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RESUMO

A leishmaniose € uma infeccdo causada por diferentes espécies de protozoarios do
género Leishmania. Atualmente ndo existe vacina disponivel para infeccbes por
Leishmania e os tratamentos convencionais séo téxicos para os pacientes. Por esse
motivo, o desenvolvimento de novas drogas leishmanicidas € uma necessidade
urgente. No presente trabalho foi avaliada a citotoxicidade, atividade leishmanicida,
a produgao de 6xido nitrico (NO), a secrecédo das citocinas IL-12, IL-10 e TNF e a
inducdo da morte celular sob a influéncia de 22 novos compostos sintéticos
derivados da estrutura das Ftalil-Hidrazona-Tiazb6is e Tiossemicarbazonas. A
citotoxicidade dos compostos foi avaliada em macrofagos peritoniais através do
método do MTT e o indice de seletividade foi determinado. Foi avaliado o efeito dos
compostos sobre o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis. Os
compostos mais promissores foram avaliados sobre as formas amastigotas
intracelulares. A produgédo de NO, bem como de citocinas por macréfagos infectados
ou nao e tratados ou ndo com os compostos foi avaliada pelo reagente de Griess e
ELISA de captura, respectivamente. Foi avaliado o mecanismo de morte celular
induzido pelos compostos em promastigotas tratadas e controle marcadas com
anexina —FITC e iodeto de propidio, com posterior analise por citometria de fluxo. Os
dados mostram que todos os compostos inibiram o crescimento de formas
promastigotas e amastigotas além de apresentarem baixa citotoxidade em
macrofagos. A presenca de TS02, PM01, PM04 e PM10 na cultura de parasitas
causou morte celular por apoptose. A TS02 também causou necrose. Quanto a
producao de NO, esta foi detectada em macréfagos nao infectados incubados com
os compostos por 24 e 48h. Também foi dosada a produgédo de NO em macrofagos
infectados, onde foi observada uma redugado significativa dessa produgdo na
presenca do parasita. O tratamento com a TS11 das culturas infectadas
restabeleceu a producdo do NO pelos macrofagos. A presengca da TSO01 no
tratamento das culturas infectadas causou aumento da produgao de TNF. Na cultura
nao infectada, TS01, TS09, TS10, TS11 e PM01 causaram aumento significativo de
TNF. Houve aumento significativo da producédo de IL-12, nas culturas infectadas e
tratadas com TS09, TS11, TS15 e PMO1, e nas culturas ndo infectadas e tratadas
com TS01, TS02, TS10, TS12, TS15, PM01 e PM04. O tratamento das culturas
infectadas nao interferiu com a produgéo de IL-10. Em culturas ndo infectadas houve
aumento na producdo de IL-10 apds incubacdo com TS01, TS02, TS09, TS15 e
PMO1. A baixa toxicidade aos macrofagos, a atividade leishmanicida e a presenga
de citocinas de perfil Th1 apresentadas apontam para a utilizagdo dos compostos
TS01, TS11 e PM01 como agentes promissores para o tratamento da leishmaniose
cutanea.

Palavras-chave: Leishmaniose cutdnea. Quimioterapia. Compostos sintéticos.
Tiossemicarbazona.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infection caused by different species of protozoa of the
Leishmania genus. Currently there is no vaccine available for Leishmania infections
and conventional treatments are toxic to patients. For this reason, the development
of new antileishmanial drugs is an urgent need. In the present study we evalueted
the cytotoxicity, leishmanicidal activity, production of nitric oxide (NO), the secretion
of IL-12, IL-10 and TNF and cell death induction under the influence of new synthetic
compounds derived from the structure Phthalyl-hydrazone-thiazole and
Thiosemicarbazones. The cytotoxicity of the compounds was evaluated in peritoneal
macrophages by the MTT method and the selectivity index was determined. The
compounds effect on the growth of promastigotes of L. amazonensis was evaluated.
The most promising compounds were evaluated on intracellular amastigotes. NO and
macrophage cytokine production was evaluated in macrophage infected and not
infected and treated or not with the compounds. We assessed the cell death
mechanism induced by the compounds on treated promastigotes and on controls
labeled with Annexin-FITC and propidium iodide, and analyzed by flow cytometry.
The data show that all of the compounds inhibited the promastigotes and
amastigotes growth besides having low cytotoxicity in macrophages. The presence of
1S02, PMO1, PM04 and PM10 in the parasites culture caused cell death by
apoptosis. The TS02 also caused necrosis. Regarding the NO production, it was
detected in macrophages incubated with the compounds for 24 and 48h. We also
measured the production of NO in macrophages infected or not, where a significant
reduction in production was observed in the presence of the parasite. Treatment of
the cultures infected with TS11 restored the production of NO by macrophages. The
presence of TSO1 in the treatment of infected cultures caused increased production
of TNF. In uninfected culture, TS01, TS09, TS10, TS11 and PMO01 caused significant
increase of TNF. A significant increase of IL-12 was observed in infected cultures
treated with TS09, TS11, TS15 and PMO01, and cultures not infected and treated with
TS01, TS02, TS10, TS12, TS15, PM01 and PMO04. The treatment of the infected
cultures did not affect the production of IL-10. In uninfected cultures there was an
increased production of IL-10 after incubation with TS01, TS02, TS09, TS15 and
PMO1. The low toxicity to macrophages, the leishmanicidal activity and the presence
of Th1 cytokine profile displayed pointed to the usage of compounds TS01, TS11 and
PMO01 as promising agents for cutaneous leishmaniasis treatment.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis. Chemotherapy. Synthetic compounds.

Thiosemicarbazone
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo causadas por protozoarios pertencentes ao género
Leishmania que se estabelecem em células do sistema fagocitico mononuclear,
determinando as formas clinicas cutanea, mucocuténea e visceral, na dependéncia
da espécie de Leishmania e da resposta imune do hospedeiro. Estas doencas sao
transmitidas por flebotomineos e estao presentes em cerca de 88 paises, com 350
milhdes de pessoas vivendo em areas de risco e cerca de 1 a 2 milhdes de novos
casos registrados a cada ano (WHO, 2010). No Brasil, o Ministério da Saude relata
uma incidéncia de 28 mil casos por ano constituindo ainda um sério problema de
saude publica e estando presente em todas as regides do pais (BRASIL, 2011).

