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RESUMO

NEVES, P. G. R. Avalicdo in vitro da atividade anti-Leishmania de
compostos sintéticos derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos sobre
Leishmania infantum. 2021. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Celular e
Molecular). Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa — PB, 2021.

A leishmaniose é um importante problema de saude publica, afetando milhares de
pessoas anualmente. O tratamento dessa doenga negligenciada apresenta varias
limitagcdes, as drogas utilizadas para tratamento dos pacientes possuem alta toxicidade,
efeitos adversos graves, dificil administracdo, e custo elevado. Sendo a terapéutica
dessa patologia baseada principalmente na administracdo de antimoniais
pentavalentes, que séo utilizados desde 1945. Todos esses problemas resultam na
descontinuacdo do tratamento pelos pacientes e, consequentemente surgimento de
cepas resistentes. Devido a todas essas dificuldades de tratamento e a auséncia de
vacinas, ha urgéncia na busca de novas drogas terapéuticas, que sejam eficazes
contra os parasitos e que ndo apresentem maleficios para o paciente. Nesse contexto,
este trabalho avaliou a atividade anti-Leishmania de derivados tiossemicarbazénicos-
acridinicos e do farmaco de referéncia, anfotericina B, contra formas promastigotas e
amastigotas axénicas de Leishmania infantum e a sua citotoxicidade frente a eritrécitos
humanos. Os resultados demonstraram que os derivados tiossemicarbazénicos-
acridinicos (GLDL 03 e GLDL 06) e o farmaco de referéncia, anfotericina B,
apresentaram atividade contra formas promastigotas de L. infanfum, com Cls, de
3,912ug/mL, 5,279 pg/mL e 0,955 pg/mL, respectivamente. Os compostos GLDL 03 e
GLDL 06 e a anfotericina B, também se mostraram ativos contra as formas amastigotas
axénicas de L. infantum, com valores de CEsq 6,201 pg/mL, 7,550ug/mL, 0,476 pg/mL,
nesta sequéncia. Foi observado que os derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos
possuem atividade bioldgica anti-Leishmania relevante contra as formas celulares do
parasita e ndo apresentaram toxicidade para as células sanguineas humanas. Visto
que esses compostos se apresentaram promissores in vitro, cabe a realizagcdo de
estudos mais detalhados que identifiquem os seus mecanismos de acao e eles possam
vir a serem utilizados no tratamento da leishmaniose. Dessa forma, a continuidade de
testes que elucidem tais caminhos é de extrema importdncia na pesquisa de uma
doenca tao negligenciada.

Palavras-chave: derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos; leishmaniose;

citotoxicidade.
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ABSTRACT

NEVES, P. G. R. In vitro evaluation of the anti-Leishmania activity of
synthetic derivatives acridine-thiosemicarbazone on Leishmania
infantum. 2021. Dissertation (Post-Graduation in Cell and Molecular Biology).
Center for Exact and Nature Sciences, Federal University of Paraiba, Jodo
Pessoa — PB, 2021

Leishmaniasis is a major public health problem, affecting thousands of people annually.
The treatment of this neglected disease has several limitations, the drugs used for the
treatment of patients have high toxicity, severe adverse effects, difficult administration,
and high cost. Being the therapy of this pathology mainly based on the administration of
pentavalent antimonials, which have been used since 1945. All these problems result in
discontinuation of treatment by patients and, consequently, the emergence of resistant
strains. Because of all these treatment difficulties and the absence of vaccines, there is
urgency in the search for new therapeutic drugs that are effective against parasites and
do not present harm to the patient. Therefore, in this work, we evaluated the anti-
Leishmania activity of derivatives acridine-thiosemicarbazone and the reference drug
amphotericin B against promastigote and amastigote forms of Leishmania infantum and
its cytotoxicity against human erythrocytes. The results showed that the acridine-
thiosemicarbazone derivatives (GLDL 03 and GLDL 06) and the reference drug showed
activity against promastigotes of L. infantum, with CI50 of 3.512ug/mL, 5.279 yg/mL and
0.955 pg/mL, respectively. The compounds GLDL 03 and GLDL 06 and the
amphotericin B were also active against the axénic amastigote forms of L. infantum,
with values of CE50 6.201 pg/mL, 7.550ug/mL, 0.476 pg/mL, in this sequence. It was
noted these compounds have shown promise in vitro, it is necessary to conduct more
detailed studies that identify their mechanisms of action and they can be used in the
treatment of leishmaniasis. Owing to these compounds have shown promise in vitro, it
is necessary to conduct more detailed studies that identify their mechanisms of action
and they can be used in the treatment of leishmaniasis. Thus, the continuity of tests that
elucidate such paths is extremely important in the research of a disease so neglected.

Keywords: acridine-thiosemicarbazone derivatives;leishmaniasis;cytotoxicity.
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1- INTRODUGAO

1.1 LEISHMANIOSES

A leishmaniose € uma doencga infecciosa negligenciada que apresenta uma
maior incidéncia em paises localizados nas regides tropicais e subtropicais, causada
por aproximadamente 20 espécies de protozoarios do género Leishmania e
transmitida por flebotomineos fémeas. E sabido que mais de 90 espécies de
flebotomineos possam transmitir esse parasita. As manifestagbes clinicas da
leishmaniose dividem-se em: Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar, manifestagao
mais grave da doencga, pois, se ndo tratada pode levar a 6bito, e a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) ou cutanea. As formas tegumentares da doenca incluem
a Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutanea Disseminada (LD),
Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD), Leishmaniose Mucocutanea (LMC) e
Leishmaniose Dérmica Pds-Calazar (LDPC) (WHO, 2020a; PONTE-SUCRE et al.,
2017; MATOS, A. P. S. et al, 2020; ULIANA;TRINCONI;COELHO, 2018,
MUKHOPADHYAY, 2014).

A LV também denominada de Kala-azar (que significa febre negra em Hindi,
devido ao escurecimento da pele que frequentemente acompanha a infecgdo) € a
forma clinica mais grave das leishmanioses, pois se deixada sem tratamento pode
resultar em obito em mais de 95% dos casos. Tem como sintomas principais: crises
febris, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia. A maioria dos casos séo
registrados no Brasil, na Africa Oriental e na india. Cerca de 50.000 a 90.000 novos
casos de LV sdo estimados para acontecer em todo o mundo anualmente, sendo
apenas 25 a 45% relatados a Organizagdo Mundial da Saude (OMS). No ano de 2018,
mais de 95% dos novos registros de LV relatados a OMS ocorreram em 10 paises:
Brasil, China, Etiopia, india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Sudao do Sul e Sudao
(Figura 1). O Brasil concentra 99% dos 3.500 casos relatados anualmente na América
Latina e, apesar dos numeros permanecerem estaveis, a doenca esta se espalhando
para o sudeste do pais (WHO, 2020a; PALATNIK-DE-SOUSA, CLARISSA B.; NICO,
D. 2020; SHOWLER; BOGGILD, 2016).

A LC é a forma clinica mais frequente da leishmaniose e causa lesdes na pele,
principalmente Ulceras, nas partes mais expostas do corpo. Aproximadamente 95%

dos casos de LC ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio
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e na Asia Central. Em 2018, mais de 85% dos novos casos de LC foram registrados
em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Colémbia, Ira, Iraque, Paquistéo,
Siria e Tunisia (Figura 2). Estima-se que entre 600.000 a 1 milhdo de novos casos
ocorram no mundo anualmente. E a LMC que tem como principal caracteristica o
acometimento parcial ou total das membranas mucosas do nariz, boca e garganta,
levando ao aparecimento de Ulceras e feridas graves nestes locais. Mais de 90% dos
casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia (Estado Plurinacional), Brasil,
Etiopia e Peru (WHO, 2020a).

A LTA é uma das patologias que acometem a pele, mais preocupantes para a
comunidade médica, pois na derme do individuo acometido por essa enfermidade sédo
observadas Ulceras, lesbes nodulares, além da destruicdo das membranas das
mucosas do nariz, boca e garganta, levando a uma desfiguracdo definitiva,
ocasionando em uma estigmatizacéo social dos pacientes. S&o registrados casos de
LTA em todas as unidades federativas brasileiras, no entanto, nas regides Norte e
Nordeste sédo apresentados o maior niumero de casos. No periodo de 2003 a 2018,
foram registrados mais de 300.000 casos, com média de 21.158 casos por ano (Figura
3) (BRASIL,2017; MINISTERIO DA SAUDE. SVS., 2019). A LV também & um
importante problema de saude publica, pois casos nao tratados acarretam uma
letalidade de 90%. No Brasil, entre 2003 a 2018, foram confirmados mais de 51 mil
casos humanos, com incidéncia média de 1,7 casos/100 mil habitantes. A regido
Nordeste apresentou o maior numero de casos, no entanto, as maiores incidéncias
sdo demonstradas na regido Norte até o ano de 2012, quando ha a inversdo para
regido Nordeste até o ano de 2016, e posterior aumento da incidéncia novamente na
regido Norte (Figura 4) (MINISTERIO DA SAUDE. SVS., 2019). No estado da
Paraiba no periodo de 2007 a 2019, foram confirmados 826 casos de LTA, enquanto
que LV no mesmo periodo, foram registrados 520 casos. O que evidencia que estado
da PB, registra um elevado numero de casos da leishmaniose mesmo apds os planos
de acdo e combate a essa patologia, podendo assim, ser considerada uma doenga
emergente prioritaria, sendo necessaria maior atencdo por parte da vigilancia
epidemioldgica no estado (SINAN, 2020; PARAIBA, 2019).

As terapias utilizadas no tratamento das leishmanioses variam de acordo com o
tipo de manifestagdo clinica da doenga e muitas vezes s&o guiadas pela pratica
regional. Os antimoniais pentavalentes sdo considerados a melhor terapia na
leishmaniose, porém, este agente apresenta uma elevada toxicidade e esta também
esta associado ao desenvolvimento da resisténcia dos parasitas do genéro
Leishmania a eles. Outros farmacos como a anfotericina B (ANFO B), as

pentamidinas, a miltefosina e também s&o utilizadas no tratamento desta doenca
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infecciosa (MCGWIRE ; SATOSKAR., 2014 ; CARVALHO et al,, 2019; DE MENEZES
et al ., 2015). Nesse cenario, € de extrema relevancia a busca por compostos que
tenham um menor efeito adverso, baixa toxicidade e custo reduzido, e que seja de
mais facil administragao, possibilitando melhor qualidade de vida aos pacientes no
decorrer do tratamento. Muitos compostos naturais e sintéticos bioativos estdo sendo
testados nos ultimos anos, em ensaios antileishmania. Suas estruturas sdo diversas e
frequentemente tem em seus arranjos anéis aromaticos ligados a atomos de
nitrogénio, como quinolinas, pirimidinas, acridinas, fenotiazinas e indois Os derivados
acridinicos ja tiveram muitas de suas propriedades farmacologicas descritas na
literatura, entre elas, antitumoral, antimalarica e até mesmo antileishmania (LISBOA et
al., 2019; SILVA et al., 2018; SERAFIM et al., 2018).

