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RESUMO

A leishmaniose ¢ um grupo de doencas negligenciadas que atinge principalmente paises
emergentes. E causada por protozoarios do género Leishmania e transmitida através do repasto
sanguineo realizado pelo flebotomineo fémea. Este parasito apresenta duas formas evolutivas:
promastigotas, forma flagelada e sdo encontradas no tubo digestivo do vetor, e amastigotas, ou
aflageladas, encontradas nos tecidos dos vertebrados. A doenca apresenta duas principais
formas clinicas: a leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral, sendo esta ultima a de
maior gravidade, pois, compromete visceras e pode levar o paciente a 6bito. De acordo com a
Organizacao Mundial de Saude, a leishmaniose € endémica em 102 paises ou territorios. Apesar
da grande complexidade da doenga, o arsenal terapéutico ainda é bastante limitado, baseado no
uso de antimoniais pentavalente como farmacos de primeira escolha e como de segunda
escolha, anfotericina B lipossomal e pentamidina. Porém, esses farmacos apresentam
problemas como alta citotoxicidade, efeitos adversos significativos e a com inducdo de
resisténcia parasitaria. Diante desta realidade, surge a necessidade de buscar por novos
candidatos a protdtipos de farmacos leishmanicidas, que apresentem uma baixa toxicidade e
um alto efeito leishmanicida. O presente estudo avaliou a citotoxicidade de 19 derivados (T1 a
T19) tiossemicarbazdnicos e da pentamidina frente a macréfagos da linhagem J774.A1, nas
concentragdes de 100, 30, 10 e 3 uM, onde foi possivel tracar a Concentracdo Letal (CLso) €
determinar o efeito citotdxico maximo dos derivados. Na concentragdo maxima testada, ou seja,
em 100 uM, T13, T14, T15 e T16 ndo apresentaram danos a célula hospedeira e na concentracdo
de 10 uM, os derivados T5, T8 e T13 ndo apresentaram efeito citotdxico. Tendo como base
esses resultados, foi realizado um “screening farmacolégico a fim de avaliar o potencial
leishmanicida na concentracdo de 10 pM frente a forma amastigota de Leishmania
amazonensis, onde os T8, T10, T11, T12 e T18 apresentaram efeito maximo acima de 60%,
sendo 71,2 + 2,5%; 61,3 + 8,9%; 68,5 + 6,4%; 64,9 + 1,3% ¢ 61,3 + 8,9%, respectivamente.
Como T8 foi o derivado que apresentou um efeito leishmanicida elevado ao mesmo tempo que
ndo causou danos aos macrofagos, este pode ser considerado como promissor para estudos
posteriores de determinacdo da Concentracdo Inibitéria de 50% (CI50) e avaliagdo deste como

candidato a prototipo de farmacos leishmanicidas.

Palavras-chave: Leishmaniose. Tiossemicarbazonicos. Atividade leishmanicida.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of neglected diseases that affects mainly emerging countries. It is
caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted through the blood meal performed
by the female sand fly. It has two evolutionary forms: promastigotes, which have a flagellum
and are found in the digestive tract of the vector, and amastigotes, or no flagellated, found in
vertebrate tissues. The disease has two main clinical forms: cutaneous leishmaniasis and
visceral leishmaniasis, the latter being the most serious, as it compromises viscera and can lead
the patient to death. According to the World Health Organization, leishmaniasis is endemic in
102 countries or territories. Despite the great complexity of the disease, the therapeutic arsenal
is still quite limited, based on the use of pentavalent antimonies as drugs of first choice and
liposomal amphotericin B and pentamidine as second choice drugs. However, these drugs have
problems such as high cytotoxicity, significant adverse effects and parasitic resistance. In view
of this problematic reality, emerges the need of searching for new candidates for prototypes of
leishmanicidal drugs, which have a low toxicity and a high leishmanicidal effect. The present
study evaluated the cytotoxicity of 19 thiosemicarbazonic derivatives (T1 to T19) and
pentamidine against macrophages of the J774.A1 strain, in the appropriate 100, 30, 10 and 3
MM, where it was possible to trace the Lethal Concentration (CLso) and determine the maximum
cytotoxic effect of the derivatives. At the maximum concentration tested, that is, at 100 UM,
T13, T14, T15 and T16 showed no damage to the host cell and at the concentration of 10 UM,
derivatives T5, T8 and T13 did not show cytotoxic effect. Based on these results, a
pharmacological screening was carried out in order to assess the leishmanicidal potential at a
concentration of 10 uM against the amastigote form of Leishmania amazonensis, where the
compounds T8, T10, T11, T12 and T18 showed a maximum effect above 60%, 71.2 + 2.5%;
61.3 + 8.9%); 68.5 + 6.4%; 64.9 + 1.3% and 61.3 + 8.9%, respectively. As T8 was the derivative
that showed a high leishmanicidal effect while not causing damage to macrophages, it can be
considered as promising for further studies to determine the 50% inhibitory concentration

(1C50) and its evaluation as a candidate for drug prototype leishmanicides.

Keywords: Leishmaniasis. Thiosemicarbazonic. Leishmanicidal activit.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo infeccbes cronicas, ndo contagiosas de transmissdo vetorial e
pertencentes ao grupo das doencas negligenciadas, que sédo enfermidades que atingem em sua
maioria paises emergentes (ALMEIDA; SANTOS, 2011; OPAS/OMS, 2019). Sao
consideradas uma das mais importantes pelo fato de ocuparem a quinta posicdo no ranking de
ocorréncia mundial (WHO, 2010).

Sdo conhecidas mais de 30 espécies de Leishmania sendo mais de 20 patogénicas ao
homem (MORAIS, 2015) que sdo transmitidas através do repasto sanguineo realizado pelo
flebotomineo fémea (HARHAY, 2011). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) acredita que
as leishmanioses ocupam o segundo lugar nas doengas transmitidas por inseto que mais causam
letalidade no mundo (HANDLER et al., 2015).

A doenca apresenta duas principais formas clinicas: leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV), sendo esta Gltima a de maior gravidade devido ao parasitismo
generalizado causado no sistema linfatico, o que pode levar o paciente a 6bito caso ndo ocorra
o tratamento (MORAIS, 2015; OMS, 2016). A LT se caracteriza por apresentar Ulceras na pele
e/ou mucosas (GOTO; LINDOSO, 2012).