Um espectro de formas clinicas pode se desenvolver na dependéncia das
caracteristicas da resposta imune mediada por células, sendo a leishmaniose
cutanea a manifestagao clinica mais frequente. No Brasil ja foram identificadas sete
espécies de Leishmania causadoras da forma cuténea, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.)
braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as
espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
identificadas em estados das regidoes Norte e Nordeste. O presente trabalho tem
como alvo a Leishmania amazonensis, espécie encontrada na maioria dos estados
brasileiros (BRASIL, 2007).

Dentre as medidas tomadas como controle para o combate da doenca estao:
controle de vetores e animais reservatorios, diagndstico precoce e tratamento
adequado dos casos humanos. Para esta ultima medida, a principal opgao
terapéutica é representada pelos antimoniais pentavalentes, que sao drogas
utilizadas ha mais de 70 anos no tratamento de leishmaniose cuténea e visceral e a
cerca de 20 anos vem sendo relatados casos de resisténcia do parasita
(MINODIERA; PAROLAB, 2007). Outras limitagdes de seu uso estao no alto custo e
na necessidade de servicos de maior complexidade para sua administracao,
evidenciando a urgéncia da busca por novas drogas com menor custo associado e
com menos efeitos colaterais (CROFT et al., 2006; SANCHEZ-MORENO et al.,
2012; SEN; CHATTERJEE, 2011).
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Neste contexto estdo inseridos os compostos derivados da estrutura da
tiossemicarbazona e da ftalimidas, que apresentam um amplo perfil farmacoldgico e
constituem importante classe de compostos sintéticos cujas propriedades tém sido
bastante estudadas devido a possibilidade de manipulacido de seus radicais, com
coordenagao de seu mecanismo de agao (BERALDO, 2004). Dentre as atividades
biolégicas promissoras, foi demonstrado o potencial anticonvulsivante,
antimicrobiano, larvicida, antiviral, antiparasitario e antitumoral destes compostos
(GREENBAUM et al., 2004; HASHIMOTO, 2008; HERNANDES et al., 2010;
MISHRA et al., 2002; PESSOA et al., 2010).

A atividade de compostos derivados a partir da estrutura das
tiossemicarbazonas sobre Trypanossoma cruzi esta associada a inibicdo da
cruzaina, uma  cisteina protease  encontrada  abundantemente em
tripanossomatideos, que recebeu esse nome por de ter sido identificada inicialmente
em T. cruzi (GREENBAUM et al., 2004; HERNANDES et al., 2010). As cisteino-
proteases de Leishmania ocorrem em grandes quantidades em volumosos
lisossomas, denominados de megassomas, que sao particularmente abundantes em
amastigotas, forma presente no hospedeiro vertebrado. Estas enzimas
semelhantemente a cruzaina desempenham importantes fungdes na Leishmania
como viruléncia, manutencdo da viabilidade e da morfologia do parasito, invasdo do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro e a modulacdo de sua resposta
imune, constituindo assim atrativos alvos quimioterapicos no tratamento das
leishmanioses (MOTTRAM et al., 2004).

Outra classe de compostos bastante promissora para o desenvolvimento de
quimioterapicos sédo as ftalimidas. As ftalimidas s&o conhecidas pelas suas
propriedades imunomoduladoras, atuando na regulagdo de citocinas como TNF,
IFN-y e as interleucinas 2, 4, 5, 6, 10 e 12. Os efeitos mais importantes das
ftalimidas estao relacionados a regulagéo bidirecional do TNF, uma citocina bastante
importante no curso da infecgao por leishmania (HASHIMOTO, 2002). Neste
trabalho houve a hibridagdo do grupamento ftalimida com grupo tiazolil-hidrazona
visando a juncao de dois grupos com potencial inibicdo de cisteina protease
(HERNANDES et al., 2010), com o papel imunomodulatorio presente nas ftalimidas,
que podem atuar sobre macréfagos estimulando a produgdo de fator de necrose
tumoral e 6xido nitrico, que sdo componentes imunoldgicos fundamentais para o

controle de doencgas causadas por tripanossomatideos.
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Tendo em vista o fato de ainda n&o existirem compostos que atuem com mais
seletividade sobre o parasita causador da leishmaniose sem causar tantos danos ao
homem, estudos sobre novos agentes terapéuticos continuam a ser bastante
relevantes sob o ponto de vista da saude publica. Neste estudo avaliamos a
atividade leishmanicida de 22 produtos sintéticos, derivados da estrutura da
tiossemicarbazona e hibridos ftalil- hidrazona- tiazol, determinando a toxicidade
desses compostos sobre macréfagos e a atividade sobre as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis, além de avaliar seu potencial
imunomodulatério sobre macréfagos infectados e nao infectados com os parasitas.
Esperamos com o desenvolvimento de o presente projeto poder contribuir

efetivamente para a busca de novos quimioterapicos contra a leishmaniose.
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1 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar in vitro a potencial atividade imunomoduladora e leishmanicida de derivados

de tiossemicarbazona e ftalimidas.