Figura 1 - Distribuicdo Geografica da Leishmaniose Visceral no Mundo.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2020b.
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Ii;ura 2 - Distribuigao Geogréfica da Leishmaniose Cutanea no Mundo.

Number of new CL cases reported, 2018
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Fonte: Adaptado de WHO, 2020c.

Ii;ura 3 - Numero de casos de LTA, reg_;i()es brasileiras, 2003- 2018.
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Figura 4- Namero de casos de LV, regides brasileiras , 2003 - 2018.
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Nota: *Regiao de residéncia - apos este periodo, dados tabulados por regiao de infecgao.
Fonte: Sistema de Informacao de Agravos de Notificagao (SINAN)/MS. Data de atualizagao: 15/05/2019.

Fonte: Boletim Epidemiolégico. MS. Vigilancia em Saude no Brasil 2003|2019.

1.2 ESPECIES E VETORES

Os protozoarios do género Leishmania sp. estdo estabelecidos
filogeneticamente na ordem Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, estao
inseridas 20 espécies divididas nos subgéneros Leishmania e Viannia. Os dois
subgéneros foram divididos de acordo com o local de desenvolvimento dos parasitas
no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados e por analises filogenéticas (FRAGA
et al.,, 2010). As espécies Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania)
tropica, Leishmania (Leishmania) aethiopica, Leishmania (Leishmania) infantum e
Leishmania (Leishmania) donovani sao encontradas nos continentes Asiatico, Africano
e Europeu. No americano, os principais agentes etioldgicos sdo Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis
e Leishmania (Leishmania) infanfum (Tabela 1) (GOTO, LINDOSO, 2010,
STEVERDING D., 2017). As espécies do parasito Leishmania possuem aspectos
especificos quanto aos tipos de manifestagbes clinicas, vetores, reservatorios e
distribuicdo geografica. As principais espécies causadoras da leishmaniose no Brasil
sdo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonenses, resultando na
manifestacao clinica cutanea, enquanto a L. (L.) infantum é a responsavel pela doencga
na sua forma clinica visceral (BRASIL, 2007).

Os protozoarios do género Leishmania sdo heteroxenos, ou seja, eles so
completam seu ciclo biolégico passando por ao menos dois hospedeiros, e

apresentam em seu ciclo de vida duas formas evolutivas: a forma promastigota, que é
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flagelada e extracelular, e a forma amastigota, que € intracelular e ndo possui flagelo
(DOSTALOVA; VOLF, 2012; SILVA, 2008). Esses parasitas s&o transmitidos
principalmente através do repasto sanguineo realizado por insetos fémeas infectadas
da ordem Diptera, pertencentes a subfamilia Phlebotominae, denominados de
flebotomineos (KATO et al., 2010).

As fémeas dos flebétomos sdo hematofogas, porque necessitam de sangue
para a maturagéo e postura dos seus ovos. Dois géneros possuem importancia clinica
na transmissdo da leishmaniose; o género Lutzomyia (Figura 5A) no continente
americano e Phlebotomus para os continentes europeu, asiatico e africano (Figura 5B)
(STEVERDING, 2017).

1.3 CICLO BIOLOGICO DE LEISHMANIA SP.

O ciclo de vida do parasita Leishmania sp. € composto por dois estagios, ele
tem inicio no hospedeiro invertebrado, quando o flebotominio fémea realiza o repasto
sanguineo, sendo ingerido o sangue contaminado com formas amastigotas livres ou
presentes no interior de macréfagos de um hospedeiro mamifero infectado. Na porgéo
posterior do trato digestivo do inseto vetor, as formas amastigotas se transformam em
promastigotas, devido a diminuicdo da temperatura e aumento do pH, em comparagao
ao ambiente encontrado no hospedeiro mamifero (Figura 6) (BATES, 2007; AHMAD et
al., 2020).

Os reservatorios do parasita Leishmania podem ser: selvagem e domeéstico. O
cachorro-do-mato, o lobo-guara, a raposa-do-campo e o gamba s&o os principais
reservatorios selvagens. E o doméstico principal, € o cdo (Figura 7). A proximidade
dos animais domésticos com os seres humanos os faz ocupar uma posigdo de
destaque na cadeia epidemiologica, e os cées sao considerados os principais
responsaveis pela persisténcia da leishmaniose em ambientes tropicais e neotropicais
(PALATNIK-DE-SOUSA, CLARISSA B.; NICO, D., 2020;TOEPP; PETERSEN, 2020).



Figura 5 - Espécies de fleb6tomos fémeas, vetores das leishmanioses.

(A) Lutzomia longipalpis (B) Phlebotomus papatasi. Fonte: BRASIL, 2019;
MUNSTERMANN, 2019.

Figura 6 - Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania sp.

@ Forma amastigota

Inugggar

Fonte: Adaptado de KAYE P., SCOTT P., 2011. As formas promastigotas prociclicas
sdo as formas consideradas ndo infectantes e antecedem as formas infectantes, que
sdo as promastigotas metaciclicas. Os parasitas do género Leishmania s&o
transmitidos para o hospedeiro vertebrado através do repasto sanguineo do inseto
vetor infectado, o qual injeta formas promastigotas metaciclicas ou infectantes na
circulagdo sanguinea deste hospedeiro, que s&o entdo fagocitadas por células do
sistema fagocitico mononuclear, majoritariamente macréfagos, posteriormente, dentro
do fagolisossomo os parasitos transformam-se rapidamente em formas amastigotas,
replicando-se até ocorrer lise celular. O flebotomineo sadio, ao se alimentar do
sangue deste hospedeiro infectado, suga as formas amastigotas que se transformam
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em formas promastigotas prociclicas no seu intestino, em um processo denominado
metaciclogénese, originando as promastigotas metaciclicas, que podem ser
transmitidas para um novo hospedeiro vertebrado, dando assim continuidade ao ciclo.

Tabela 1- Algumas espécies de Leishmania sp. que podem causar Leishmaniose
em humanos.

Subgénero Espécies Manifestacoes Distribuicéo
Clinicas
Leishmania L. aethiopica LCL, LCD Africa Oriental (Etiopia,
Quénia)
L. amazonensis LCL, LCD,LD América do Sul (Brasil,
Venezuela, Bolivia).
L. donovani LV, LDPC Africa Central, Sul da
Asia, Oriente Médio,
india, China
L.infantum (L.chagasi) LV, LC (Norte da Africa e
Europa), Sudeste
Europeu, Oriente

Médio, Asia Central,
América do Norte,
Central e do Sul
(México, Venezuela,
Brasil, Bolivia)

L. major LCL Africa do Norte e
Central,Oriente Médio,
Asia Central

L. mexicana (L. pifanoi) LCL, LCD EUA, Equador,
Venezuela, Peru.

L. tropica LCL, LV Africa do Norte e

CentraI,Orien’;e Médio,
Asia Central, india.

L. venezuelensis LCL América do Sul,

Venezuela.
Viannia L. braziliensis LCL, LMC.LD América do Sul

(Guatemala,
Venezuela, Brasil,
Bolivia, Peru)

L. guyanensis LCL, LMC Guiné Francesa,
Suriname, Brasil,
Bolivia)

L. lainsoni LCL Brasil, Bolivia, Peru.

L. lindenbergi LCL Brasil

L. naiffi LCL Brasil, Guiné Francesa

L. panamensis LCL, LMC Panama, Colémbia,

Venezuela, Brasil.

Abreviacdes: LCL-Leishmaniose Cutanea Localizada, LCD-Leishmaniose Cutanea Difusa,
LD-Leishmaniose Cutdnea Disseminada, LDPC -Leishmaniose dérmica pds-calazar, LV-
Leishmaniose Visceral, LMC-Leishmaniose Mucocuténea. Fonte: Adaptado de STEVERDING
D., 2017.
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Figura 7 - Reservatdrios do parasito Leishmania sp.

Fonte: BRASIL, 2014; BRASIL, 2017. A) Dusicyon vetulus, conhecida
popularmente como: raposa-do-campo. B) Didelphis albiventris,
marsupial didelfideo, ambos s&o reservatério silvestres da espécie
Leishmania chagasi. C) Canis familiaris, cado doméstico, com les&o no
focinho.

1.4 MANIFESTAGOES CLINICAS

As diferentes espécies de Leishmania sdo na maioria das vezes responsaveis
pelas diversas manifestagdes clinicas, as quais resultam da interagdo entre o parasita,
resposta imunologica do hospedeiro e biologia do vetor. Dessa forma, tanto paraa LV
quanto para LTA, a progressdo da doenca depende da manutengcdo de um estado
imunossupressor especifico do parasita no hospedeiro, incluindo atuagéo direta na
desativagdo da resposta imune mediada por macrofagos desses individuos. Uma

diferenca fundamental entre a LV e a LTA € a propensao das espécies causadoras de
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LV para causar doengas em locais sistémicos, invadindo macréfagos do figado, baco e
medula 6ssea, com patologia minima da pele. Sendo assim, a LTA acomete pele e
mucosas e a LV as visceras do individuo e tem elevada taxa de mortalidade (GOTO;
LINDOSO, 2012; KAYE et al., 2020).

Sintomas como: febre irregular persistente, esplenomegalia caracterizam a
leishmaniose visceral, pancitopenia, hepatomegalia, hipergamaglobulinemia, e perda
de peso também s&o observados nesta patologia (Figura 8A). O inicio da leishmaniose
visceral pode ser agudo ou lento, e o periodo de incubagao € entre 2 semanas e 8
meses. Sem tratamento, a doenca pode levar a ébito dentro de 2 anos como resultado
de infecgbes bacterianas secundarias ou anemia grave, caso o individuo n&o receba o
tratamento adequado. No continente americano, esse quadro clinico € ocasionado
principalmente pela espécie Leishmania chagasi, sinonimia, Leishmania infantum
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; FREITAS et al., 2016).