De acordo com a OMS, 102 paises sdo ditos como endémicos para as leishmanioses. No
periodo de 2001-2017, nas Américas, foram registrados 940.369 casos novos de LT, com uma
média anual de 55.317 casos. Em 2017, 49.959 casos foram reportados a Organizacdo Pan-
Americana da Salde, e destes, 72,6% foram reportados pelo Brasil. A LV é endémica em 12
paises, e no mesmo periodo foram registrados 59.769 casos, sendo uma média de 3.516 casos
por ano e destes, 96% foram reportados pelo Brasil (OPAS/OMS, 2019).

Ha relatos da existéncia e de um namero crescente de casos de coinfec¢cdo Leishmania-
HIV, sendo registrados desde da década de 1980 casos em 35 paises (MONGE-MAILLO et al.,
2014). Na india, a prevaléncia de LV-HIV aumentou de 0,88% em 2000 para 2,18% em 2006
(SINGH, 2014). No Brasil, a incidéncia dessa coinfec¢do aumentou de 0,7% em 2001 para
8,5% em 2012 (LINDOSO et al., 2014). Fatores relacionados ao hospedeiro e ao ambiente
podem justificar essa coinfeccdo, pois a Leishmania e o HIV compartilham um mecanismo

imunopatologico, comprometendo células dendriticas e macrofagos, o que leva a replicacéo e
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aceleracdo da progressao de ambas as doencas (GARG et al., 2009; BERNIER et al., 1995). A
imunossupressao também é um fator importante para o desenvolvimento da LV (ALVAR et al.,
1997; MOLINA et al., 2003).

O ciclo de vida da Leishmania sp. é digenético, isto é, s6 completa o seu ciclo evolutivo
passando pelo menos em dois hospedeiros, sendo um hospedeiro invertebrado e outro
vertebrado. Apesar do protozoario ser infectante durante todo seu estagio de vida, o vetor que
transmite a forma mais infectante, que € a promastigota metaciclica (KANSAL et al., 2012).
Dentre os hospedeiros vertebrados, tem-se uma ampla variedade de roedores, cdes e humanos
(KEVRIC et al., 2015).

Apesar da grande complexidade da doenca, os farmacos disponiveis para o tratamento
medicamentoso ainda sdo limitados e nenhum deles apresenta um resultado totalmente
satisfatorio (ALVING, 1983; ALVAR et al., 2006). Como farmacos de primeira escolha sdo
utilizados os antimoniais pentavalentes, (GOTO; LINDOSO, 2010), a anfotericina e a
pentamidina sdo usadas como segunda alternativa (Brasil, 2017). Apesar do uso da anfotericina
B ser uma alternativa de segunda escolha em casos refratarios aos antimoniais, esse farmaco
apresenta uma alta toxicidade que pode apresentar febre, disfuncdo renal e levar o paciente a
obito (MONZOTE, 2009). O desenvolvimento da anfotericina B lipossomal minimizou estes
efeitos adversos, porém, o custo desse tratamento € deveras elevado. De forma geral, esses
farmacos apresentam problemas desde alta citotoxicidade, a necessidade de hospitalizacéo,
inducdo de resisténcia parasitaria e custo elevado (ZULFIQAR, 2017; AKBARI, 2017).

Devido a esses problemas e limitacdes encontrados na terapia medicamentosa para o
tratamento das leishmanioses, o Laboratério de Farmacologia e Imunidade (LaFl) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL) vem por meio deste trabalho propor a avaliacdo da
atividade leishmanicida dos derivados Tiossemicarbazonicos na busca por novos protétipos de
farmacos que possuam um potencial leishmanicida ao mesmo tempo que uma baixa

citotoxicidade, melhorando assim o arsenal terapéutico no tratamento das leishmanioses.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Vetor e Ciclo biolégico

A transmissdo das leishmanioses € vetorial e ocorre através de fémeas de flebotomineos da
ordem Diptera, familia Psychodidae, principalmente dos géneros Phlebotomus (Velho Mundo)
e Lutzomyia (Novo Mundo). S&o conhecidos popularmente, dependendo da localizagdo
geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros (Figura 1). Eles se alimentam
de fontes naturais de agucar, mas s6 as fémeas sdo hematdfagas, porque precisam de sangue
para a ovogénese (KILLICK-KENDRICK, 1999). A doenca € transmitida através da realizacao
do repasto sanguineo (BRASIL, 2017).

O clima tropical e a densa area silvestre do Brasil, possui condi¢Bes ideais para abrigar
diversas espécies de flebotomineos. S&o conhecidas 927 espécies, e destas, podem ser
encontradas 260 no Brasil (ALEXANDER, 2000). Dentre todas essas espécies catalogadas, 19
delas sdo vetores das leishmanioses, e destas, duas espécies recebem uma atencdo maior: L.
longipalpis e L. cruzi (SANTOS et al., 1998; RANGEL & LAINSON, 2003).

Figura 1 - Fémea de flebotomineo L. longipalpis.

Fonte: BRASIL, 2017.

No seu ciclo bioldgico, o parasito Leishmania se apresenta em duas formas evolutivas: a
forma extracelular promastigota (Figura 2), que é fusiforme, apresenta nucleo central e possuli

flagelo, organela que esta relacionada a sua locomocdo, e a forma amastigota (Figura 3), que €
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ovalada, ndo apresenta flagelo visivel e é encontrada no interior dos fagolisossomos dos
macrofagos (SACKS; KAMHAWI, 2001).

Figura 2 - Forma evolutiva extracelular: promastigotas de Leishmania spp.

Fonte: SILVA, 2014.

Figura 3 - Forma evolutiva intracelular: amastigotas de Leishmania spp.

Fonte: AUTORA, 2019.
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O ciclo evolutivo da Leishmania spp. inicia-se quando a fémea do fleb6tomo realiza o
repasto sanguineo no hospedeiro infectado. O vetor por sua vez, ingere macréfagos infectados
com as formas amastigotas e, em seu trato digestivo, estes se rompem liberando os parasitos
que se alojam em diferentes partes do intestino medio, tornando-se agora a forma promastigota
prociclica. No intestino do vetor ocorre diferenciacdo destas formas em promastigota
nectomonas, que atraves do seu flagelo permanecem aderidas ao epitélio intestinal, onde ainda
se dividem, migram e originam formas curtas denominadas haptomonas. Os parasitos do

subgénero Leishmania desenvolve-se no intestino médio (AFONSO, 2013).