2.2 Especificos

a) Avaliar em cultura de macrofagos peritoneais de camundongos isogénicos a

b)

c)

atividade citotoxica dos diferentes compostos obtidos por meio sintético e
estimar o indice de seletividade (ISe) destes compostos para formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis;

Determinar através de curvas de crescimento de promastigotas de Leishmania
amazonensis a ICso;

Investigar através da citometria de fluxo o mecanismo de morte celular induzido

pelos compostos nas formas promastigotas de L. amazonensis;

d) Avaliar in vitro o indice e o percentual de infecgdo de amastigotas intracelulares

e)

f)

de L. amazonensis em macrofagos peritoneais de camundongos durante o
tratamento com os compostos, determinando a ICsp;

Analisar em sobrenadantes de cultura de macréfagos infectados ou ndo com L.
amazonensis o efeito dos compostos sobre a producao de éxido nitrico;
Verificar em sobrenadantes de cultura de macréfagos infectados ou ndo com L.
amazonensis o efeito dos compostos sobre a produgéo das citocinas TNF (fator

de necrose tumoral), IL(interleucina)-12 e IL-10.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenga n&o contagiosa,
de evolugdo crbnica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas da
nasofaringe, de forma localizada ou difusa. Ela € causada por varias espécies de
protozoarios do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), constituindo
ainda um dos maiores problemas de saude publica. A doenca afeta cerca de 88
paises na Europa, Asia, Africa e América (Figura 1). Cerca de 90% dos casos
ocorrem no Marrocos, Etiopia, Tunisia, Afeganistdo, Paquistdo, Ira, Iraque, Arabia
Saudita, Siria, Brasil, Bolivia, Colébmbia, Equador, Peru e Venezuela. Nas Américas,
a LTA ocorre desde o Sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com
excecao do Uruguai e do Chile (GONTIJO; CARVALHO, 2003; GOTO; LINDOSO,
2010; WHO, 2010).

Estima-se que a Leishmaniose Tegumentar americana (LTA) tenha 1-1,5
milhdes de novos casos a cada ano e que haja cerca de 12 milhdes de pessoas
atualmente infectadas (WHO, 2010). No entanto, a subnotificacdo ainda € um fato
presente, pois dos 88 paises considerados endémicos, a notificagdo é obrigatéria
em apenas 32 deles, incluindo o Brasil (WHO, 2010). Além disso, devido a
deficiéncia de diagndstico e auséncia de sintomas, os numeros de casos de
leishmaniose tegumentar sdo provavelmente subestimados (GONZALEZ et al.,
2009; REITHINGER et al., 2007; WHO, 2010).

No Brasil, na década de 80 foram registrados casos em 20 estados, e, a partir
do ano de 2001 em todos os estados foram notificados casos da doenca. Em 2003 a
LTA tornou-se presente em todos os estados brasileiros devido a expanséao
geografica acentuada (BRASIL, 2007) (Figura 2). No periodo de 1988 a 2009, a LTA
apresentou média anual de 27.093 casos, com tendéncia de crescimento entre os
anos 1980 e 2003 (BRASIL, 2011; SOUZA, 2010) (Figura 3).

A LTA apresenta incidéncia acentuada em todas as regides do estado de
Pernambuco, porém concentrando na Zona da Mata cerca de 60% dos casos
registrados (BRANDAO-FILHO et al., 1999; BRITO et al., 2008). Também tem sido
registrado o aumento da ocorréncia da LTA no Sertdo do Estado (ANDRADE et al.,
2009).
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Figura 1 - Distribuicdo mundial da LTA
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Fonte: World Health Organization (2009)

Figura 2 - Distribuicdo da LTA no Brasil no ano de 2007

Fonte: http://www4.ensp.fiocruz.br/Leishmaniose/lt/situacao-da-lt-no-brasil/
Nota: 1 ponto = 5 casos
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Figura 3 - Casos de LTA no Brasil (1980-2009)
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3.2 Agentes etioldgicos e vetores

O género Leishmania abrange cerca de 30 espécies catalogadas, das quais
20 estao implicadas em doengas de humanos (ASHFORD, 2000). Os parasitas do
género Leishmania sao classificados em dois subgéneros: Viannia e Leishmania,
sendo esta classificacdo baseada no desenvolvimento do parasita no inseto vetor.

As espécies pertencentes ao subgénero Viannia desenvolvem-se
primeiramente no intestino posterior dos vetores e depois migram para o intestino
médio e anterior (seccgao peripilaria). Ja os do subgénero Leishmania desenvolvem-
se apenas no intestino anterior e médio (secgao suprapilaria) (LAINSON; SHAW,
1998).

O parasita do género Leishmania sp. apresenta-se na forma flagelada
promastigota, forma com motilidade flagelar encontrada no trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados e, amastigota, forma ndo movel encontrada no interior de
células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro mamifero (DEDET et al.,
1999; GOTO; LINDOSO, 2010) (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo esquematica forma amastigota (A) e promastigota (B) de Leishmania
sp. mostrando o nucleo (N), flagelo (F) e cinetoplasto (K).

B

Fonte: Adaptado de Docampo et al., 2005

Nas Américas, sao atualmente reconhecidas 11 espécies de Leishmania
causadoras de LTA. No Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do
subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao:
L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as
espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (Figura 5). A espécie de
leishmania alvo deste trabalho € a L.(L.) amazonensis.

A Leishmania (Leishmania) amazonensis no Brasil se distribui em areas de
florestas primarias e secundarias tipo varzea e igapo (Amazonas, Para, Ronddnia,
Tocantins e sudoeste do Maranhao), também na Bahia, em Minas Gerais, Séo
Paulo, Goias e Parana. No homem ela é responsavel pela leishmaniose cutanea e
cutaneo-difusa ou anérgica, onde esta ultima ndo responde aos diversos tipos de
tratamento (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007; GONTIJO; CARVALHO,
2003).

As espécies de Leishmania sp. capazes de causar infeccdo em humanos
também sao conhecidas por acometer alguns pequenos mamiferos
silvestres e sinantropicos que constituem a fonte de infecgdo para os insetos
vetores das leishmanioses, os flebotomineos (GAZOZAI et al., 2010). Estes insetos
pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae e género Lutzomyia (Figura 6).

Aproximadamente 30 espécies de Lutzomyia tém a sua capacidade de transmissao
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da Leishmania sp. comprovada nas Américas (JACOBSON, 2010; LAINSON;
SHAW, 1998). No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissao da
LTA sao: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L.
wellcome e, L. migonei (BRASIL, 2007).

