantes dos animais tratados com PBS, antimoniato de meglumina (30 

µmol/kg/dia, i.p.), LASSBio 1491 (10 µmol/kg/dia, i.p.). Com relação à carga parasitária, 

observou-se que o antimoniato de meglumina e as substâncias LASSBio 1491 foram capazes 

de diminuir o número de parasitos na orelha e no linfonodo drenante (Figura 2 do do artigo 6 

originado da tese). 

LASSBio 1491 é um derivado de hidrazida-N-acilidrazônico com 5-nitrofurano como 

grupo substituinte na função imina. Como já mencionado, o uso de nitroheterociclos, tais 

como os derivados 5-nitrofurano, como agentes antibacterianos, antifúngicos e 

antiprotozoários é bem estabelecido (PIRES et al., 2001; MUELAS-SERANO et al., 2002). 

Os grupos nitro aromáticos são bem conhecidos como tendo atividade redox biológica 

significativa, conduzindo à produção de EROs citotóxicas. No entanto, LASSBio 1483 é 

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 LASSBio 1483 (semicarbazônico), LASSBio 1707 e 

LASSBio 1736 (hidrazida-N-acilidrazônicos) foram os que apresentaram, em geral, melhor 

atividade leishmanicida, representando candidatos a protótipos de fármacos que podem ser 
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utilizados na descoberta de novas alternativas terapêuticas para leishmanioses.A elevada 

eficácia desses derivados contra varias espécies de Leishmania dá suporte para continuação da 

investigação detalhada de seu mecanismo de ação, bem como do seu potencial para o 

tratamento da leishmaniose visceral canina. 
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11 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Em resumo, a investigação de agentes anti-Leishmania resultou na identificação de 

novos derivados bioativos. Dentre estes, a semicarbazona LASSBio 1483 (7g) e os derivados 

hidrazida-N-acilidrazônicos  LASSBio 1705 (3a), LASSBio 1707 (3e) e LASSBio 1736 (3d) 

provaram ser potentes agentes leishmanicidas contra diversas espécies causadoras de 

leishmaniose tegumentar, além de possuírem baixa toxicidade, tanto in vitro como in vivo, 

assumindo a posição de compostos líderes 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 indução de 

apoptose dependente da ativação de enzimas semelhantes a caspases e através da via 

mitocondrial.  A eficácia leishmanicida in vitro e in vivo de LASSBio 1707 (3e) e LASSBio 

1736 (3d) contra L. chagasi, em concentrações não tóxicas para o hospedeiro, dando suporte 

para exploração do potencial desses derivados como uma opção adicional para a 

quimioterapia de visceral leishmaniose, uma das doenças tropicais negligenciadas mais letais 

e que está intimamente associada à pobreza, sendo um forte estímulo 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 

referência da OMS, em concentrações não tóxicas, 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 formulações lisossomais de LASSBio 1707 (3e) e LASSBio 

1736 (3d) contra L. chagasi, bem como determinar as alterações ultraestruturais nas estruturas 

celulares de promastigotas dessa espécie de Leishmania, através de análise em microscópio 

eletrônico de transmissão, além  de realizar a análise histológica dos órgõas coletados dos 

animais utilizados nos ensaios in vivo já realiazados. Pretende-se ainda dar continuidade a este 

trabalho, invetigando outros sinais característicos da apoptose, tais como a produção de 

EROs, a fragmentação do DNA, níveis de ATP e a indução da expressão da proteína, tais 

como as caspases e 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 produção de 

EROs e indução das vias de MAPK e ERK, bem como da enzima arginase em macrófagos 

infectados com L.amazonensis e L. chagasi. Além disso, faz-se necessário o estudo do 

mecanismo de ação destes derivados, que poderão ser realizados através de ensaios 

bioquímicos e de biologia molecular, visando determinar o efeito destes derivados, 

principalmente, em cisteína proteases, serina proteases, tubulinas, tripanotiona redutase e 

topoisomerases do parasito. Por fim, pretende-se ainda investigar a indução de fragmentação 

de DNA através de análises em citometria de fluxo, bem como a possível interferência da 

transcrição de genes e tradução de transcritos de Leishmania spp, através de ensaios de 

microarray e western blot.  
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