Em seguida, as leishmanias migram para a porgéo anterior do tubo digestivo do inseto,
onde passa por um processo de metaciclogénese, originando as formas promastigotas
metaciclicas, que adquirem a capacidade infectante (SILVA, 2017). A metaciclogénese é um
processo em que ocorrem modificagbes na membrana da Leishmania em sua forma
promastigota, como o alongamento da molécula Lipofosfoglicano (LPG) e a acdo da
glicoproteina (gp63) correspondendo aos principais fatores de viruléncia do protozoario
(LEITE, 2018; KAYE; SCOTT, 2011).

As leishmanias migram para a probdscide do inseto vetor (agora infectado) que ao realizar
0 repasto sanguineo, transmite os parasitos para o hospedeiro vertebrado. Formas promastigotas
sdo regurgitadas através da picada e, ap6s um periodo de quatro a oito horas, sdo fagocitadas
pelos macrofagos e neutréfilos do hospedeiro. As leishmanias séo resistentes & agéo do sistema
complemento devido as moléculas de LPG e gp63 que estdo presentes em sua superficie, e com
isso elas sdo fagocitadas por células do Sistema Fagocitico Mononuclear. Inicialmente sdo
internalizadas por neutréfilos, devido ao pequeno processo inflamatorio gerado, e apos estes
sofrerem apoptose séo fagocitados, levando os parasitos para o interior dos macr6fagos sem
ativa-los (LEITE, 2018; KAYE; SCOTT, 2011).

Nos macréfagos infectados, os parasitos se alojam em fagossomos, conhecidos por
vacuolos parasitoforos, os quais rapidamente adquirem composic¢éo e funcdo semelhantes aos
dos fagolisossomos. No interior desses vacuolos, promastigotas se diferenciam em amastigotas
e multiplicam-se por divisdo binéria até que haja o rompimento da célula hospedeira. Livres, as
formas amastigotas infectam rapidamente células adjacentes. Estas se multiplicam e podem ser

novamente ingeridas pelo vetor, completando o ciclo (KAYE; SCOTT, 2011).

O que viabiliza a sobrevivéncia das formas amastigotas de Leishmania na célula

hospedeira, é que essas formas possuem mecanismos apropriados que controlam e/ou impedem



17

a resposta do sistema imunologico do hospedeiro, alguns deles sdo a expressao de moléculas
coestimuladoras, producéo de citocinas e quimiocinas, inibi¢cdo do processo de apresentagéo de

antigenos e inibicdo de apoptose da célula infectada (BOGDAN, 2000).

Figura 4 - Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado da Universidade Federal de Goias.

2.2 Epidemiologia
A leishmaniose esta presente nos cinco continentes e é endémica em 102 paises
(OPS/OMS, 2019), destacando-se os paises em desenvolvimento, uma vez que a parasitose
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possui relacdo direta com a falta de recursos (WHO, 2014). S&o registrados 1,3 milhdes de
casos e de 20.000 a 30.000 mortes ao ano. Cerca de 90% dos casos de LV esta concentrada
entre Brasil, India, Sudo, Sud&o do Sul, Etiopia e Quénia. 95% dos casos de LC ocorrem entre
as Américas, Mediterraneo, Asia Central e Oriente Médio. Nas Américas, foram registrados
casos de leishmaniose desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (OPS/OMS,
2019).

No Brasil, sdo registrados casos da doenca nas cinco regides, mas as maiores incidéncias
sdo observadas na regido Norte e Nordeste. Para LV a regido nordeste é a que possui a maior
quantidade de caso, sendo notificados em 2018 2.197 casos, e 836 na regido norte. Para LT a
regido norte é a mais endémica com 8.515 casos e a regido nordeste é a segunda mais endémica,
apresentado 4.415 notificacdes da doenca (SINAN, 2018).

Um dos motivos ligados ao aumento da incidéncia de LV, sdo os fatores de riscos
individuais, como a expansdo da epidemia do HIV (FURLAN, 2010). Estima-se que mais de
30 milhdes de pessoas espalhadas por todo o mundo estejam infectadas com o HIV e que, pelo
menos, um terco desta populacéo viva em areas endémicas para a LV. Em &reas endémicas, a
infeccdo pelo HIV aumenta de 100 a 2.320 vezes o risco de desenvolvimento da LV (ALVAR
et al., 2008). Em 2011 no Nordeste, um estudo realizado registrou 2.164 casos de LV e destes,
7,12% eram coinfectados com o HIV (BARBOSA et al., 2014).



Figura 5 - Estratificacdo de risco de leishmaniose cutanea e mucosa segundo nivel

administrativo subnacional, Américas, 2017.

Fonte: SisLeish-OPS/OMS, 2017.
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Figura 6 - Numero de casos de leishmaniose visceral segundo nivel administrativo subnacional,
Américas, 2017.

Fonte: SisLeish-OPS/OMS, 2017.

2.3 Formas Clinicas

As leishmanioses podem ser classificadas em duas formas gerais: LT, que apresenta trés
formas clinicas especificas: a cutanea (LC), cutanea difusa (LCD) e mucocuténea (LM) (RATH
etal., 2003), e a LV, que é a forma mais grave da doenca (CECILIO et al., 2014).

O rumo clinico da doenca depende de alguns fatores, como por exemplo, o0 estado
imunolégico e nutricional do paciente, a espécie de Leishmania, a quantidade de parasitos que
foi inoculada, a patogenicidade e infectividade do parasito (LIMA, 2018; KUMAR; NYLEN,
2012).
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A LT esta entre as doencas infecciosas de maior relevancia no mundo. Ela é dermatoldgica
e devido a sua alta capacidade de causar deformidades, é preocupante e requer muita atencéo,
podendo também ser considerada uma doenca ocupacional (BRASIL, 2010; SKRABA et al.,
2014). Apos a lesdo inicial, realizada pelo flebotomineo, forma-se uma macula, que a partir de
duas semanas pode apresentar um nddulo e/ou pépula eritematosa pequena e pruriginosa
(GOTO; LINDOSO, 2012).

No Brasil foram registradas sete espécies do parasito responsaveis pela LT: L. (Viannia)
braziliensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (L.) amazonensis, L. (Viannia) naiffi, L. (Viannia)
lainsoni, L.a (Viannia) shawi e L. (Viannia) lindenbergi (GUERRA et al. 2015). Jaa LV é
causada pela L. (L.) chagasi (FIGUEIREDO et al., 2010).