Figura 5 - Distribuicdo de espécies de Leishmania responsaveis pela transmissao da

leishmaniose cutadnea no Brasil

B L (v) breziliensis
B L ¢v)sinsoni

W L v)naifi
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[ L (L)amazonensis
B L (V) iindenbarg

Fonte: BRASIL, 2007

Figura 6 - Inseto vetor da leishmaniose, flebotomineo Lutzomyia sp.

Fonte: http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=353&sid=6
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3.3 Ciclo de vida da Leishmania sp.

O ciclo evolutivo da Leishmania sp. inicia-se quando o vetor faz o repasto
sanguineo no hospedeiro infectado. As formas amastigotas do parasita se alojam
nos fagossomos dos mondcitos, histiocitos e macréfagos em que vivem, e
reproduzem-se de forma assexuada por divisdo binaria até romperem a célula,
disseminando-se pelas vias hematogénica e linfatica (BASANO; CAMARGO, 2004;
GONTIJO; CARVALHO, 2003). No momento do repasto sanguineo a fémea do
flebotomineo ingere macrofagos infectados com as formas amastigotas e em seu
trato digestivo estes se rompem liberando o parasita. Este se aloja em partes do
intestino, transformando-se na forma promastigota.

No intestino do inseto ocorre diferenciacdo das formas promastigotas em
paramastigotas, que permanecem aderidas pelo flagelo ao epitélio intestinal através
de hemidesmossomas, onde ainda se dividem. Novamente ocorre transformagao em
promastigotas que migram através do estdbmago em direcdo a faringe do inseto. A
metaciclogénese ocorre durante a migragao no trato digestivo do vetor, em que as
células atingem um estado infectivo (BASANO; CAMARGO, 2004).

Durante o repasto sanguineo do vetor, agora infectado, ocorre a transmissao
do parasita. Formas promastigotas sdo inoculadas através da picada e, apdés um
periodo de quatro a oito horas, sao interiorizadas pelos macrofagos do hospedeiro,
diferenciando-se novamente em formas amastigotas. Estas se multiplicam e podem
ser novamente ingeridas pelo vetor, completando o ciclo (Figura 7) (REITHINGER et
al., 2007).
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Figura 7 - Ciclo de vida da Leishmania sp.
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3.4 Manifestacdes clinicas

A infeccdo humana na LTA pode ser assintomatica ou apresentar um
espectro de formas clinicas que podem variar desde lesdes cutaneas localizadas,
disseminadas, difusas ou nodulares até as graves lesdes mucocuténeas (CLEM,
2010). A ulcera tipica da LTA é indolor e costuma localizar-se em areas expostas da
pele, com formato arredondado ou ovalado. Mede de alguns milimetros até alguns
centimetros e possui base eritematosa, infilirada e de consisténcia firme, bordas
bem delimitadas e elevadas, fundo avermelhado e com granulagdes grosseiras. E
comum a infec¢ao bacteriana estar associada, podendo causar dor local e exsudato
(Figura 8) (BRASIL, 2007).

As lesdes cutaneas podem ainda apresentar-se morfologicamente como:
impetigoide, liquendide, tuberculosa ou lupodide, nodular, vegetante e ectimatoide, o

que dificulta ainda mais o diagnéstico clinico. Nas lesdes mucocuténeas, podem ser
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observadas Ulceras infiltrantes ou Ulceras vegetantes (ANDRADE et. al, 2005).
Também pode haver acometimento da regido nasofaringea, laringe e cavidade oral,
e ela apresenta natureza metastatica (BRASIL, 2007). As lesbes podem ser
confundidas com doencas infecciosas como paracoccidioidomicose, histoplasmose,
sifiis e com neoplasias, por isso ha a necessidade de um diagndstico preciso
(AVILA et. al, 2004).

A infecgdo causada por L. amazonensis causa ulceras cutaneas localizadas
e, ocasionalmente em alguns individuos, ha o desenvolvimento do quadro classico
da leishmaniose cutanea difusa (LCD). Ha evidéncias de que L. amazonensis tem
uma capacidade particular de interferir negativamente em varios mecanismos
imunoldgicos necessarios para a geragdao de uma resposta imune eficaz. Na
auséncia de uma resposta imune celular efetiva contra o parasito, este se multiplica
sem controle, aumentando o numero de lesdes e expandindo sua distribuicdo na

superficie corporal.

Figura 8 - Caracterizacao das diferentes manifestacdes clinicas da LTA.

Legenda: (A) Forma cuténea (lesao classica em moldura); (B) Forma mucosa; (C) Forma difusa; (D)
Forma disseminada.
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3.5 Diagnéstico

Em virtude das diversas manifestagbes clinicas, o diagnostico da LTA é
relativamente dificil, sendo indispensavel a diferenciacao desta doenca com outras
de causas distintas, mas com espectro clinico similar, como a hanseniase, cancer
de pele, tuberculose e micoses cutaneas (REITHINGER et al., 2007).

Dentre as técnicas laboratoriais utilizadas, a pesquisa direta é o procedimento
de primeira escolha por ser rapido, de facil execugao e ter menor custo. O material a
ser analisado pode ser obtido da escarificacdo da borda da lesdo, impressao por
aposicdo em lamina (imprint) ou aspirado da lesdo, corado pelo Giemsa ou
Leishman. Embora a técnica seja especifica, pois evidencia as formas amastigotas
do parasito, € necessario um profissional treinado para realiza-la, além de
apresentar sensibilidade inversamente proporcional a carga parasitaria presente na
lesdo (BAILEY; LOCKWOOD, 2009; GONTIJO; CARVALHO, 2003; REITHINGER et
al., 2007).

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) é um teste de hipersensibilidade
tardia que apresenta uma alta sensibilidade e uma especificidade que varia de
acordo com o antigeno utilizado. Embora apresente resultado positivo na maioria
dos casos de LTA (90%), o resultado é negativo em lesdes recentes, na forma
cutanea difusa e em pacientes imunodeprimidos.(VEGA-LOPEZ, 2003).