Em individuos que desenvolveram LV, cujo o agente etiologico foi a Leishmania
donovani, apos o tratamento com éxito da patologia na forma visceral, a doenga pode
reaparecer numa forma cutdnea cronica, denominada Leishmaniose Dérmica Pos-
Calazar (LDPC) (FIGURA 8B). As manifestagdes clinicas de LDPC sao limitadas a
lesbes maculares, papulares ou nodulares na pele. O maior nimero de casos da
LDPC é registrado no Sul da Asia (india, Nepal e Bangladesh) e na Africa Oriental,
principalmente no Sud&o. No sul da Asia, as lesdes polimérficas sdo prevalentes,
enquanto no Sudao as lesdes sdo papulares ou nodulares. As lesdes, principalmente
os papulonddulos, sao ricas em parasitas, sendo possivel subentender que a LDPC
desempenha um importante papel na transmissdo interepidémica de LV.
(MUKHOPADHYAYet al., 2014).

Em contrapartida a leishmaniose tegumentar, geralmente ndo leva ao obito,
porém pode levar a estigmatizagédo social, baixa autoestima e problemas psicoldgicos,
devido ao acometimento do corpo do individuo por nodulos ou lesbes ulceradas.
Esses ferimentos iniciam-se por uma papula ao longo de semanas a meses no local
onde foi realizado o repasto sanguineo pelo vetor. Multiplas lesbes geralmente
correspondem a diferentes locais de picadas, embora a propagacao linfatica seja
possivel. A papula aumenta para um nodulo que ulcera lentamente ao longo dos
meses seguintes. De maneira geral, os pacientes estdo sistemicamente bem, e as
lesdes, embora ocasionalmente cocem, ndo provocam dor. Pode ser dividida nos
subtipos: Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniose cuténea Difusa
(LCD), Leishmaniose Cutanea Disseminada (LD), Leishmaniose Mucocuténea (LMC) e
Leishmaniose Dérmica Pods-Calazar (LDPC). Cerca de 95% dos casos de

leishmaniose cutanea ocorrem no Oriente Médio, Américas, Asia Central e na Bacia
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do Mediterraneo e a maioria dos casos nas Américas sao relatados no Brasil (WHO,
2020a; BRASIL, 2017, STEVERDING D., 2017). A LCL é caracterizada por lesdes
cutdneas ulceradas em partes expostas do corpo, é propensa a cura esponténea e
apresenta boa resposta ao tratamento, as lesdes podem ser Unicas ou multiplas (até
20 lesdes) deixando cicatrizes permanentes, € a forma mais comum entre os subtipos
de LTA (FIGURA 8C). Na india, Etidopia, no Suddo e no Ir4, ela é causada por L.
aethiopica, L. major e L. tropica. Nos paises da América Central e do Sul, diferentes
espécies podem ser as causadoras da doenga como: L. peruviana, L. braziliensis, L.
amazonensis, L. guyanesis, L. venezuelensis e L. panamensis (WHO, 2020; BRASIL,
2017, STEVERDING D., 2017; SHOWLER; BOGGILD, 2015).

Ja a LCD é menos comum e distinta da LCL, pois é caracterizada pelo lento
desenvolvimento de multiplos nodulos sem ulceragdo, lesdes papulo-nodulares,
tuberosas, verrucosas, formando placas envolvendo todo o corpo, € uma manifestagéo
clinica rara, e geralmente acomete individuos imunossuprimidos (FIGURA 8D). As
espécies reconhecidas como causadoras deste quadro clinico sdo a L. aethiopica no
e a L. amazonensis. A LD é caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes
papulares e de aparéncia acneiforme que acometem varios segmentos corporais,
envolvendo com frequéncia a face e o tronco, porém € uma manifestagcdo clinica
incomum que pode ser observada em até 2% dos casos, causada pelas espécies
Leishmania braziliensis e a Leishmania amazonensis (FIGURA 8E) (BRASIL, 2017;
GOTO; LINDOSO, 2012; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A LMC é caracterizada por lesdes destrutivas localizadas nas mucosas das
vias aéreas superiores (FIGURA 8F). Frequentemente a lesdo nao provoca dor, tendo
inicio no septo nasal anterior, cartilaginoso, proxima ao introito nasal, sendo,
consequentemente, de facil visualizagdo. A mucosa nasal € a mais acometida, mas
pode haver lesbes na orofaringe, palato, labios, lingua e laringe. Posteriormente, as
Ulceras mucosas causam destruicdo do septo nasal, labios e paladar levando a uma
extensa desfiguracao facial (BRASIL, 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017 GOTO;
LINDOSO, 2012; STEVERDING D., 2017; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).
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Figura 8 - Manifestagdes Clinicas resultantes da infecgdo por espécies do
género Leishmania sp.

Fonte: BRASIL, 2017; BRASIL,2014; MOKNI, 2019. (A) Leishmaniose Visceral. (B)
Leishmaniose Dérmica Pds-Calazar. (C) Leishmaniose Cuténea Localizada. (D)
Leishmaniose Cutédnea Difusa. (E) Leishmaniose Cutdnea Disseminada. (F)
Leishmaniose Mucocutéanea.

1.5 O TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Atualmente a quimioterapia € a Unica abordagem para o tratamento da
leishmaniose, pois ainda ndo ha vacina contra qualquer forma da doenga aprovada em
humanos. Infelizmente, as opgbes de tratamento séo limitadas a um pequeno nimero
de medicamentos, que apresentam um alto custo, efeitos adversos significativos,
demandam um longo periodo de tratamento e também existem casos de resisténcia
aos farmacos utilizados. Essa terapéutica é baseada no uso de antimoniais

pentavalentes - SbV (antimoniato de meglumina [glucantime®] e o estibogluconato de
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sédio [pentostam®]), anfotericina desoxicolato B (ANFO B), pentamidina,
paromomicina e miltefosina. Podem ser usados sozinhos ou em combinagdes:
anfotericina B desoxicolato com miltefosina/paromomicina, miltefosina com
anfotericina B lipossomal ou paromomicina com anfotericina B lipossomal (TABELA 2)
(TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018; SINGH, GARG, VAHAB et al., 2016;
MONDAL et al., 2014). A investigagao inicial que possibilitou a utilizagcdo mundial dos
antimoniais e da anfotericina B como drogas terapéuticas com atividade antileishmania
foi realizada por brasileiros, pois foi o pesquisador Gaspar Vianna que sugeriu que
antimoniais trivalentes poderiam ser uteis para tratar os primeiros casos de
leishmaniose cutanea diagnosticados em Sao Paulo, em 1914
(ULIANA;TRINCONI;COELHO, 2018).

Os antimoniais (estibogluconato de sédio) sdo os principais medicamentos
empregados contra a leishmaniose, sdo administrados desde a década de 1920.
Ensaios realizados para elucidagdo do mecanismo de acdo dos antimoniais s&o
baseados em duas hipoteses. A primeira € baseada no redutor na bioconversédo de
SbV (antiménio pentavalente) a antiménio trivalente (Sblll), agdo que ocorre devido ao
cruzamento da membrana fagolisossomal, podendo ser realizada pelo parasita ou
pelas células hospedeiras. O Sblll atua contra amastigotas e comprometem o
potencial redox, permitindo o efluxo de tidis intracelulares e por consequéncia inibigao
da tripanotiona redutase (TR). Enquanto que a segunda hipotese infere que a forma
pentavalente exerce atividade antileishmania, podendo atuar na inibicdo da atividade
glicolitica, via oxidativa de acidos graxos na forma amastigota, bem como por
mecanismos indiretos por meio do aumento de citocinas e inibicdo da DNA
topoisomerase | (NO, 2016).

Entretanto esses compostos apresentam elevada toxicidade e uma pequena
janela terapéutica, devido a essas limitagdes o seu uso foi suspenso no subcontinente
indiano, onde a resisténcia se generalizou. No entanto, ainda sado utilizados na
América Latina e Africa Ocidental (PONTE-SUCRE et al.,2017).0 glucantime é a
droga de primeira escolha administrada em pacientes no Brasil, a sua dose
recomendada para o tratamento da LC varia entre 10 e 20 mg/SbV/kg/dia por um
periodo de 20 dias; ja para o tratamento das lesbes mucosas recomenda-se 20
mg/SbV/Kg/dia durante 30 dias seguidos (BRASIL, 2007). Para o tratamento da LV
recomenda-se o uso de 20 mg/SbV/Kg/dia com aplicac¢ao intravenosa ou intramuscular
no periodo de 20 a 40 dias (BRASIL, 2006).

A anfo B foi descrita no final de 1950 e foi desenvolvida como método
terapéutico alternativo para pacientes com leishmaniose mucocutdnea que

frequentemente sofriam com a doenca reicidiva, ou ndo respondiam ao tratamento
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com os antimoniais, sua eficacia foi logo observada e o seu uso foi estendido para o
tratamento de pacientes com LV grave (ULIANA;TRINCONI;COELHO, 2018). Apesar
de eficaz, esta droga apresentou elevada toxicidade quando injetada na sua forma
livre de desoxicolato. Mesmo com a utilizagcao de terapias combinadas a resisténcia ao
tratamento ainda € uma possibilidade, o que representa um desafio potencial a
proxima geracdo de terapias combinadas no tratamento da leishmaniose, proposta
pela OMS (PONTE-SUCRE et al.,2017). Em raz&o da sua elevada toxicidade, novas
formulagdes desse medicamento foram desenvolvidas utilizando-se lipideos e hoje em
dia existem a anfotericina lipossOmica, anfotericina com dispersdo de colesterol e
anfotericina com complexo lipidico. Essas formulagdes foram desenvolvidas para
reduzir os efeitos adversos e melhorar a farmacocinética e a biodisponibilidade dessa
droga. Apesar de se apresentarem menos toxicas, essas formulagdes alternativas da
anfotericina B tém algumas limitacbes para sua utilizacdo em paises em
desenvolvimento: sdo muito caras e instaveis em temperaturas mais altas. Essas
drogas tém sido utilizadas no tratamento da LV (GOTO; LINDOSO, 2010; DE
MENEZES et al., 2015).

Foi observada que a formulagéo lipidica desses novos compostos, concede ao
composto ativo a capacidade de circular no corpo por um longo periodo de tempo,
penetrando nos tecidos de maneira eficiente, além de diminuir a toxicidade da droga
ao individuo que esta sendo submetido ao tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB;
2006; GHORBANI; FARHOUDI, 2017). Sabe-se que o mecanismo da anfo B resulta
em uma lesdo nas membranas celulares do parasita ao interagir com o ergosterol,
causando instabilidade da membrana e formagéo de poros, através dos quais ha o
efluxo de potassio, resultando em morte celular (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014;
GOLAN et al., 2016). A anfo B lipossomal € vendida na forma de po estéril amarelo-
vivo em frascos-ampola de vidro com 50 mg de principio ativo (GHORBANI;
FARHOUDI, 2017; BRASIL, 2017).