A LC (Figura 7) geralmente € a primeira a apresentar-se, onde dependendo da espécie de
Leishmania envolvida, pode evoluir para as outras formas clinicas (LINDOSO et al., 2012).
Além de ser a forma mais frequente é a menos grave, responsavel por formar lesdes bem
localizadas, indolores, ulcerativas ou nodulares, formato arredondado com bordas bem
delimitadas, que podem medir de milimetros até centimetros, pelas diversas partes do corpo
onde ficam expostas ao flebotomineo (BRASIL, 2010; MCGWIRE; SATOSKAR, 2013; OMS,
2014). O periodo de incubacao € variavel, podendo haver uma evolugédo ap6s um periodo de 1-
12 semanas e é comum que haja a cura espontanea, porém, casos reincidentes ndo sdo raros
(AMATO et al., 2008; BRASIL, 2010; MCGWIRE; SATOSKAR, 2013; OLIVEIRA-NETO
etal., 1998).

A LCD (Figura 8) é uma forma grave, rara, e sua ocorréncia esta associada a resisténcia ao
tratamento e a dificuldade da resposta imune celular frente a Leishmania (BRASIL, 2010). E
caracterizada por lesGes metastaticas, ndo ulceradas e geralmente é causada pela L. amazonensis
(DA ROCHA; PETRONI, 2017, p. 40-55), podendo afetar a face e cobrir todo o corpo (RATH
et al.,, 2003). Alguns sintomas apresentados pelos pacientes acometidos sdo: febre,
linfadenopatia acentuada e obstrucdo das vias aéreas quando a mucosa esta afetada. Nao ha
registros de cura espontanea (REITHINGER et al., 2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Na LM (Figura 9) ha o comprometimento da mucosa de forma mais frequente, sendo este
observados principalmente na regido da nasofaringe. Podem ocorrer em alguns casos prurido e
inchago, onde gradativamente aparecerdo lesdes secundarias nos labios, cavidade oral, faringe
e laringe (KHEZZANI E BOUCHEMAL, 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017). Séo
causadas principalmente pela Leishmania (Viannia) braziliensis (DA ROCHA; PETRONI,
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2017) e quando o tratamento ndo € adequado, o quadro evolui para ulceras com aspectos
necréticos, ocorrendo a destrui¢do da cartilagem e linfadenopatia acentuada, o que pode levar
0 paciente a 6bito (KHEZZANI E BOUCHEMAL, 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

ALV (Figura 10), popularmente conhecida como calazar, febre dundun ou esplenomegalia
tropical (FIGUEIREDO et al., 2010), € considerada a forma clinica mais grave, por afetar
orgdos e tecidos hematopoiéticos (figado, baco, medula 6ssea, linfonodos, entre outros)
(OPS/OMS, 2019). Os individuos acometidos apresentam sintomas de febre de longa duracao,
perda de peso, astenia, anemia, hepatoesplenomegalia, entre outras manifestacées. Quando nao
tratada, pode evoluir para ébito em mais de 90% dos casos (BRASIL, 2010; ROCHA et al.,
2015).

Essa forma clinica da leishmaniose afeta principalmente criangas menores de cinco anos,
podendo haver uma associagdo entre o estado nutricional e outras condigdes de
imunossupressao. Habitualmente, o periodo de incubacdo se da entre 2 semanas e 2 meses
(OPS/OMS, 2019).

Figura 7 - Leishmaniose Cuténea.

Fonte: BRASIL, 2007



Figura 8 - Leishmaniose Cutanea Difusa.

Fonte: BRASIL, 2006.

Figura 9 - Leishmaniose Mucocutanea.

Fonte: BRASIL, 2006.
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Figura 10 - Individuo com Leishmaniose Visceral.

Fonte: WHO, 2015.

2.3 Tratamento das Leishmanioses

Desde o século XX que se busca a cura para a leishmaniose, porém, por ser uma doenca
negligenciada, torna-se pouco atrativa para o lucro da indudstria farmacéutica, o que resulta em
investimentos baixos para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (EVANS;
KEDZIERSKI, 2012; BRASIL, 2010).

Sdo recomendados para o tratamento de primeira escolha o antimoniato de N-
metilglucamina, que séo utilizados desde a Segunda Guerra Mundial (RATH et al., 2003), para
segunda escolha séo indicados o uso da anfotericina B lipossomal, que é a Unica op¢do no
tratamento de gestantes, e pentamidina (BRASIL, 2017)

Dos antimoniais pentavalentes, antimoniato de N-metilglucamina é o (nico que é
comercializado no Brasil e distribuido pela rede de satde publica, com o nome comercial de
Glucantime (Sanofi-Aventis). O tempo de duracdo do tratamento é de no minimo vinte dias
(MS, 2013), mas é necessario adequar o esquema terapéutico a realidade do paciente, levando-
se em consideragdo além da forma clinica, aspectos epidemiolégicos como idade e presenca de
doencas de base (SCHULBACH & CONCEICAO-SILVA, 2014).

O antimonial pentavalente (Sb°*) é administrado como pro-farmaco que precisa sofrer
processos que permitam a sua reducéo a antimonial trivalente (Sb3*)’ que a forma leishmanicida
do farmaco. O grupamento tiol, presente na membrana dos lisossomos, consegue realizar essa
reducdo, que ocorre de forma mais favoravel em um ambiente de pH reduzido e de maior
temperatura, o que explica o fato do farmaco ter acdo apenas sobre a forma amastigota. O

proprio parasito apresenta grupamentos proteicos em sua membrana que também permitem a
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reducdo de Sb®" (FREZARD et al., 2009). A forma Sbh®" por sua vez ira interagir com enzimas:
aquelas envolvidas na reducao do estado oxidativo da célula, aumentando o nivel de “estresse”
celular gerando a morte celular por apoptose; ou a outras responsaveis pela via glicolitica do

parasito tendo acdo direta sobre 0 mesmo (LIMA, 2017).

A Organizacdo Mundial de Salde preconiza que as doses de antimoniais ndo devem
ultrapassar 20 mg/kg/dia, pois apesar de sua eficacia, este farmaco apresenta efeitos adversos
indesejaveis como a nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e um potencial teratogénico, o que
limita sua administracdo em mulheres gravidas (NEVES et al., 2011; OMS, 2014). Mialgias,
dores abdominais e alteracGes cardioldgicas sdo também efeitos adversos observados com
frequéncia em pacientes que utilizam esses farmacos (BALANA-FOUCE et al., 1998; OMS,
2014). Devido as baixas dosagens e tratamentos descontinuos, comegaram a ocorrer falhas na
terapia e consequente aumento da resisténcia de parasitos (RATH et al., 2003; SERENO et al.,
1998).