Os testes sorologicos, como a imunofluorescéncia indireta (IFl), o Ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e o Western Blot, sdo limitados por ndo relacionar os
niveis de anticorpos circulantes com o estagio da doencga, além da possibilidade de
apresentar reagdes cruzadas com outros tripanosomatideos, como o Trypanosoma
cruzi. Pelas limitacbes dessas técnicas, abordagens imunoldgicas alternativas vém
sendo empregadas. Uma delas é a citometria de fluxo que permite detectar
anticorpos anti-Leishmania, e tem demonstrado resultado semelhante ao obtido com
IFI (OLIVEIRA et al., 2013; ROCHA et al., 2006).

Técnicas de diagnostico molecular baseadas na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) tém sido extensivamente desenvolvidas para a aplicagéo na LTA.
Com alta sensibilidade e especificidade, sdo particularmente uteis em amostras
contendo poucos parasitas, como na forma mucosa, além de permitir o

monitoramento da terapia da leishmaniose cutanea. Contudo, o uso rotineiro é ainda
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impedido por demandar uma infraestrutura laboratorial adequada, pessoal
qualificado e alto custo (GOMES et al., 2012).

Ha a necessidade da associagdo de parametros clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais com a finalidade de se obter um diagndstico fidedigno. No exame
clinico, é interessante associar as informacdes coletadas através da anamnese do
paciente a dados epidemioldgicos. Dentre eles estdo a existéncia de casos de LTA
na regido, referéncia de caes com lesdes residindo nas proximidades, procedéncia

de area endémica e insercao de areas florestais.

3.6 Aspectos imunoldgicos

3.6.1 Resposta celular

Embora titulos de anticorpos sejam observados em todas as manifestacoes
clinicas, a resolucédo da infeccdo € dependente de linfécitos T e sabe-se que, nas
infeccbes por Leishmania, ha o desenvolvimento de resposta imune
predominantemente celular por parte do hospedeiro, onde ocorre uma expansao
caracterizada por células T CD4+, apresentando perfis de citocinas Th1 ou Th2
(PINHEIRO, 2004; REIS et al., 2006).

No perfil Th1, citocinas como IFN-y e TNF estdo envolvidas na resisténcia e
eliminagao dos parasitas, enquanto citocinas do tipo Th2, como a IL-4 e IL-10 estao
ligadas a susceptibilidade a infecgées por Leishmania (ALEXANDER,BRYSON,
2005; COUTINHO et al., 1996; VON STEBUT, 2007).

A infecgdo experimental em camundongos tem sido utilizada nos ultimos 30
anos para elucidar aspectos da relacao parasita-hospedeiro na leishmaniose, como
o controle genético de susceptibilidade e resisténcia, o papel da resposta imune
mediada por células e a interac&do parasita-macréfago (REIS et al., 2006; ROCHA et
al., 2007).

Na leishmaniose cutanea, os estudos mais aprofundados da resposta imune
adaptativa foram desenvolvidos em camundongos isogénicos infectados com L.
major. Os estudos tém mostrado que a resposta imune mediada por células T

desempenha um papel importante na evolugdo da infeccdo para a cura ou
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desenvolvimento de doenca grave (MATTNER et al., 1996; REITHINGER et al.,
2007; SCOTT; FARREL, 1998).

Estes estudos revelam que camundongos susceptiveis apresentam lesdes
cutaneas no sitio de inoculagédo do parasita, enquanto os camundongos resistentes
parecem curar-se rapidamente. A resisténcia ao parasita € conferida por linfécitos T
CD4" do tipo Th1, enquanto a susceptibilidade é conferida por linfécitos T CD4" do
tipo Th2 (REIS et al., 2006). Linfocitos T CD4" que apresentam o perfil Th1 tém sua
diferenciagao estimulada pelas citocinas IL-12 e IFN-y e produzem citocinas como
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF), interleucina IL-2 e IL-
12. Células que apresentam o perfil Th2 sdo estimuladas por IL-4 e produzem IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 (REIS et al., 2009; SAKAGUCHI et al., 2008)

A linhagem de camundongos endogamicos BALB/c mostra-se susceptivel a
infeccdo com L. amazonensis (CALABRESE et al., 1992), onde apresenta uma lesao
primaria progressiva ou multiplas lesdes metastaticas, apresentando o perfil de
resposta Th2 e,consequentemente, uma doenga progressiva e severa, com um
aumento na expressao de RNA mensageiro (MRNA) para IL-4 e na produgédo de IL-
5, IL-10 e IL-13 (HIMMELRICH et al., 2000; KANE; MOSSER, 2001; PADIGEL et al.,
2003; PASSERO et al., 2010).

A IL-4 diminui a regulagdo da expressao da subunidade B dos receptores da
IL-12 nas células Th1, suprimindo a producéo de IFN-y, levando ao desenvolvimento
da resposta Th2 (CARRERA et al., 1996; GOLLOB et al., 2008; NATEGHI et al.,
2010; WANG et al., 1994). A IL-10 desempenha um papel fundamental na inibicao
da ativacdo macrofagica e contribui para o crescimento do parasito nas lesdes, uma
vez que camundongos BALB/c IL10-/- mostraram-se capazes de controlar a
progressao da doencga durante infec¢ao por L. major (KANE; MOSSER, 2001).

Em humanos, a resposta imune ainda nao foi completamente elucidada.
Porém, sabe-se que em todas as formas clinicas da doencga a resposta imune é
dependente de células T e, de maneira geral, aceita-se que a diferengca entre
resisténcia e susceptibilidade a infecgcao esta associada ao nivel de expansao de
células Th1 e Th2 (REIS et al., 2006, BRELAZ et al.,, 2012). Na forma cuténea
localizada, ha uma forte resposta de linfocitos T, com citocinas do tipo Th1, como
IFN-y e TNF. As lesbes mucocutédneas sdo caracterizadas por uma mistura de
resposta dos tipos Th1 e Th2. Ja pacientes com a forma difusa exibem uma resposta

quase exclusivamente do tipo Th2, com producédo de citocinas como IL-4 e IL-10
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(REIS et al.,, 2006; COUTINHO et al., 1998). Em alguns trabalhos, foi descrito
também o perfil Th3, induzido por TGF-B, que pode induzir e manter a tolerancia
periférica através de células T regulatorias (BELKAID, 2007).