Tabela 2 - Principais drogas utilizadas atualmente no tratamento das leishmanioses.
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Uma outra droga utilizada no tratamento da leishmaniose, porém em baixa
escala, devido ao registro de resisténcia do parasito ao tratamento € a pentamidina,
que foi sintetizada no final de 1930, e teve primeiramente a sua atividade
antitripanossoma identificada, e s6 em 1940 o seu efeito antileishmania foi observado,
sendo utilizada no tratamento da LV na india. A pentamidina é uma diamina aromatica
que também possui atividade antifugica, antibacteriana, antiviral e antitumoral. Foram
relatados diversos efeitos adversos no tratamento da leishmaniose com essa droga,
como Diabetes mellitus, hipoglicemia, grave, hipotensdo, miocardite e toxicidade renal,
que podem levar a obito. Atualmente ela € uma droga de segunda escolha, utilizada
para o tratamento de LMC no Brasil, além de seu uso na profilaxia secundaria na co-
infecgdo por HIV-LV (ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017; SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2015; ULIANA;TRINCONI;COELHO, 2018).

A pentamidina age inibindo a replicagcdo do material genético dos parasitas,
bloqueando a atividade de peptidases e também interrompendo a do homeostase do
calcio, no entanto, atua ainda acumulando-se nas mitocondrias, causando colapso do
potencial de membrana mitocondrial (ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017). Essas
drogas sdo disponibilizadas comercialmente em frasco — ampola com 300 mg do sal,
uma dose que deve ser diluida em 5 mL de agua destilada para ser aplicada por via
intramuscular no gluteo. A administragéo deve ser realizada em uma proporg¢éo de 3 —
4 mg/kg/dia, em dias alternados, de trés a dez doses , ndo podendo ultrapassar a dose
maxima de 240mg por dia. A dose total depende da resposta clinica e dos efeitos
adversos do que o individuo submetido ao tratamento manifestara, incluindo
nefrotoxicidade,  hepatotoxicidade, hipertensdo, hipoglicemia, hiperglicemia
(raramente), alteragbes eletrocardiograficas, formagdo de abscesso no gluteo,
cefaléia, epigastralgia e vertigem. (BRASIL, 2017; TORRES-GUERRERO et al, 2017).

A hexadecilfosfocololina, mais conhecida como miltefosina, foi desenvolvida
inicialmente para o tratamento do cancer. E a droga mais utilizada no tratamento de
paciente com LV na india, que apresentam resisténcia ao tratamento padrdo com
antimoniais pentavalentes e tem mostrado muitos resultados promissores (ORTEGA,;
GIORGIO; DE PAULA, 2017; GHORBANI; FARHOUDI, 2017;
ULIANA; TRINCONI;COELHO, 2018). A administracdo € por via oral de 50-200 mg/kg
por um periodo de 28 dias, apresentando como efeitos colaterais: disturbios
gastrointestinais, e em alguns casos pode resultar em hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade (BRASIL, 2017). As principais desvantagens da miltefosina sdo seu
potencial teratogénico, o que restringe a sua administragdo em pacientes gestantes e

a sua longa meia-vida que pode resultar na selegdo de cepas resistentes a



31

medicamentos (ULIANA;TRINCONI;COELHO, 2018). O mecanismo de acédo dessas
drogas pode ser direto no parasita Leishmania sp, afetando seu metabolismo lipidico,
resultando em apoptose ou pode agir estimulando a resposta imunoldgica do
hospedeiro induzindo a produgédo de oxido nitrico sintase 2 (NOS2) que catalisa a
geragdo de Oxido nitrico, ocasionando o controle da infecgdo, por agédo dos
macréfagos (ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017;GHORBANI; FARHOUDI, 2017).

Ademais, a essas drogas citadas acima, outros compostos como: a rifampicina,
tamoxifeno, e alopurinol também sao utilizadas no tratamento das leishmanioses,
porém em menor escala (ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017). Neste cenario, com
inumeras limitagbes observadas no tratamento das leishmanioses, incluindo a
auséncia de uma vacina no mercado para uso em humanos, a dificuldade na
execugdo do tratamento, como a via de administragdo dos medicamentos e ha
presenca de fortes efeitos colaterais, € de suma importancia os estudos com farmacos
candidatos a novas drogas, na busca de tratamentos alternativos que proporcionem
uma maior eficacia e concomitantemente, uma melhor qualidade de vida aos
pacientes, contribuindo assim em novas estratégias de combate as leishmanioses
(RODRIGUES et al., 2015; FELIX et al., 2016).

1.6 DERIVADOS ACRIDINICOS

Os compostos acridinicos sdo aromaticos e policiclicos, e possuem uma
estrutura m-conjugada, estes compostos apresentam um arranjo planar como nucleo
principal da molécula, com trés anéis aromaticos um entre eles sendo
heteroaromatico, essas caracteristicas permitem que eles tenham uteis aplicacdes,
também podem ser denominados de dibenzo[b,e]piridina, benzo[b] quinolina, 2,3,5,6-
dibenzo-piridina ou 10-azaantraceno. Inicialmente, eles foram usados como pigmentos
e corantes. Porém, diversas pesquisas foram realizadas e outras aplicagdes das
acridinas foram elucidadas, como a atividade antimicrobiana da acriflavina e seus
derivados (ZHANG et al., 2014; SCHMIDT; LIU, 2015).

Outros estudos foram realizados no decorrer dos anos, tendo como objetivo de
estudo outras aplicagdes das acridinas e os resultados obtidos foram promissores para
o tratamento de cancer metastatico colorretal, foi avaliada a atividade citotoxica de

cerca de 2000 moléculas. Atualmente, outras praticas terapéuticas desses compostos
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tém sido exploradas, e foi observado um efeito favoravel para o tratamento da Doenca
de Alzheimer (DA), um exemplo, € a tacrina que foi aprovada pela FDA (Food and
Drug Administration) em 1993 para tratamento da DA, porém devido aos seus efeitos
adversos, principalmente toxicidade hepatica, esta droga tem sido raramente usada
(ZHANG et al., 2014).

Dessa forma, em consequéncia do amplo espectro de atividades biologicas da
acridina (Figura 9) e de seus derivados houve um interesse dos pesquisadores em
explorar os seus mecanismos de agdo, e foi relatado que esses compostos tém
capacidade de intercalar entre as bases do DNA e assim impossibilitar a transcri¢ao,
resultando no impedimento no processo de replicagdo celular. Entretanto, a
capacidade desses farmacos vai muito além da interagdo com o DNA. Presume-se
que uma ligagdo farmaco-enzima, seja responsavel pela inibicdo enzimatica, mais
precisamente inibindo a enzima topoisomerase (MOURA 2009; ALMEIDA et al., 2015;
ZHANG et al., 2014).

Figura 9 - Estrutura da acridina.
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Fonte: (KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012).

Sendo assim, esses compostos sao fortes candidatos a novos farmacos devido
as suas amplas propriedades biologicas como: atividade antimicrobiana, antiviral,
antimalarica, antitripanossOmica, antileishmania, antiparkinsoniana, além de suas
propriedades antineoplasicas (PITTA, 2012). O derivado acridinico com maior
destaque atualmente,é a Amsacrina (m-AMSA), um agente que tém sua atividade
anticancer conhecida, esta droga foi desenvolvida no inicio da década de 1970 na
Nova Zelandia e foi a primeira droga totalmente sintética do tipo intercalante de DNA
desenvolvida. Porém, s6 comegou a ser vendida 6 anos depois para atuar na
terapéutica da leucemia mieloide aguda (LMA) e linfomas malignos, no entanto, a sua
eficacia no tratamento de tumores solidos nao foi significativa (BARROS et al., 2012;
KETRON et al., 2012; ALMEIDA et al., 2016; KAUR; SINGH, 2011).

Compostos acridinicos como o N- [2- (dimetilamino) etil] acridina-4-
carboxamida (DACA) e seus derivados também € um intercalador de DNA e atuam

interagindo com a topoisomerase | e |l. Esses compostos foram desenvolvidos com o
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objetivo de potencializar o tratamento contra as células cancerigenas, através da leséao
do DNA. A triazoloacridinona outro derivado da acridina demonstrou uma potente
inibicdo da topoisomerase Il humana in vitro. Ademais, o composto antitumoral
imidazoacridinona, mostrou ser capaz de inibir o ciclo celular na fase G2 (KAUR;
SINGH, 2011; IWONA, 2020).

No entanto, a atividade biolégica desses compostos néo esta restrita apenas a
atividade antitumoral, os compostos 9-acridinonas e 9-tioalquilacridinas derivados
acridinicos tiveram sua atividade biologica elucidada, em testes realizados contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis e Candida
albicans (KAUR; SINGH, 2011). Os resultados promissores desses compostos como
drogas anticancerigenas e antibacterianas agindo como inibidores das DNA
topoisomerases, evidenciou as topoisomerases de células de parasitos, como
protozoarios, como potenciais alvos para o desenvolvimento de novas terapias
antiparasitarias. Considerando a sua replicacdo rapida, protozoarios da familia
Tripanosomatidae demonstram algumas semelhangas com as células tumorais e
diversos estudos dos compostos acridinicos e seus derivados frente a esses parasitos
tém sido relatados. Desde 1928 a atividade desses elementos contra o protozoario
Plasmodium falciparum, agente etiolégico da malaria, vem sendo investigada, até que
um medicamento com propriedades antimalaricas derivado de 9-aminoacridina, a
quinacrina, foi inicialmente utilizado como um agente profilatico da malaria (YAN et al.,
2018; IWONA,2020). E em 1940, a quinacrina conseguiu a aprovacao do FDA dos
EUA para o tratamento da giardiase, assim como para a artrite reumatoide e lupus
eritematoso sistémico (WOZNIACKA; CARTER; MCCAULIFFE, 2002; LEE et al.,
2011).

Pesquisas realizadas por Caffrey e colaboradores (2007) utilizando compostos
sintéticos bis-acridinicos, mostraram potencial atividade antileishmania contra formas
promastigotas de Leishmania donovani quando se observou que os derivados bis-
acridinicos substituidos com poliamidas e com poliamidas alquiladas mostraram-se
mais eficazes. Foram realizados testes utilizando-se hibridos de amino-tiofeno e
acridina, frente a formas promastigotas de L. amazonensis, e estes compostos
mostraram citotoxicidade para essas células, em contrapartida, ndo foi observada
nenhuma citotoxicidade em eritrécitos humanos (SERAFIM et al., 2018).