A anfotericina B € um antibiotico poliénico, descoberto em 1953 e isolado em 1955,
produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus (WU, 1994; DISMUKES,
2000; RATH et al., 2003; FILIPPIN; SOUZA, 2006). Seu mecanismo de acdo € atraves da
interacdo com ergosterol, um esteroide constituinte da parede celular. Essa interagdo altera
fortemente a membrana através da formacdo de poros e canais ibnicos, causando danos
oxidativos nesta e aumentando sua permeabilidade. Isso leva a perda de ions, principalmente
potéssio, e outros componentes importantes para a sobrevivéncia do parasito (ZYGMUNT,
1966; SOKOLANDERSON et al., 1986; BEGGS, 1994; GAUGHAN et al., 1995; WANG,
1997; HUANG et al., 2002).

O uso da formulacgdo convencional de anfotericina B é limitado, devido aos efeitos toxicos
gerados (ASHER; SCHURARTZMAN, 1977; FILIPPIN; SOUZA, 2006). Sintomas e
problemas como febre, cianose, hipotenséo, hipertensdo, hipopotassemia, hipomagnesemia,
comprometimento renal e anemia sdo observados nesse tipo de formulagdo (BERMAN, 1998;
SCHOFFSKI et al., 1998; ROBERTS, 2003; BRASIL, 2017).

Uma nova formulacdo desenvolvida foi a anfotericina B lipossomal, que € menos toxica,
difere da convencional em forma, tamanho, composi¢do lipidica, farmacocinética,
biodistribuicdo (DISMUKES, 2000) e é bem absorvida pelos macréfago (VAN ETTEN et al.,
1998), e pelo sistema histiomonocitico, onde o parasito reside (GROLL et al., 2000; SOARES-
BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).
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Apesar de ter uma toxicidade reduzida, o farmaco possui ainda efeitos adversos, mas com
menor frequéncia e intensidade. Com isso, a dose é de 2 a 5 mg/kg/dia, a depender da forma
clinica, sem limite de dose maxima diaria, até atingir a dose total de 25 a 40 mg/kg, dependendo
da resposta clinica (BRASIL, 2017). Portanto, o bom perfil de seguranca do farmaco o torna
uma opcao viavel no tratamento da leishmaniose (RAPP et al., 2003; SOLOMON et al., 2013;
MISTRO et al., 2017).

Também utilizada como segunda escolha, a pentamidina € um derivado sintético da
amidina, que ja se mostrou ser eficaz contra protozoarios patogénicos, e dentre eles, espécies
de Leishmania. Sua descoberta como antiprotozoario se deu através da procura por derivados
hipoglicemiantes que pudessem comprometer o metabolismo energético de parasitos (TRACY,
WEBSTER Jr, 2001).

Apesar de seu mecanismo de ac¢ao ainda ndo ser totalmente claro, é possivel que ele ocorra
através da inibicdo de diferentes processos celulares. Pode ser um inibidor competitivo do
transporte da arginina ou um inibidor ndo competitivo do transporte da putrescina e
espermidina. A pentamidina catiénica também pode ligar-se preferencialmente ao DNA do
cinetoplasto e interferir na replicacdo e transcricdo em nivel mitocondrial. Ela também induz
mudancas estruturais nas mitocondrias dos parasitos (WERBOVETZ, 2006; COELHO et al.,
2007; BOURREAU et al., 2009). O fator limitante do uso da pentamidina é a sua toxicidade,
que gera alteracoes
cardioldgicas, nefrotoxicidade, hipotensdo, mialgias, além de ja se ter tido relatos de 6bitos
repentinos (RATH et al., 2003).

2.4 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas sdo um grupo de moléculas pertencentes a classe das
iminas (-C=N), conhecidas também como base de Schiff, que sdo de uma importancia
significante na quimica. Elas apresentam em sua estrutura (Figura 11) atomos de nitrogénio (N)

e enxofre (S) e sdo consideradas como ligantes organicos (LOBANA et al., 2009).

Ao serem sintetizadas, as tiossemicarbazonas demonstram grande interesse farmacologico.
Porém, se houver outras reacdes na estrutura geral da classe, € possivel gerar outros derivados

que possuam outras funcdes quimicas e/ou bioldgicas (ALMEIDA JUNIOR, 2017).
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Sua atividade bioldgica se deve a sua estrutura, pois, a presencga de atomos de N e S do tipo
sp2, permite uma deslocalizacdo eletrnica direcionada para estes atomos, favorecendo a
coordenacao com metais de transicdo (BERALDO, 2004). Séo descritas na literatura inimeras
aplicacdes bioldgicas, que vdo desde atividade anticancerigena até antimalarica (BERALDO,
2004).

As tiocarbohidrazidas sdo analogos estruturais que mais se aproximam das
tiossemicarbazidas, e sdo utilizadas como antituberculosos e preparacfes antivirais, além de
possuirem alta atividade antimicrobiana (M. KRITSANIDA et al., 2002; B.S. HOLLA et al,
2001; S. SUTRADHAR et al., 2013). As tiossemicarbazidas séo os derivados mais simples da
hidrazina do acido tiocarbamico, com uma ampla variedade de aplicacdes médicas, como
atividades anti-inflamatéria (TIPERCIUC et al, 2013), antiviral (CIHAN-USTUNDAG et al,
2016), antifdngica (SIWEK et al, 2012), antibacteriana (KALHOR et al, 2013) e anticancer
(ARORA et al, 2014).

Figura 11 - Estrutura base dos tiossemicarbazonicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade e o efeito leishmanicida in vitro dos derivados Tiocarbohidrazidas
e Tiossemicarbazidas, visando o desenvolvimento de novos candidatos a prototipos de

farmacos leishmanicidas.

3.2 Objetivos Especificos

Investigar efeitos citotoxicos destes derivados em macréfagos da linhagem J774. Al;

Avaliar o efeito leishmanicida dos derivados sobre formas amastigotas de L. amazonensis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Parasitos: Foram utilizadas cepas L. amazonenses (MHOM/BR/1977/LTB0016). As
formas promastigotas foram mantidas em garrafas de cultura em 5 mL de meio Schneider com
10% de SFB e suplementado com 2% de urina humana e 2 mM de L-glutamina, armazenadas

em estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), a 27 °C.

4.2 Farmaco e Reagentes: O farmaco padrdo utilizado neste trabalho, pentamidina, foi
provinda da Sigma®, como os reagentes que se seguem, Meio Schneider, Soro Fetal Bovino
(SFB) e Meio Dulbecco Modificado por Eagle (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —
DMEM). Os derivados a serem testados e a pentamidina foram preparadas empregando DMSO

0,1% (Sigma) como veiculo.