As células T regulatorias (Treg) que se acumulam no local da les&o, por sua
vez, estdo relacionadas a regulagcdo das células efetoras locais, podendo ser
naturais ou induzidas. Citocinas como IL-2 e TGF-B e substancias como o acido
retindico facilitam a diferenciacdo de células T naive em Treg induzidas que
expressam o fator de transcrigdo Foxp3 (SAKAGUCHI et al., 2008; KAUFMANN,
KUCHROO, 2009).

Estudos recentes tém evidenciado também o subtipo celular conhecido como
Th17, relacionado com a produgéo de IL-17. A principio, IL-17 esta envolvida com a
patogénese de doengas inflamatérias crénicas ou autoimunes (SCHMIDT-WEBER et
al., 2007; OUKKA, 2007). IL-17 aumenta a produgdo de multiplos mediadores
inflamatoérios como IL-1, IL-6, TNF e NOS2.

As células Th17 diferenciam-se a partir de linfécitos T CD4" naive na
presenca de TGF-f e IL-6 (KAUFMANN; KUCHROO, 2009; DONG, 2008). A citocina
TGF-B é também responsavel pela inducdo de Foxp3, porém a citocina IL-6 atua na
supressao da indugao deste fator de transcricdo. Deste modo, as duas citocinas em
conjunto atuam na diferenciagdo de células Th17 (KAUFMANN; KUCHROO, 2009;
DONG, 2008).

3.6.2 Oxido nitrico

O controle da leishmaniose via resposta Th1 através da acéo das citocinas
IFN-y e TNF conduz a ativacdo de macrofagos e eliminagdo de parasitas
intracelulares através da indugdo da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
com consequente sintese de NO a partir de L-arginina (GREEN et al., 1994;
HOLZMULLER et al., 2002). Essa relagdo entre o aumento da produgédo de NO
pelos macréfagos ativados e a resisténcia a leishmaniose esta bem estabelecida em
humanos e em modelo murino (EVANS et al., 1993; HOLZMULLER et al., 2002;
VOULDOUKIS et al., 1997) .

O NO tem a capacidade de inativar numerosas enzimas metabdlicas do
parasita a partir da formagcdo de complexos ferro-ditrinosil-dithiolato. Na

leishmaniose, os parasitas possuem a enzima superoxido dismutase e a inativagao
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desta enzima diminuiria a habilidade do parasita de resistir ao ataque por
intermediarios de oxigénio reativo, resultando em sua morte intracelular (BOGDAN;
ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; JAMES, 1995; LIEW et al., 1990).

Por outro lado, a produgdo de NO pode ser regulada pelo fator B de
crescimento e transformacao (TGF-B). Neste caso, o parasita estimula a produgéo
desta citocina, inibindo a produgcdo de NO por macréfagos ativados por IFN-y. A
inducdo de TNF ou TGF-B depende da presenca e quantidade de IFN-y no inicio da
infeccdo (GREEN et al., 1994; PINHEIRO et al., 2005). Linfocitos T CD4" e T CD8"
atuam como fonte produtora dessas citocinas envolvidas no processo de ativacao de
macrofagos (ABBAS, 2008; BRELAZ et al., 2012).

3.6.3 Suscetibilidade e resisténcia a infec¢ao

As manifestagbes clinicas na LTA s&o variaveis e dependentes de
caracteristicas do parasita, do vetor, e do hospedeiro vertebrado, incluindo a sua
constituicdo genética e estado imunoloégico (MARZOCHI, 1992; GRIMALDI; TESH,
1993; REIS et. al., 2009). Dependendo da espécie do parasita e da resposta imune
desenvolvida pelo hospedeiro, a infeccdo causa um espectro de doenca que varia
de lesbes autocicatrizantes a infeccbes disseminadas e fatais, o que caracteriza a
resisténcia e a suscetibilidade do hospedeiro & infeccéo pelo parasita (ROMAO et
al., 2007).

Em se tratando de L. amazonensis, apesar dessa espécie ser associada a
forma cutdanea da doenga em humanos, estudos realizados em camundongos
suscetiveis demonstram que a visceralizacdo € um fendmeno frequente e pode ser
visualizada em varios 6rgdos como cérebro, figado, baco e medula 6ssea. Os
mecanismos genéticos que determinam susceptibilidade e/ou resisténcia a infecgao
por Leishmania sdo dependentes de, pelo menos, dois componentes: um
relacionado com a capacidade dos macrofagos hospedeiros para suportar ou inibir a
multiplicagdo do parasita e a outra para controlar a magnitude, a qualidade, e a
reacao do sistema imunitario contra o parasita (CARDOSO et al., 2010).

Ha estudos que também levam em consideracédo o papel da saliva do inseto

vetor no perfil imunolégico da doenca, que tem se mostrado crucial para o
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estabelecimento da infec¢cdo e patogénese da doenca. A saliva é vasodilatadora e
aumenta o eritema, aumenta a carga parasitaria, o tamanho da lesédo e a
persisténcia do parasita apds a inoculagcdo com L. major, L. amazonensis, e L.
braziliensis, e a variagao intra-especifica de componentes da saliva determina o
resultado clinico apds infeccédo L. infantum. A base imunoldgica para essas
descobertas n&o é totalmente compreendido, mas parece que as proteinas da saliva
podem mudar a resposta imune adaptativa de um perfil Th1 a uma resposta imune
mediada por células Th2, por exemplo, através do aumento da producgao de IL-4 e
IL- 6, ou inibindo o TNF, IFN-y, IL- 12, e a producdo de NO (REITHINGER et al.,
2007).