A leishmaniose esta inserida no grupo das doengas negligenciadas, termo
circunstanciado no fato de que as patologias inseridas neste grupo ndo provocam o
interesse de industrias farmacéuticas de grande porte, para a elaboragcao de farmacos
e vacinas, devido a essas doengas se manifestarem principalmente em paises em
situacdo socioecondémica de vulnerabilidade (MARTINS-MELO et al., 2016; SOUZA,
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2010; SANTOS et al., 2012). Diante este cenario, em que o tratamento € precario, de
alto custo, e que as drogas utilizadas atualmente estdo desatualizadas, € de extrema
importancia a busca por compostos terapéuticos para a leishmaniose. E baseando-se
nos estudos realizados, e consequentemente em suas propriedades farmacoldgicas,
os compostos acridinicos e seus derivados tem despertado um consideravel interesse
na quimica medicinal. Ademais, modificagdes e substituigdes nos nucleos acridinicos e
seus analogos, amplificam a sua atividade farmacoldgica. Predispondo o advento de

novos farmacos para a terapéutica das leishmanioses (SILVA et al., 2018).

1.7 TIOSSEMICARBAZIDA

A hidrazinacarbotioamida, comumente denominada de tiossemicarbazida,
compreende uma classe de compostos organicos que tem sido bastante explorada
devido a identificacdo de suas atividades biologicas relevantes, sao elas:
anticonvulsivante, antiviral, inibidores de polimerase, anti-inflamatoério, antimalarico,
antibacteriano, antioxidante, antifingicas e antitumorais (GUNIZ KUCUKGUZEL; P.
COSKUN, 2016; YOUSEF et al., 2011; KULANDASAMY et al., 2010; SIWEK et al.,
2010). A tiossemicarbazida tem em sua estrutura (Figura 10) os elementos: carbono,
hidrogénio, nitrogénio e enxofre, os atomos de hidrogénio podem ser substituidos por

grupos alquila ou arila (REIS, 2012).

Figura 10 - Estrutura basica do composto tiossemicarbazida.
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Fonte: REIS, 2012.
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1.8 TIOSSEMICARBAZONA

Os compostos tiossemicarbazonas vém sendo amplamente estudados devido
as suas relevantes propriedades quimicas e atividades bioldgicas, tais como
antitumoral, antimicrobiana, antiviral, antiprotozoaria, anticonvulsivante (AL-OTAIBI,
2019;DE SIQUEIRA et al., 2019;SUMMERS, 2019; NAMIECINSKA, 2019). Esses
compostos possuem uma capacidade quelante, e o seu mecanismo de acado esta
relacionado a essa sua capacidade. A forma estrutural das tiossemicarbazonas (Figura
11) é formada por carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, onde os atomos de
hidrogénio podem ser substituidos por grupos alquila ou arila. As moléculas
tiossemicarbazonas sao normalmente obtidas através da reagdo de condensagéo
quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos ou cetonas (REIS, 2012). Esses
compostos também apresentam baixo custo, reagdes com alto rendimento, e
capacidade de gerar uma diversidade de analogos (SCARIM et al., 2019;ROSSI;
FASEL, 2018;HALDYS; LATAJKA, 2019). Temraz e colaboradores através de
estudos in silico com derivados tiossemicarbazonas, sugerem através dos resultados
obtidos que esses derivados possuem uma atividade antileishmania superior
comparado a miltefosina, droga padrédo utilizada no tratamento de pacientes com
leishmaniose (TEMRAZ et al., 2018). Outros ensaios realizados recentemente
relataram uma atividade antileishmania promissora dos compostos aril
tiossemicarbazonas, a espécie Leishmania amazonensis foi submetida ao tratamento
com esses compostos, e os resultados obtidos mostraram que esta classe de
compostos se mostrou mais efetiva do que a anfo B nas formas promastigotas do
parasita, porém ao contrario da anfo B, esses compostos exibiram baixa citotoxicidade
para as celulas hospedeiras. Além da atividade antiparasitaria observada, os
compostos também apresentaram propriedades imunomodulatérias sendo observada
a secrecgao de citocinas denominadas pro-inflamatorias, que atuam no organismo do
hospedeiro promovendo a resisténcia a infecgdo pelo parasita. Entretanto, esses
compostos ndo apresentaram atividade significante contra as formas amastigotas do
parasita, sendo a sua atividade citotoxica inferior a observada no tratamento com a
anfo B (DA SILVA et al., 2017).

Outro composto que teve sua atividade antileishmania descrita, foi o
benzaldeido tiossemicarbazona derivado do limoneno complexado com cobre,
denominado BenzCo, essa substancia foi avaliada in vitro contraa espécie L.

amazonensis. O BenzCo inibiu o crescimento das formas promastigota e amastigota
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axénica do parasita, com concentragoes de ICs,de 3,8 e 9,5 UM, respectivamente, no
periodo de 72 h de incubagdo. Os pesquisadores sugeriram que essa atividade
antileishmania do BenzCo pode estar relacionada a disfungdo mitocondrial e dano
oxidativo, resultando na morte do parasita (BRITTA et al.,, 2012). As potencialidades
terapéuticas promissoras dessas moléculas observadas nas leishmanioses, e a
auséncia de toxicidade delas sobre as células de mamiferos, as tornam importantes
objetos de estudo como possiveis candidatos terapéuticos a serem utilizados no
tratamento das leishmanioses.

Figura 11 - Estrutura Basica do composto tiossemicarbazona.
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Fonte: Adaptado de REIS, 2012.

1.9 DERIVADOS TIOSSEMICARBAZONICOS-ACRIDINICOS

Os derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos (Figura 12) sdo compostos
sintéticos que foram obtidos por meio de uma via convergentes. O plano de sintese
caracterizou-se pela condensagéo de derivados tiossemicarbazénicos a dois nucleos
acridinicos: o | — 9-cloroacridina e Il — 6,9-dicloro-2-metoxiacridina. Estudos de docking
molecular foram realizados com os derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos e
observou-se bons resultados de interacdo desses compostos, tanto com o complexo
DNA-Topo Il, quanto com a dupla fita do DNA, se esse mecanismo de agdo vir a ser
confirmado através de protocolos experimentais in vitro e in vivo, a potencial atividade
promissora e seletividade para estes novos derivados sera elucidada (SOUZA, 2019).

A citotoxicidade dos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos ja foi avaliada
in vitro frente a duas linhagens de células tumorais: a linhagem MCF-7 que séo células
de cancer de mama, um tipo de tumor sdlido e a HL-60, células de leucemia
promielocitica aguda. Os compostos apresentaram efeitos inibitérios relevantes

diretamente no crescimento das células leucémicas (HL-60), linhagem HL60. No
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entanto, na linhagem MCF-7 ndo apresentaram inibigdo significativa nessa linhagem
(SOUZA, 2019).

Dessa forma, baseando-se nas atividades biologicas desses compostos e
também na urgéncia na busca por farmacos eficazes para o tratamento das
leishmanioses, os derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos podem surgir como
moléculas com potencialidades terapéuticas promissoras no campo das

leishmanioses.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

2.1.1 Investigar a atividade anti-Leishmania e citotoxica dos compostos
derivados tiossemicarbazénicos acridinicos in vitro em cepas de Leishmania

infantum

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar a atividade anti-Leishmania, em diferentes concentragcdes, dos
compostos derivados tiossemicarbazdnicos-acrididinicos sobre as formas

promastigotas e amastigotas de L. infantum e;

2.2.2 Investigar o efeito citotoxico de diferentes concentragées dos compostos

derivados tiossemicarbazdnicos-acrididinicos sobre eritrécitos humanos;

2.2.3 Determinar o indice de seletividade dos compostos derivados

tiossemicarbazdnicos- acrididinicos;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PARASITAS E MANUTENCAO DAS CULTURAS IN VITRO

A cepa da espécie Leishmania infantum 10C/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75) foi
cedida pela professora Dra. Selma Maria Bezerra Jeronimo do Laboratério de
Imunogenética do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN). As formas promastigotas dessa espécie de Leishmania foram mantidas
in vitro em meio Schneider com pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), suplementado
com 20% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab, Sdo Paulo, BRA), 1% de antibiotico
(penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL - Gibco, BR) € 1% de urina
masculina humana. As culturas foram mantidas a uma temperatura de 26 + 1 °C em
estufa de demanda biologica de oxigénio (DBO) e repicadas semanalmente, nao
excedendo vinte repiques, para que dessa forma fosse mantida a viabilidade celular.

As culturas de formas promastigotas em inicio de fase estacionaria, de 5 dias
foram criopreservadas em 12% de glicerol estéril (Amresco, Ohio, EUA) sob agitagédo
constante por 15 minutos e entdo armazenadas em freezer a -80 °C para futuras
utilizagdes. E de acordo com a necessidade, as culturas foram descongeladas a
temperatura ambiente e aliquotas de 500 pL foram colocadas em 5 mL de meio

Schneider suplementado e mantidas em estufa de DBO a 26 + 1°C.

3.2 OBTENGAO DAS FORMAS AMASTIGOTAS AXENICAS DE L. INFANTUM

As formas promatigotas de L. infantum foram diferenciadas em formas
amastigotas axénicas conforme o protocolo de Debrabant et al., 2004. As formas
promastigotas de L. infantum foram cultivadas até atingirem a fase estacionaria em
meio Schneider suplementado durante 5 dias, a 26 + 1°C. ApOs esse periodo, as
culturas foram centrifugadas durante 10 minutos a 112 x g (centrifuga PARSEC
CT0603), tiveram seu sobrenadante desprezado e entdo ressuspendidas em meio

RPMI suplementado, com pH 5,46 suplementado com 20% de SFB e 1% de antibidtico
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(penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL). Por fim, as células foram entao
incubadas a 37 °C em estufa a 5% de CO, por 24 horas para diferenciagcédo em formas
amastigotas. A morfologia caracteristica de amastigota foi analisada sob microscopia

Optica antes de cada experimento.

3.3 COMPOSTOS QUIMICOS AVALIADOS

3.3.1 Farmaco de referéncia

O farmaco de referéncia utilizado durante os protocolos experimentais de
atividade anti-Leishmania foi a Anfotericina B® (Anforicin B — Cristalia, Sao Paulo,
Brasil). A apresentagédo da anfotericina B € em po liéfilo em frascos-ampola com 50
mg, dessa forma, foi realizada uma solubilizagdo em DMSO (dimetilsulfoxido)
produzindo uma solugéo-estoque de 10 mg/mL e posteriormente diluida em meios de

cultura adequados até atingir as concentragdes teste.