4.3 Substancias: Os derivados Tiocarbohidrazidas e Tiossemicarbazidas (Figura 12) utilizados
neste trabalho foram fornecidos pelo Laboratério de avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBIio) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), coordenado pelo

Professor Dr. Eliezer Jesus de Lacerda Barreiro e Dra. Lidia Moreira Lima.

Quadro 1 — Estrutura quimica das substancias

TIOSSEMICARBAZIDAS TIOCARBOHIDRAZIDAS

HsC H H H
~ N N
Tk TS
\
N S
E CHj3 o H

T2

S
H ~N NHZ
\ N )\\N/
/\N H
H
9@ o
T5 T3 H

NH
Pl
HN

S
HN

\
N
ke
N
H

T4




NH,
H'il S
] H N
Cl
/I \—
N
T7 e
OH H H,C H H O H
\N/I':" NH, J \N/N\“/N\N
\n/ N\N, S \
S CH; =z |
T11  No2 SN
T6
H H NH
/N\« 2
—
N H
, ; it
S
(N\ AN N7 \"/ “NH,
T12 H Z S
T8 N
H n NH, |i|
H3C S s N
N \\g Y “NH,
7\
N\ NJ
N CH,4 N” “H

T17 H

o SN NG
< N \n/ NH,
Ti5 © S

30



31

CH,
sl H H
N H

N
\F \N \N/N\‘( \NHZ
S |
N\
N

S

T18 ci

H
N _N
NS
N7 \"/ “NH,
S
°<

oO—

—O0

T19

4.4 Manutencéo de linhagem de células: Foram utilizados macrofagos da linhagem J774.A1
provenientes do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, para 0s ensaios
in vitro de determinacdo da viabilidade celular e de formas amastigotas. Essa linhagem foi
mantida em garrafas de cultura com 5 mL de meio RPMI com 10% SFB a 37 °C com 95%
umidade e 5% COa.

45 Ensaio de viabilidade celular: Macrofagos da linhagem J774.A1 foram
cultivados em triplicatas em placas de 96 pogos, na concentragdo de 5 x 10* células/poco e
incubadas em estufa a 37°C com atmosfera itmida contendo 5% de CO. por 1 hora, para adesdo
dos macrofagos a placa. Em seguida as células foram submetidas ao tratamento com a adicao
de diferentes concentragdes dos derivados solubilizados em Dimetilsulfoxido 0,1% (DMSO) e
diluidos nas concentragdes de 100, 30, 10 e 3 uM em meio de cultura. Nos pogos utilizados
como controles, as células cultivadas somente com meio de cultura suplementado com 10% de
SFB (Gibco-Life) ou células cultivadas na presenca do veiculo (DMSO, Sigma) das substancias
na concentracdo maxima utilizada que é de 0,1%. A viabilidade celular foi determinada atraves
do ensaio de MTT, que consiste na reducdo deste sal a cristais de formazan por células viaveis
e posterior leitura em espectrofotbmetro (MOSMANN, 1983). A viabilidade celular das
culturas tratadas com as substancias testadas foi determinada comparando cada tratamento ao

padrdo de viabilidade obtido nas culturas controle (DMSO).
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Figura 12 - Ensaio de MTT
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Fonte: AUTORA, 2020.

4.6 Avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro sobre formas amastigotas de L.
amazonensis: Macrofagos foram plaqueados sobre laminulas de vidro estéreis e infectados com
formas promastigotas de L. amazonensis, numa proporcdo de 10 parasitos: 1 macréfago. A
placa infectada foi incubada por 4 horas em estufa de CO, a 37°C com atmosfera Umida
contendo 5% de COz. Ap0s este tempo de infecgdo, os macrofagos foram “lavados” com PBS
para remocao dos parasitos ndo fagocitados. Os macrofagos infectados foram cultivados com
RPMI suplementado com 10% de SFB, na presenca ou ndo da concentracdo dos derivados
testados e foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera Umida contendo 5% de CO2 por 48
horas. Apos esse periodo, 0s pocos contendo as laminulas foram lavados com PBS, as células
foram fixadas com metanol por 3 minutos e em seguida coradas com GiemsaMay-Grinwald e
montadas sobre laminas. A avaliagdo do nimero de macréfagos infectados e o nimero de
amastigotas em 100 macrdfagos foi realizada com auxilio de microscopio éptico com objetiva
de 100X (imersdo) (NUNES et al, 2005).
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Figura 13 - Ensaio para a atividade leishmanicida (forma amastigota)
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Fonte: AUTORA, 2020.

4.7 Andlise Estatistica: Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média,
conforme indicado nas legendas das tabelas e figuras. Os niveis de significancia entre os grupos
experimentais e o controle foram verificados por Analise de Variancia (One-Way ANOVA)
seguida pelo teste de Dunnett no programa GraphPad Prisma® 5.01 e os valores foram
considerados significantes quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 em relacédo ao diluente
das substancias DMSO 0,01%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacao da viabilidade celular

Inicialmente foi avaliada a viabilidade celular de macréfagos da linhagem J774.A1, através
do ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio), um método
colorimétrico que se fundamenta na avaliacdo da atividade metabolica dos macrdfagos. Esta
atividade é expressa na reducdo do metabolismo do MTT, realizada pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase. A acdo da succinato desidrogenase resulta na formacéo de cristais de
formazan, estes cristais sdo insoliveis em agua e uma de suas caracteristicas é possuir a
coloracdo arroxeada, que pode ser quantificada por leitura da absorbancia num comprimento
de onde de 550nm em espectrofotometro (MOSMANN, 1983).