3.7 Medidas de controle e tratamento

O controle das leishmanioses esta fundamentado na implantacdo de
programas de prevengao, tratamento das formas clinicas, extermino de cées
infectados e controle dos vetores, este ultimo envolvendo a pulverizagdo de
residéncias com inseticidas residuais (COSTA, 2005; DESJEUX, 2001).

A falta de uma vacina, a auséncia de ferramentas terapéuticas adequadas e o
alto custo das opcdes terapéuticas existentes, sdao os principais obstaculos
encontrados para a prevencado e o controle das leishmanioses (MURRAY et al.
2005).

O tratamento convencional de todas as manifestagdes da LTA é realizado
através da quimioterapia com antimoniais pentavalentes (Sb*°), cuja droga de
primeira escolha utilizada no Brasil é o antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®). A administracdo do medicamento é feita por via intramuscular ou
endovenosa, com a dose variando de 10 a 20 mg Sb*°/Kg/dia, durante vinte ou trinta
dias.

Dentre os efeitos colaterais que podem surgir estdo artralgia, mialgia,
anorexia, nauseas, vomitos , pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre,
fraqueza, cefaleia, tontura, palpitagdo, insdnia, nervosismo, choque pirogénico,
edema e insuficiéncia renal aguda (IRA). Em alguns pacientes, no inicio do

tratamento pode haver exacerbacédo do quadro clinico com o aumento do infiltrado,



Aline Caroline da Silva Analise in vitro do potencial leishmanicida...

39

do eritema, das secregdes nasal e faringea, mas presume-se que isso decorra de
uma resposta aos antigenos liberados com a morte do parasito (BRASIL, 2007).

O mecanismo de agdo dos antimoniais ainda nao foi totalmente elucidado,
embora alguns autores sugiram que a molécula pentavalente(Sb*°) atue como uma
pré-droga que, ao ser convertida em antimonial trivalente (Sb*°), passa a ser ativa e
adquire maior toxicidade contra o parasito, interferindo na bioenergética das formas
amastigotas de Leishmania sp. Tanto a glicolise, quanto a oxidagdo dos acidos
graxos, sao inibidos, sendo que esta inibicdo é acompanhada de redugédo na
producdo de ATP e GTP (BRASIL, 2007; FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009).

Sendo o antimonial pentavalente a principal droga utilizada para o tratamento
da leishmaniose a mais de 70 anos, a auséncia de resposta durante o seu uso e
casos de resisténcia de cepas do parasita vem sendo relatadas, sendo bastante
comum na india, onde pode ser observada até 60% de insucesso no tratamento
devido a resisténcia (MURRAY et al., 2005; SUNDAR, 2001; SUNDAR;
CHATTERJEE,2006; VAN GRIENSVEN et al., 2010).

A resisténcia dos parasitas esta envolvida possivelmente com os mecanismos
de acio dos antimoniais, dentre eles: 0 mecanismo de oxirreducao, onde a reducao
in vivo de complexos Sb*® para compostos mais tdxicos de Sb*® (CHAI et al, 2005;
DEMICHELI et al, 2002). Em geral, essa resisténcia é adquirida durante o
tratamento (ROJAS et al., 2006) e varia de 10 a 40% dos casos (O'NEAL et al.,
2007).

Também relacionando-se 0 mecanismo de agao ao desenvolvimento da
resisténcia, observa-se que uma vez que esta é estabelecida para complexos
trivalentes, ha alta incidéncia de resisténcia cruzada para complexos pentavalentes,
porém surpreendentemente ha aumento da suscetibilidade a drogas de segunda
escolha como pentamidina e anfotericina B (SERENO et al, 2000).

A acdo do antimonial na forma amastigota é através de transporte
desconhecido ou pela aquaporina (AQP1). No parasito, o Sb*° pode ser convertida a
Sb*? por tidis ou por redutases ACR2 ou TRD1. provavelmente Sb*® interage com
algum alvo celular, formando conjugados com varios tidis- como a cisteina,
glutationa e tripanotiona. Ndo se conhece onde a formac&o desses conjugados é
enzimaticamente mediada ou ndo. Em casos de resisténcia, os niveis de
tripanotiona estao elevados (OUELLETTE et al., 2004).
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No caso de nao haver uma boa resposta ao tratamento com Glucantime® ou
na impossibilidade de seu uso, a Anfotericina B € uma das drogas de segunda
escolha, ou de primeira escolha no caso de gestantes. Sua administracdo se da por
via endovenosa, gota a gota, na dose diaria de 0,2 mg/Kg/dia até no maximo 50 mg
(BRASIL, 2007).

A Anfotericina B apresenta toxicidade seletiva por sua interferéncia no
precursor do ergosterol presente na membrana citoplasmatica de Leishmania.
Dentre os mais frequentes efeitos adversos estdo febre, nauseas, vdmitos,
hipocalemia e flebite no local da infusdo (BRASIL, 2007).

Outra alternativa de tratamento é a pentamidina, usada na dose de 4
mg/Kg/dia, de dois em dois dias, recomendando-se nao ultrapassar a dose total de
2g, por via intramuscular. O critério de cura utilizado é o clinico, com a completa
cicatrizacdo da lesdo e acompanhamento do paciente por até um ano apds o
término do tratamento. O uso da pentamidina, assim como o da Anfotericina B
apresenta efeitos colaterais frequentes e graves, como alteragdes renais, cardiacas
e hepaticas além de alto custo de tratamento e necessidade de servicos de maior
complexidade para sua administragao (BRASIL, 2007).

O sucesso do tratamento da leishmaniose esta sujeito a imunidade celular,
independentemente da droga utilizada, e em pacientes com co infeccado HIV-
leishmaniose o tratamento tende mais ainda ao insucesso - entre 40% e 65%
(CHRISTOPHER et al., 2007).