3.3.2 Compostos sintéticos derivados tiossemicarbazdénicos-acridinicos

Os compostos utilizados durante os protocolos experimentais foram sintetizados
pelo Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas, no campus V da
Universidade Estadual da Paraiba, coordenado pelo prof. Dr. Ricardo Olimpio de
Moura. A avaliacdo da atividade anti-Leishmania foi realizada com dois compostos
quimicos que sao derivados tiossemicarbazoénicos-acridinicos (Figura 12), o GLDL 03
e o GLDL 06 (Tabela 2). Os derivados possuem solubilidade em DMSO e CH,Cl,
(diclorometano), a 25°C e 1 atm. Dessa forma, os compostos foram diluidos com até
0,5% de DMSO, pela auséncia de toxicidade nesta concentragdo. Os derivados
tiossemicarbazoénicos-acridinicos foram submetidos a um screening inicial pelo método
de viabilidade celular através do corante MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil) -2,5-
difeniltetrazolio) contra a espécie de L. infantum e posteriormente a testes de

citotoxicidade em eritrocitos.



Figura 12 - Estrutura quimica dos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos.
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Fonte: SOUZA, 2019. (A) Composto de cédigo GLDL 03. (B) Composto de cddigo GLDL 06.
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Tabela 3 - Compostos quimicos suas respectivas nomenclaturas e formula molecular.

Cddigo do Nomenclatura IUPAC Formula

Radical
Composto

Molecular

GLDL 03 (2E,NE)-N-(6-cloro-2-  C,3H19CIN,O,S 4-OCH3
metoxiacridin-9-(10H)-
ilideno)-2-
(4metoxibenzilideno)
hidrazinacarbotioamida

GLDL 06 (2E, NE)-N-(6-cloro-2-
metoxiacridin-9-(10H)-  C22H1sClsN4OS
ilideno)-2-
(4metoxibenzilideno)
hidrazinacarbotioamida

Fonte: Adaptado de SOUSA, 2019.

3.4 ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA PELO METODO DO MTT

A atividade anti-Leishmania sobre formas promastigotas foi avaliada utilizando
o teste colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).
Em placa estéril de 96 pogos de fundo reto, foram adicionadas formas promastigotas

de L. infatum obtidas conforme o item 3.1, ajustadas na quantidade de 1 x 10°
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Leishmania/pogo, 100 gL de meio schneider suplementado, os compostos teste e o
farmaco de referéncia, a anfo B, em diferentes concentragbes pré-estabelecidas. Os
compostos quimicos foram adicionados em concentragdes seriadas de 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12 e 1,56 e 0,78ug/mL, ja o farmaco de referéncia, a Anfotericina B®, foi
adicionado em concentracdes seriadas de 2,5; 1,25; 0,625; 3,125 e 0,156pg/mL. As
placas foram incubadas em estufa de DBO na temperatura de 26 + 1°C por 72 h. Apds
a incubagdo, foram adicionados 10 yL de MTT diluido em PBS a uma concentragédo
final de 5 mg/mL. As placas foram incubadas por mais 4 horas e ao final desse periodo
foram adicionados 50 pL de uma solugdo de PBS a 10% de DSS, e incubado mais
uma vez por 16h para completa dissolugédo do formazan. Por ultimo foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (Biotek modelo EIx800) a 550 nm. O controle negativo foi
realizado com meio schneider suplementado, considerado como 100% de viabilidade
dos parasitas, e o controle positivo foi realizado com a Anfotericina B®.

O teste colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), consiste na conversdo do corante acima mencionado em sal de formazan. A
partir de reagdo mitocondrial, os pogos contendo coloracdo mais arroxeada foram os
que demonstraram uma maior conversdo ao sal de formazan, por apresentar uma
maior concentragdo de células viaveis promovendo, consequentemente, valores
maiores de absorbancia apds a leitura em espectrofotdmetro na regido de 540nm. A
atividade anti-Leishmania foi expressa em valores de concentracdo inibitoria de 50%

(Clso). O experimento foi feito em triplicata em trés experimentos independentes.

3.5 ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA DOS COMPOSTOS TIOSSEMICARBAZONICOS-
ACRIDINICOS SOBRE FORMAS AMASTIGOTAS AXENICAS DE L. INFANTUM

A atividade anti-Leishmania sobre as formas amastigotas axénicas de L.
infantum foi avaliada utilizando o teste colorimétrico do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-zil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT—-Amresco, Ohio, EUA). Em placas de 96
pocos, foram adicionadas as formas amastigotas axénicas de L. infantum obtidas
conforme o item 3.2, ajustadas na quantidade de 1 x 10° leishmanias/pogo, contendo
100 pL de meio Schneider, pH 7 suplementado a 20% de SFB e diferentes
concentragdes seriadas de 50; 25; 12,5; 6,25 ,3,12, 1,56 e 0,78ug/mL para as
moléculas testes; de 5, 2,5; 1,25; 0,625; 3,125 e 0,156ug/mL para a Anfotericina B®.

As placas foram incubadas em estufa de CO, a 5% a 37 °C por 24 h. Apos a
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incubacdo foram adicionados 10 pyL de MTT diluido em PBS, atingindo uma
concentragao final de 5 mg/mL. As placas foram incubadas por mais 4 h e em seguida,
foram adicionados 50 pL de uma solucdo de PBS a 10% de DSS. A placa foi incubado
por mais 16h para dissolugdo completa do formazan e posteriormente foi realizada a
leitura em espectrofotémetro a 550 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800)
(UEDA-NAKAMURA et al.,, 2006). O controle negativo foi realizado com meio
Schneider, pH 5,5 e 5% de SFB a 0,5% de DMSO, considerado como 100% de

viabilidade dos parasitas.

3.5 OBTENGAO DE CELULAS SANGUINEAS

As células foram adquiridas a partir da coleta de amostras de sangue periférico
humano (n=3). As amostras foram coletadas de voluntarios adultos e saudaveis
utilizando material estéril e tubos com anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético) para os ensaios com eritrécitos. Os individuos que contribuiram com
esse trabalho, fizeram a doacgdo de forma voluntaria com prévia assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital universitario Lauro Wanderley
(HULW) — CEP/HULW (Numero do parecer: 404.854 e CAAE: 17813013.8.0000.5183.

3.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE SOBRE ERITROCITOS HUMANOS

A determinagédo da atividade hemolitica dos derivados tiossemicarbazoénicos-
acridinicos foi realizada a partir da coleta de amostras de sangue periférico humano
(aproximadamente 5 mL) de voluntarios adultos e saudaveis tipo sanguineo O (n= 3),
utilizando material estéril e colhidos em tubos com anticoagulante EDTA. Apos a
coleta, os eritrocitos foram diluidos em 80 uL de PBS, resultando em uma
concentragdo de 5% de eritrocitos. Em seguida, foram adicionadas as concentragdes
pré-estabelecidas dos compostos quimicos teste e da anfotericina B. Os compostos
teste foram adicionados na concentracdo de 400 ug/mL, ja o farmaco de referéncia, a
Anfotericina B®, foi adicionado em concentracdes seriadas de 5; 2,5; 1,25; 0,625;

0,312; 0,156 e 0,078 pg/mL. Em seguida, foram diluidos num volume de 20 pL de
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PBS. Logo ap6s, foram incubados durante 1 h a 37°C e a reagéo foi interrompida pela
adicdo de 200 yL de PBS. Em sequéncia, as suspensdes foram centrifugadas com
1000 rpm, por 10 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi coletado e
transferidos para placas de 96 pocos de fundo reto. Finalmente, foi realizada a leitura
em espectrofotometro (Biotek modelo EIx800) a 550 nm. A auséncia de lise (controle
negativo) e lise total de globulos vermelhos (controle positivo) foi determinada,
substituindo a solugcdo de amostra testada com igual volume de PBS e agua Milli-Q
estéril (lise por choque hipotonico), nesta ordem. O experimento foi feito em duplicata

em 3 experimentos independentes.

3.7 DETERMINAGCAO DO INDICE DE SELETIVIDADE DOS DERIVADOS
TIOSSEMICARBAZONICOS-ACRIDINICOS

A partir dos resultados da atividade antipromastigota pelo ensaio de MTT e do
ensaio de citotoxicidade frente a eritrocitos humanos, estimou-se, respectivamente, o
Clso (concentracao capaz de inibir 50% do crescimento) e o CHsy (concentragao capaz
de causar 50% de hemolise) de todos os compostos quimicos testados. Assim, a partir
destes resultados, determinou-se o indice de seletividade (IS). O IS € um indicativo in
vitro se a substancia tem atividade mais seletiva para o parasito (Leishmania) do que
para a célula de mamifero, sendo determinado pela razao entre os valores de HC50 e
IC50.

3.8 ANALISE ESTATISTICAS

Todos os experimentos foram executados em ftriplicata, em trés experimentos
independentes, e foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism 5.0
(San Diego,CA). A concentracao inibitoria de 50% do crescimento (Clsp) foi calculada
usando curvas dose-resposta e intervalos de 95% de confianga foram incluidos. O
valor de CEsy (concentracdo da droga capaz de diminuir a viabilidade celular dos

parasitas em 50%) foi calculado com o auxilio do software GraphPad Prism 5.0. A
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analise de variancia (ANOVA) foi realizada seguida por um pos-teste Tukey, tomando

um valor de p < 0,05 como o nivel minimo necessario para a significancia estatistica.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROMASTIGOTA DE NOVOS DERIVADOS
TIOSSEMICARBAZONICOS-ACRIDINICOS

Tendo como objetivo a busca por potenciais alvos antileishmania, os
compostos tiossemicarbazoénicos-acridinicos foram testados in vitro para a forma
promastigota de Leishmania infantum, agente etiolégico responsavel por causar a
forma mais grave da leishmaniose. Foram realizadas as diluicbes seriadas das
substancias GLDL 03 e GLDL 06, obtendo-se as concentragbes a serem testadas de:
50; 25; 12,5; 6,12 e 3,12; 1,56; 0,78ug/mL. Foi observado neste ensaio colorimétrico,
que os compostos analisados e o farmaco de referéncia, anfo B, apresentaram
atividade antipromastigota sobre a espécie L. infantum, apés 72 h de tratamento,
demonstrados no Grafico 1. As maiores concentragbes testadas foram efetivas em
inibir o crescimento das formas promastigotas de L. infantum. No entanto, podemos
destacar as concentracdes 50 e 25 ug/mL, onde se obteve inibicdes de crescimento
de 84,92% e 84,64% respectivamente, para o GLDL 03 e de 87,74% e 82,03% para o
GLDL 06, em relacao ao controle (0% de inibicdo de crescimento). Podendo inferir que
a medida que se aumentavam as concentracdes destes compostos,
consequentemente havia um aumento na inibicdo do crescimento do parasita. Logo,
com a obtencao desses dados foi possivel calcular para o GLDL 03 uma Clsy de 3,512
pMg/mL e para o GLDL 06 uma Clsy de 5,279 yg/mL. Para o farmaco de referéncia
anfotericina B, obteve-se uma Cls, de 0,955 ug/MI (Tabela 4).