Foram testados 19 derivados, de T1 a T19 e o farmaco padrdo, pentamidina, nas
concentragdes de 100, 30, 10 e 3 puM. Foi calculado também a concentragéo letal 50% (CLsg),
que é a concentracdo capaz de matar 50% das células, e seu efeito citotoxico maximo. A CLso
dos derivados T1, T3, T5, T7, T8, T10, T12 e T18, foi de 24,6 + 0,3 uM; 71,2 £ 2,0 uM; 27,5
+ 1,8 uM; 61,3 £2,1 uM; 74,3 £ 3,6 uM; 72,8 + 3,5 uM; 16,3 + 2,6 uM; 97,3 + 2,6 uM; onde
apresentaram uma citotoxicidade maxima de: 74,3 + 1,2%; 76,3 + 0,3%; 74,3 + 3,8%; 83,6 =
0,3%; 70,2 = 4,0%; 63,7 = 2,1%; 78,8 + 0,5%;51,6 + 1,1%; respectivamente. Os derivados T2,
T4, T6, T9, T11, T17 e T19 nao apresentaram CLso até a méxima concentragdo testada (100
HUM), mas apresentaram citotoxicidade de 42,8 + 3,8%; 12,1 + 8,6%; 49,1 * 3,7%; 45,5 + 5,4%;
37,4 = 7,4%; respectivamente. Ja T13, T14, T15 e T16 também ndo demonstraram toxicidade
até a concentragdo de 100 UM e ndo causaram danos a célula hospedeira (Tabela 1). A
pentamidina apresentou uma CLso de 3,3 + 0,4 uM e um efeito citotoxico maximo de 77,7 +
0,6%. Os resultados foram comparados ao DMSO (0,1%), o veiculo utilizado para solubilizar

os derivados, e que ndo possui citotoxicidade significante para as células hospedeiras.
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Tabela 1 - Efeito dos derivados Tiocarbohidrazidas, Tiossemicarbazidas e da pentamidina (todos

nas concentracgdes de 100, 30, 10 e 3 uM) sobre a viabilidade de macro6fagos da linhagem J774. Al

no ensaio de MTT.
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s S
\ N\N)\\NH2
T17 s~ H >100 15,7 + 4,5*
H
%
SYN\N H\N’n\‘(“\"”z
T18 "~ s 97,3+2,6 51,6 + 1,1%**
Cl
H
0 ~ NN
N7 “NH,
T19 . \Q/ >100 229+95
| o

Os resultados referem-se a: 2 Concentragdo Letal de 50 % (CLso) calculada através de curvas concentragdo-resposta

toxica. ® Média + erro padrdo da média da citotoxicidade méaxima em triplicatas de um experimento representativo.

Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando em relagéo ao grupo DMSO. Os valores

foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Figura 14 - Efeito dos Tiocarbohidrazidas, Tiossemicarbazidas e da Pentamidina (todos nas
concentraces de 100, 30 e 10 e 3 uM) sobre a viabilidade de macro6fagos da linhagem J774.A1 no

ensaio de MTT.



38

L ",
%//////% @QQ\,

AEC 0£S) eanndo apepisuaqg

™,
L e

(wu 0gg) eoNdo apepisusq

(wu 0gs) eoNdo spepisuaq

W,
L e

@Q

%

T6

: _7 B
Rl

00\/

o2

%

o O@
2,
@e@ (o2

(wu ogg) eondo apepisusq

(wu 0gs) eondo spepisuaq



39

T8

T7

\\\\\\\\\\\\\\\\

i

@w K

\ %,

by

K

T

T10

T12
N

.....
o Io) o n o
11111

r
N
N

(wu 05g) vOoNdo apepisuaq (wu ogs) eondo 8

—

™

[

T11

N
K
T9

f T
o 0

N “ - I S N - - S = (wu 0gs) vondo spepisusg
(wu 05g) voNdo apepisusq (wu ogg) eoNndo



40

T14

T13

%E: Wmv M:%M%mm%m
TAARTARTATAA &
i
mmE ommv_ 1o _mcmm. ;

m;:::::EE:EE:::::::E:-

T16

______
0 o L S 0 =

222222

(wu 0g5) eondo apepisuaq

%////////////%

T15

r T T T
] < ot = ] Q

222222

(wu 0gg) eondo apepisuaq

O
©

o
O

oy
©

Uy
o

T18

(wu 0gg) eando apepisusg

T17
S

_ _
10 o ol o ol =

222222

(wu 0g5) eoNndo apepisuag

PENTAMIDINA

T19

d A

S
N
(wu 0gg) eondo apepisus

(wu 0gs) eondo apepisuag



41

Os resultados representam a média * erro padréo de triplicatas de um experimento representativo. Os valores foram
considerados significantes quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.

5.2 Avaliacao do efeito leishmanicida in vitro

Apbs a investigacao do possivel efeito citotdxica dos derivados para as células hospedeiras,
foram realizados ensaios para avaliar a atividade leishmanicida desses derivados frente a forma
amastigota de L. amazonensis, através de um screening na concentra¢do de 10 uM com os 19
derivados e a pentamidina. Dentre os analisados, os derivados T8, T10, T11, T12 e T18
apresentaram efeito maximo acima de 60%, sendo 71,2 +2,5%; 61,3 + 8,9%; 68,5 + 6,4%; 64,9
+1,3% e 61,3 + 8,9%, respectivamente (Figura 16 e Tabela 2), sendo considerados promissores

para a realizacdo de ensaios posteriores, onde foi possivel tracar a Clso.

Figura 15 - Efeito leishmanicida dos Tiocarbohidrazidas e Tiossemicarbazidas e da Pentamidina

contra formas amastigotas de L. amazonensis na concentragédo de 10 uM.

80,

Numero de amastigotas

10uM

Os resultados representam a média + erro padrdo de triplicatas de um experimento representativo. Os valores foram

considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Tabela 2 - Efeito leishmanicida dos Tiocarbohidrazidas e Tiossemicarbazidas e da Pentamidina

contra formas amastigotas de L. amazonensis na concentracéo de 10 pM.

Tratamento Efeito Maximo
LASSBio (% + E.P.M)
Pentamidina NA

T1 -
T2 135+5,1
T3 15,3+ 5,1
T4 6,7+9,5
T5 30,6 £ 16,5
T6 35,1+17,8*
T7 54,0 £ 1,3%**
T8 71,2 £2,5%%*
T9 47,7 £ 2,5**
T10 61,3 £ 8,9%***
T11 68,5 £ 6,4***
T12 64,9 + 1 3%**
T13 -
T14 -
T15 2,2+3,2
T16 42,3 +£2,5**
T17 -
T18 61,3 £ 8,9%***
T19 45,9 + 8,1**
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Os resultados referem-se a: Média + erro padrdo da média do efeito maximo em triplicatas de um experimento
representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando em relagdo ao grupo
DMSO. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. NA: ndo foi

possivel calcular o efeito maximo. (-): Composto provocou lise nos macréfagos.

Comparando os resultados apresentados é possivel observar que T1 e T18 possuem a
mesma substituicdo, a diferenca é que T1 € uma tiossemicarbazona e T18 uma
tiocarbohidrazida, onde a amina (NHz) terminal, provavelmente, contribui para o incremento
na atividade. Entre os tiossemicarbazénicos T1 e T7, a introducao de um fluorocicloexano, que

é um grupo lipofilico, ao grupo imidazotiazol, favoreceu o incremento no efeito de T7.

O heterociclo imidazol (nitrogénios na posicdo 1-4), apresentou os melhores efeitos.
Alteracdes nas posicdes dos nitrogénios ndo favoreceram a atividade em T16, por exemplo, que
possui 0 heterociclo pirazol (nitrogénios na posicdo 3-4). Além disso, modificacbes que
geraram um heterociclo imidazotiazol n&o foram relativamente significantes (como em T1),
mas, a insercdo de grupamentos lipofilicos influenciou positivamente no aumento da atividade

biolégica, como observado em T7.

O composto T11 apresentou o melhor resultado da série (tiossemicarbazonas), ou seja, 0
gue demonstrou possuir um efeito leishmanicida maior, e embora a lipofilicidade tenha
mostrado ser importante para o efeito, esta ndo foi observada quando comparada a T5. No
entanto, a presenca de grupos elétron-retiradores (NOz) presente em T11, pode estar relacionado
ao efeito observado. A substituicdo por um tienotiofeno resultou em um derivado

completamente inativo (T17).

Os heterociclos quinolina e indol (T8 e T10) apresentaram os melhores resultados da série
das tiocarbohidrazidas. As quinolinas possuem atividade farmacoldgica ja descrita na literatura
para diversas patologias, dentre elas, é possivel citar os farmacos antimalaricos: quinina,
cloroquina, mefloquina, entre outros (BAWA et al., 2010; KUMAR et al., 2009). Frente as
leishmanioses, seu potencial farmacologico também ja vem sendo estudado (ANTINARELLI
et al., 2016; COIMBRA et al., 2016; RAMIREZ-PRADA et al., 2017). Ja o indol é um
importante sistema heterociclico, por estar inserido em proteinas e por servir de modelo
estrutural para varios farmacos. A incorporacdo de um nucleo indol em derivados medicinais
tém dado a esse heterociclo um amplo espectro de atividades biologicas (SHARMA et al.,
2010).
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Ainda observando T10 e agora T4, percebe-se que a alteragdo da metila para carbonila na
posicdo 2 do indol, reduziu a atividade. Isso deve-se, possivelmente, ao grupo elétron-retirador
que gerou tautomerismo. Ja a modificacdo do oxigénio em T3 para um nitrogénio em T10,

favoreceu a atividade.

A modificagdo do heterociclo indol para 1,3-benzodioxol ndo favoreceu a atividade
leishmanicida do composto T15, que apresentou um dos menores efeitos, porém, modificacdes
como as substituicdes nas posicdes 3, 4 e 5 do benzeno por grupamento metoxila (T19)

aumentou o efeito, mesmo que de forma moderada.

As substituicdes com tiofeno (T14) resultou em um composto completamente inativo,

guando comparado com 0s T4 e T2, que sdo fracamente ativos.

5.3 Citotoxicidade e efeito leishmanicida

A fim de avaliar a janela terapéutica, e como haviamos avaliado a citotoxicidade maxima
em 100 pM, investigamos uma possivel toxicidade em 10 pM, isto é, na mesma concentracdo
em que foi realizado o screening para avaliar a atividade leishmanicida. Comparando essas duas
concentracdes, foi possivel perceber a reducdo do efeito toxico a célula hospedeira,
principalmente nos derivados que demonstraram efeito leishmanicida acima de 60%, como T10
que reduziu de 63,7% para 24,4%, T11 de 37,4% para 22,2%, T12 de 78,8% para 37,6 e T18
de 51,6% para 20,2%.

Tabela 3 - Efeito citotdxico e leishmanicida dos Tiocarbohidrazidas e Tiossemicarbazidas contra
macrofagos da linhagem J774.A1 e formas amastigotas de L. amazonensis, ambos na concentragdo
de 10 uM.

Tratamento Citotoxicidade Efeito leishmanicida
(% + E.P.M) (% + EPM)
T1 16,0+£0,5 -
T2 218+ 1,1 135+5,1

T3 23,5 + 8,9%* 153+ 5,1




T4 - 6,7+9,5
T5 NA 30,6 16,5
T6 30,0 + 4,6%** 351+17,8*
T7 1,8+1,5 54,0 £ 1,3%**
T8 NA 71,2 + 2, 5%%*
T9 25+0 47,7 £ 2,5**
T10 24,4 + 12, 7%** 61,3 £ 8,9%**
T11 22,2 +12.4%* 68,5 £ 6,4***
T12 37,6 £ 5,7%** 64,9 £ 1,3%**
T13 NA -

T14 229+29 -

T15 25,4+ 5,8 2,2+3,2
T16 - 42,3 + 2,5**
T17 - -

T18 20,2 £ 0,5%* 61,3 £ 8,9%**
T19 - 45,9 + 8,1**
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Os resultados referem-se a Média + erro padrdo da média da citotoxicidade maxima em ftriplicatas de um

experimento representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando em relagdo ao

grupo DMSO. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. NA:

Substancia ndo foi téxica para os macréfagos. (-): Néo foi possivel calcular o efeito maximo.
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6. CONCLUSOES

Uma série de derivados tiossemicarbazonicos foram avaliados quanto a acéo leishmanicida
na concentracdo de 10 uM, a fim de observar um possivel efeito leishmanicida. Inicialmente
investigamos a viabilidade celular, usando macréfagos da linhagem j774, e alguns deles
apresentaram uma baixa citotoxicidade ou até mesmo nenhum efeito toxico, tais como T5, T8
e T13. Em seguida investigamos o efeito destes derivados sobre a viabilidade do parasito
usando formas amastigota de L. amazonensis na concentragdo de 10 uM. Os derivados T8,
T10, T11, T12 e T18 apresentaram um efeito maximo acima de 60%, sendo, 71,2%, 61,3%, 68,
5%, 64,9% e 61,3%, respectivamente. A partir dos resultados, foi possivel notar que dos 19
deriva testados, 0 T8 foi considerado o mais promissor, podendo servir de modelo estrutural
para o desenho de novos pro6tipos de farmacos leishmanicidas, pois além de ndo apresentar
citotoxicidade para os macréfagos, foi ativo contra a forma intracelular de L. amazonensis na
concentracdo de 10 uM. Por fim, para melhor investigar o efeito leishmanicida, novos estudos
serdo realizados usando faixa de concentracdes inferiores a 10 uM, a fim de determinar a Clso
a partir de curva concentragcdo-resposta, bem como realizar a mesma curva para o efeito

citotoxico.
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