Outros estudos ja haviam demonstrado a atividade de derivados acridinicos
sobre protozoarios, como o trabalho de Silva e colaboradores (2018), em que se
avaliou a atividade antimalarica de quatro compostos derivados acridinicos e os seus
possiveis mecanismos de agao. Todos os compostos sintetizados se mostraram ativos
contra a cepa Plasmodium falciparum W2 resistente a cloroquina e foram menos
citotoxicos do que drogas de referéncia contra células de carcinoma hepatocelular
humano(HepG2). O composto 2 apresentou um Clso de 0.90 uM e foi o que exibiu Cls

mais proximo do da mefloquina, droga utilizada tanto na prevengcdo, quanto no



46

tratamento da malaria, cujo Cls, foi 0.04 uM (DE M. SILVA et al., 2018). Um trabalho
realizado recentemente em que derivados hibridos tiofénicos-acridinicos, foram
avaliados sobre as formas promastigotas de L. amazonensis, agente etioldgico da
leishmaniose cutanea, mostrou uma atividade antiproliferativa muito efetiva com Clsg
inferiores a 35ug/mL, destacando-se inclusive, a atividade do composto
ACS01(Cls=3,9 pg/mL) que se mostrou mais eficaz do que os antimoniais tri e
pentavalentes (Cls5=9,07 e 32100,65 ug/mL respectivamente), farmacos de referéncia

utilizados no tratamento das leishmanioses (SERAFIM., 2016).

Grafico 1- Efeito dos compostos quimicos GLDL 03, GLDL 06 e o farmaco de referéncia
anfotericina B, sobre a inibi¢do do crescimento de formas promastigotas de L. infantum apds 72

h de tratamento.
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Fonte: NEVES, P. G. R. Os parasitos foram mantidos em meio Schneider suplementado e
incubados na presenga de diferentes concentragdes dos compostos quimicos GLDL 03,
GLDL 06 e do farmaco de referéncia. A inibicdo do crescimento dos parasitos foi avaliada
pelo método de reducdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio brometo apds 72 h
de tratamento. O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes, considerando o controle (DMSO 0,5%) como 0% de inibicdo. Foi realizado
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One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey para comparagao entre os grupos, sendo
*P<0,05;*P<0,01;** P<0,001 em comparag¢ao ao controle.

Tabela 4 - Concentracéo inibitdria de 50% do crescimento de formas promastigotas (Cls)
de L. infantum apo6s o periodo 72 h de tratamento com os compostos GLDL 03 e GLDL 06
e anfotericina B.

Compostos Formas promatigotas de L. infantum
Clso (ug/mL) Clso (UM)
GLDL 03 3,912 7,788
GLDL 06 5,279 12,137
Anfotericina B 0,955 1,03

Fonte: NEVES, P. G. R. Utilizou-se regressao de probit com intervalo de confianca de 95%.

A tiossemicarbazona 2-(5-bromo-2-methoxibenzilideno)-N-(4-nitrofenil)
hidrazinacarbotioamida (LQIT/D01), um derivado tiossemicarbazonico, também teve
sua atividade antileishmania avaliada frente as formas promastigotas de L. infantum,
sendo possivel calcular o ICsy = 97,28uM desse composto (AIRES, 2017).
Comparando-se os resultados desse estudo, com o composto analisado neste
trabalho, em que a mesma espécie de Leishmania foi exposta ao tratamento, pode-se
concluir que os novos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos, se mostraram mais
ativos, do que o derivado tiossemicarbazénico LQIT/D01, porque o (Clsp =7,788 uM) do
GLDL 03 quanto do GLDL 06 (Clsp=12,137 yM) encontrados foram muito menores em
comparagéo ao Clsy do LQIT/D01(97,28uM).

Mendes e colaboradores (2019) recentemente sintetizaram uma série de sete
chalcona-tiossemicarbazonas (5a-5g) e as avaliaram como potenciais novos farmacos
para o tratamento da leishmaniose. Os valores de 50% da atividade inibitéria do
crescimento (Clsp) também foram avaliados pelo método MTT. Os resultados obtidos
se mostraram promissores contra as formas promastigotas de L. amazonensis,
podendo destacar como composto mais ativo o 5e, com um valor de Clsy de 5,22 +
0,75 pM, muito préximo do Clsg da pentamidina, farmaco de referéncia administrado
em pacientes com leishmaniose, que foi utilizado como controle positivo e apresentou
um valor de Clso de 4,90 £ 0,60 yM. Uma significativa atividade antipromastigota de
outras sete tiossemicarbazonas (TS01- TS07) frente a cepa (WHOM/00 LTB 0016) de
L. amazonensis foi descrita. Os resultados obtidos através desses testes in vitro
revelaram que todos os compostos foram capazes de inibir o crescimento celular do

parasita, com valores Clsy variando entre 3,5 e 87,5 yM . O TS03 foi o composto que
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mostrou maior atividade com Cls,= 3.5+0.33. O farmaco de referéncia utilizado como
controle positivo foi a Anfotericina B, e apresentou um Clsp= 1.1£0.15 (DA SILVA et al.,
2017). Da Silva (2017) sintetizou 10 novos derivados inddlicos tiossemicarbazénicos
(LQIT/PR-02- LQIT/PR-10), e realizou ensaios in vitro desses compostos contra as
formas promastigotas de L. infantum, com o objetivo de identificar os compostos mais
promissores. Na avaliagdo antileishmania foi verificado a eficacia desses derivados,
sendo possivel calcular o Clsy de todos eles, a concentragao inibitéria de 50% do
crescimento das formas promastigotas, variou de 4,36 a 23,25 pM, sendo os
resultados mais significativos contra os parasitos as moléculas LQIT/PR-02 e
LQIT/PR-09 com valores de Clsy, de 5,60uMe 4,36uM, nesta ordem (DA SILVA, 2017).

Um estudo realizado por Santos (2015) em que a avaliagdo da atividade
antileishmania de compostos tiossemicarbazénicos foi explorada, formas
promastigotas de L. chagasi foram incubadas com esses compostos por um periodo
de 48h, os resultados foram muito promissores, sendo relatados Clsy abaixo de 10uM,
valores inclusive muitos proximos ao da pentamidina, farmaco padrao de primeira
escolha para o tratamento da leishmaniose, que apresentou Cls,=6,1uM.

Experimentos recentes realizados por Da Silva e colaboradores (2020) em que
foi realizada a sintese e a caracterizagdo estrutural de novos derivados indodlicos-
thiosemicarbazonicos (2a-j), e também avaliagdes in vitro através de ensaios de
citotoxicidade desses compostos frente a duas espécies de Leishmania. Na avaliagéo
contra as formas promastigotas de L. amazonensis os valores Cls, variaram entre
12,31 e 481,52 yM, enquanto a atividade contra a mesma forma celular de L. infantum
os valores de Clsy obtidos variaram entre 4,36 e 23,35 pM. Os compostos 2d e 2i
testados contra L. infantum foram os mais promissores da série, pois apresentaram os
menores valores de Cls= 5,60 e 4,36 uM, respectivamente. Através dos resultados
obtidos neste trabalho e também dos dados discutidos acima, é evidente a atividade
bioldgica antileishmania dos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos, permitindo
supor que esses derivados podem ser excelentes candidatos com potencial
terapéutico no tratamento de doengas parasitarias negligenciadas. No entanto, é
necessaria a realizagao de estudos adicionais in vivo para haja a complementagéo dos

resultados observados neste estudo.
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4.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA DO GLDL 03 E DO GLDL 06 E O
FARMACO DE REFERENCIA, ANFOTERICINA B, SOBRE A VIABILIDADE DE
FORMAS AMASTIGOTAS AXENICAS DE LEISHMANIA INFANTUM APOS 24H.

Dando continuidade a pesquisa com os derivados tiossemicarbazonicos-
acridinicos a partir dos resultados antipromastigota, analisou-se a atividade dos
compostos 03 e 06 nas concentragdes de: 50; 25; 12,5; 6,12 e 3,12; 1,56; 0,78ug/mL e
como controle positivo utilizou-se a anfotericina B, sobre a forma amastigota axénica
da L. infantum. Foram feitos 3 experimentos independentes em ftriplicata, juntamente
com a anfotericina B. E fundamental examinar o potencial destas moléculas nesta
forma celular, ja que a forma amastigota do parasito € intracelular e € encontrada nos
macrofagos de seu hospedeiro vertebrado sendo o homem, um deles. Neste ensaio foi
possivel calcular a dose efetiva desses compostos sobre 50% das formas amastigotas
axénicas do parasita, ja que eles ndo mais se encontram em fase logaritmica de
crescimento, mas sim em sua fase estacionaria. Os compostos mostraram-se ativos
nas maiores concentracdes, como pode ser observado no Grafico 2. O GLDL 03
apresentou uma taxa de inibicdo de viabilidade celular de
75,93%;77,49%;77.41%;76,45% nas concentragcbes 50; 25; 12,5; 6,12 pg/mL,
respectivamente, quando comparadas ao controle (100% viabilidade celular).
Enquanto que o GLDL 06 inibiu a viabilidade celular em 74,96%;77,00%;77,71%; 50;
25; 12,5 pg/mL, nesta sequéncia, quando comparadas ao controle (100% viabilidade
celular).

De acordo com os resultados obtidos nesses experimentos foi possivel calcular
a concentracdo efetiva dos compostos GLDL 03, GLDL 06 e Anfo B, sendo o
CE50=6,201 pg/mL do GLDL 03; o do GLDL 06 CEsp= 7,550 pg/mL e a da Anfo B
CE50=0,476 pg/mL (Tabela 5). Outros derivados aril tiossemicarbazonas foram
avaliados quanto a sua atividade biologica sobre formas amastigotas axénicas de L.
amazonensis por Da Silva e colaboradores (2017) e os valores encontrados de CEs
variaram de 18,3 a 40,3 yM, porém, esses compostos se mostraram muito menos
ativos que o farmaco de referéncia anfo B CEsy= 0.23 yM, e os nossos derivados
tiossemicarbazénicos acridinicos se mostraram mais efetivos do que estes com
CE50=13,751 yM (GLDL 03) CEsp= 17,358 uM (GLDL 06). No estudo realizado por
Mendes et al. (2019), no qual se avaliou a atividade de cinco chalconas-

tiossemicarbazonas sobre formas amastigotas axénicas de L. amazonensis, todos os
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cinco se mostraram muito efetivos na atividade antiamastigota, com valores de CEs
variando de 3,19 a 7,08 pyM, apresentando inclusive uma maior eficacia do que a
droga utilizada como controle positivo, a pentamidina, que apresentou um valor de
CEsp= 12,29 uyM. Santos (2015) também demonstrou uma potente atividade contra
formas amastigotas de L. chagasi dos derivados tiossemicarbazonicos, sendo
encontrado um CEs= 2,2 yM em contra partida, a droga utilizada como controle
positivo, a pentamidina teve um CEs,=4,4 uM. Britta et al., j& haviam descrito a
potente atividade in vitro antileishmania contra formas amastigotas axénicas de L.
amazonensis do derivado do limoneno complexado com cobre, denominado BenzCo
(benzaldeido tiossemicarbazona), sendo obtido um valor de CE5= 10,7 uM (BRITTA
etal.,, 2012).

Grafico 2 - Viabilidade celular das formas amastigotas axénicas de L. infanfum na presenca

dos compostos quimicos GLDL 03, GLDL 06 e do farmaco de referéncia anfotericina B, apds

24 h de tratamento.
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Fonte: NEVES, P. G. R. Os parasitos foram cultivados em meio RPMI pH 5,46 e 20% de SFB e
incubados na presenga de diferentes concentragdes dos compostos quimicos GLDL 03, GLDL
06 e do farmacos de referéncia a 37 °C. A viabilidade dos parasitos foi avaliada pelo método de
redugdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio brometo (MTT) apdés 24 h de
tratamento. O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes, considerando o controle (DMSO 0,5% em meio Schneider pH 7 e 20% de SFB)
como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey
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para comparagao entre os grupos, sendo * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; ***P < 0,0001
(Significancia em relagéo ao controle).

Tabela 5 - Concentracdo Dose efetiva 50% (CEs)) de amastigotas de L. infantum dos
compostos GLDL 03 e GLDL 06 e o farmaco de referéncia Anfotericina B.

Compostos Formas amastigotas L. infantum
CEso (Hg/mL) CEsp (M)
GLDL 03 6,201 13,751
GLDL 06 7,550 17,358
Anfotericina B 0,476 0,91

H

Fonte: NEVES, P. G. R. Utilizou-se regressao de probit com intervalo de confianca de 95%.

Sendo assim, em comparacdo com os resultados dos estudos que
antecederam este trabalho e de forma analoga como ocorreu com as formas
promastigotas, os derivados tiossemicarbazénicos acridinicos GLDL 03 e GLDL 06
apresentaram baixos valores de CEs,, demonstrando estar entre os
tiossemicarbazoénicos mais efetivos ja relatados contra formas amastigotas axénicas
da espécie L. infantum agente etiologico da manifestagdo clinica mais grave da
leishmaniose, podendo vir também a ter uma potencial atividade frente a outras

espécies do parasita.

4.3 CITOTOXICIDADE EM ERITROCITOS HUMANOS

Diante da notavel atividade antileishmania dos derivados tiossemicarbazdnicos-
acridinicos fez-se necessario realizar outros ensaios biologicos para verificar a
seguridade desses compostos frente as células de animais e humanas. Esses ensaios
sdo de extrema importancia, pois por meio deles é possivel levantar hipéteses sobre o
mecanismo de agdo dos compostos, uma vez que, substancias testadas podem gerar
modificagdes na membrana, através de formagéo de poros ou ruptura total, levando a
alteracdes de permeabilidade que podem levar a morte celular (COSTA-LOTUFO et
al., 2002).

A avaliagéo foi realizada através de ensaios de citotoxicidade para eritrocitos
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humanos, ou seja, foi avaliado se o GLDL 03, o GLDL 06 e Anfo B apresentavam
atividade hemolitica, os resultados desse ensaio estdo dispostos na Tabela 6. Os
compostos sintéticos avaliados (GLDL 03 e GLDLO6) n&o alteraram de forma
significativa a viabilidade dessas células nem mesmo na maior concentragéo testada,
de 400 pg/mL, com o controle sendo considerado com 100% de viabilidade celular,
devido a auséncia de citotoxicidade nao foi possivel determinar o CHs, desses
compostos com precisdo. No entanto, considerando outros trabalhos em que
compostos quimicos sintéticos também nao apresentaram hemolise mesmo na maior
e o valor de CHps, foi equivalente a maior concentracédo testada, podemos considerar o
valor de CH>400 pg/mL. O farmaco de referéncia avaliado, anfo B apresentou
atividade hemolitica com uma CHs de 10,31ug/mL, ocorrendo assim uma diminuigdo
na viabilidade dos eritrocitos pelo indice de toxicidade dessa droga. Esses resultados
s&0 muito promissores, dado que, os farmacos mais administrados em pacientes com
leishmaniose provocam hemdlise, como antimoniais pentavalentes e anfotericina
B(LOFGREN et al., 2008; HAMILL, 2013; CHAVEZ-FUMAGALLI et al.,2015).

Serafim e colaboradores (2018) sintetizaram oito novos compostos tiofénicos-
acridinicos, todos eles assim como os tiossemicarbazonicos-acridinicos apresentaram
relevante atividade antileishmania, sendo encontrada uma agdo antipromastigota
melhor dos que as drogas de referéncia (antimoniais tri e pentavalente), e ainda assim,
nenhum deles apresentou citotoxicidade em eritrocitos humanos, mesmo na maior
concentragao testada de 1000uM.

Outros ensaio com derivados acridinicos realizados in vitro também exibiram
HCs0>400 pg/mL. Almeida (2018) demonstrou a auséncia de citotoxicidade de dez
derivados espiro-acridinicos, corroborando com nosso estudo. Essa atividade
antileishmania dos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos e a auséncia de
citotoxicidade em glébulos vermelhos estimulam o prosseguimento de estudos com
esses compostos. Para que sejam elucidados os seus possiveis mecanismos de agéo,

visando a busca de farmacos para o tratamento da LV.
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Tabela 6 - Concentragdo hemolitica sobre 50% das hemacias (CHs,) dos compostos
teste e os farmacos de referéncia apés 1 h de incubacao.

COMPOSTOS CITOTOXICIDADE
ERITROCITOS
(HCsp pg/mL)
GLDLO03 =400
GLDL 06 =400
AnfotericinaB 10,31

Fonte: NEVES, P. G. R. Utilizou-se regressao de probit com intervalo de confianga de 95%.

4.4 DETERMINAGCAO DO iNDICE DE SELETIVIDADE (IS).

O indice de Seletividade (IS) é uma grandeza utilizada para avaliar in vitro se o
composto que foi testado € mais seletivo para o parasito do que para a célula de
mamifero. Esse indice é calculado pela da razdo dos parédmetros de citotoxicidade
(CHsp) sobre a atividade anti-Leishmania (Clsp). Para que uma molécula venha a ser
considerada uma potencial nova droga, € que necessario que o seu indice de
seletividade seja alto, caracterizando que aquela molécula possui uma agdo mais
seletiva para o parasito (DON; IOSET, 2014).

Os valores do IS dos derivados tiassemicarbazénicos-acridinicos foram muito
mais expressivos do que o do farmaco de referéncia. O GLDL 03 1S= 113,89; GLDL
06= 75,7; anfo B=10,85. Outros trabalhos que avaliaram o indice de seletividade de
novos derivados indolicos-tiossemicarbazonicos testados contra L. infantum
mostraram valores que variaram de 12,21 a 26.49, enquanto, que 0s mesmos
compostos quando avaliados contra L. amazonensis apresentou valores de IS entre 4,
32 e 14,97, nesse ensaio a droga de referéncia utilizada foi a miltefosina, e ela
apresentou um IS de 3,87 (DA SILVA et al.,, 2020). Em outro estudo, em que foi
calculado o IS de dez derivados espiro-acridinicos, os valores do IS variaram de
66,03-360,68 (ALMEIDA,2018). Ensaios realizados em que foi calculado o IS do
composto acridinico, amsacrina, farmaco antineoplasico, o IS da amsacrina para

células tumorais em relagédo a células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foi
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de 11,6 (BARROS et al.,2012).

Sendo assim, podemos inferir que os derivados tiossemicarbazonicos-
acridinicos, ndo mostraram toxicidade contra hemacias e também foram mais seletivos
ao parasita do que outros derivados acridinicos. A partir destes resultados obtidos, in
vitro, € possivel pressupor que os compostos GLDL 03 e GLDL 06 podem nao
apresentar toxicidade significativa in vivo, visto que se apresentaram seguros mesmo
testados na maior concentragéo (>400 pug/mL). No entanto, € fundamental a realizagéao
de ensaios de toxicidade in vitro mais especificos, como citotoxicidade em células

CMSP, seguidos por testes in vivo.

Tabela 7 - Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento (Cls,) de promastigotas de
L.infantum, concentracdo hemolitica sobre 50% das hemacias (HCs,) e indice de
seletividade (IS = HC50/IC50) de derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos.

Compostos Formas promastigotas de L. infantum
Clso (Mg/mL) HC50 (pg/mL) IS (CHso/Clso
GLDL 03 3,512 >400 113,89
GLDL 06 5,279 =400 75,77
Anfotericina B 0,955 10,31 10,85

Fonte: NEVES, P. G. R. Utilizou-se regressao de probit com intervalo de confianga de 95%.
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5- CONCLUSAO

A partir dos dados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que os
derivados tiossemicarbazoénicos-acridinicos GLDL 03 e GLDL 06 apresentam atividade
anti-Leishmania contra formas promastigotas e amastigotas axénicas do parasita L.
infantum, agente etioldgico da leishmaniose visceral em testes in vitro.

Ao contrario do observado no tratamento de eritrocitos com a anfo B, esses
compostos mostraram altos niveis de seletividade in vitro quanto a toxicidade para
eritrécitos humanos dentro das concentragdes avaliadas, sendo verificada uma
citotoxicidade maior para as formas morfologicas da espécie do parasita L.infantum do
que para eritrécitos. Esses resultados tornam esses compostos possiveis candidatos a
potenciais farmacos para o tratamento das leishmanioses. No entanto, sao
necessarios ensaios subsequentes para a avaliagéo da atividade citotoxica em células
mononucleares do sangue periférico, e também avaliagdo do mecanismo de agao

desses compostos, para que sejam realizados ensaios in vivo.
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