Olliaro (2010) propde que a monoterapia nao seria ideal, visto que podem
causar maiores chances de resisténcia aos farmacos. Embora a resisténcia do
parasito a Anfotericina B ndo tenha sido descrita ainda, a possibilidade de se
empregar combinagdes de farmacos para as leishmanioses visa prevenir de forma
mais eficaz sua resisténcia, reduzir a longa duragao dos tratamentos, favorecer a
aderéncia e cobertura, reduzir custos diretos e indiretos da terapéutica.

Outro importante fator para o surgimento da resisténcia a terapia, seria a
inadequacao dos pacientes aos regimes terapéuticos (OLLIARO, 2010). Nesse
sentido Cattand et al. (2006) destacam a importancia dos servicos de saude
promoverem a adesdo dos portadores ao tratamento das Leishmanioses, pois é
comum pacientes que vivem em areas sem recursos interromperem a terapéutica,
promovendo a consequente selecdo de cepas resistentes do parasito e recidivas

mais severas das doengas. Nessas situacdes, tanto a leishmaniose tegumentar,
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quanto a visceral, podem tornar-se enfermidades crbnicas e debilitantes, causarem a
incapacidade dos portadores para atividades de vida diaria e o trabalho, tornando-os
ainda mais vulneraveis as precarias condicdes de vida, pobreza, desnutricdo e
infec¢cbes secundarias.

Em virtude do alto indice de falha terapéutica, do curso prolongado e do
desenvolvimento de espécies resistentes tem-se buscado opgdes terapéuticas
associadas ao tratamento padrdo com antimoniais. Os imunomoduladores se
destacam nesse arsenal, visto que a leishmaniose se mostra uma enfermidade
essencialmente imuno-mediada (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998)

Dentre esses imunomoduladores pode-se citar estudos com Imiquimode que
tem sido realizados ha mais de uma década. Esta droga ativa os receptores toll like
(7 e 8) presentes na superficie de células apresentadoras de antigeno, aumentando
a producao de IFN-y, TNF, IL-1e IL-12, estimulando macréfagos a produzirem éxido
nitrico (NO), favorecendo a morte do parasito pela indugcéo da resposta Th1. Pode
também ativar diretamente o macrofago infectado com a forma amastigota. No
entanto, de forma isolada, o Imiquimode pode reduzir o tamanho da lesao, mas nao
cura. Associado a Paramomicina ou Miltefosina atinge indices de cura de até 80%
(MIRANDA-VERASTEGUI et al., 2009).

Outra opgao seria o fator estimulador de colbénias de macréfagos e
granulécitos (GM-CSF), que pode acelerar a cura por 03 possiveis mecanismos:
ativagdo de macréfagos, estimulo da cicatrizagdo e modulagdo imunoldgica. O seu
uso associado ao antimonial reduz a dose e o tempo de tratamento e,
consequentemente, sua toxicicidade (ALMEIDA et al.,1999).

As vacinas também estdo presentes entre as opcgdes terapéuticas. Ensaios
clinicos utilizando vacina composta pela forma promastigota de L. amazonensis foi
realizado em 2002; e mostrou-se util nos casos nao responsivos a antimoniais
isoladamente, com HIV ou que apresentassem a forma difusa da doenca. A vacina
possivelmente é capaz de induzir resposta Th1 pelo aumento de IFN-y. A cura foi
obtida associando-a ao antimonial (com dose reduzida em 50%) (MACHADO-PINTO
et al.,, 2002). Mayrink e colaboradores (2006) também obtiveram sucesso em
tratamento utilizando terapia com antimonial associada a vacina de promastigotas
com L. amazonensis, chegando ao indice de cura de 100% dos pacientes. No

entanto, outros ensaios realizados em humanos, utilizando parasitas mortos e
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proteinas recombinantes resultaram em imunidade de curta duragdo (SCHRIEFER
et al.,2008).

Atualmente, alguns testes clinicos com prototipos candidatos a vacinas
podem ser encontrados. A vacina Leish-111f esta na fase | e Il de testes clinicos
(tolerancia, imunogenicidade, eficacia e seguranga) (http://clinicaltrials
.gov/ct2/show/NCT00111553). Ja a vacina LEISH-F2+MPL-SE, que consiste na
proteina de leishmania LEISH-F2 e no adjuvante MPL-SE esta na fase Il (eficacia,
seguranga e imunogenicidade) (http://clinicaltrials.gov/ct2/ show/NCT01011309).
Outra vacina, que consiste em formas autoclavadas de L. major associadas ao BCG
e hidréxido de aluminio como adjuvante estdao na fase Il e Ill desses testes
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00429780). Apesar dos avangos e promessas,
principalmente em modelos animais, ainda nédo se tem disponivel uma vacina
humana (KEDZIERSKI, 2010; NYLEN; GAUTAM, 2010; ROBERTS, 2006).

Ha vacinas existentes no mercado que sao disponibilizadas apenas para
caes, para evitar o acometimento pela forma visceral da doenca. No Brasil, existe no
mercado a Leishmune, do laboratério Fort Dodge Saude Animal, registrada no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) desde 2003. Além
desta vacina, existe uma outra do laboratério Hertape, em que, apds vacinagao, o
animal continua negativo no exame de IFl, diferente da vacina Fort Dodge. Apesar
de essas vacinas apresentarem requisitos técnicos de eficacia, o Ministério da
Saude ainda ndao recomenda seu uso (Nota técnica do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento).

Visto que ndo ha vacina disponivel no mercado para uso em humanos e ha
dificuldades na execugao do tratamento, como a via de administracdo da droga e
presenca de fortes efeitos colaterais, € de extrema importancia salientar a
necessidade de estudos com farmacos candidatos a novas drogas, na busca de
tratamentos alternativos que proporcionem mais conforto aos pacientes e
contribuam para novas estratégias de combate a LTA (TOLEDO et al., 2001).

Tendo em vista a gravidade da agao das leishmanioses sobre o homem, o
crescente aumento das areas atingidas, o reduzido arsenal terapéutico e a crescente
resisténcia do parasita ao tratamento, pesquisas no sentido de buscar alternativas
que sejam mais eficazes, com menos efeitos colaterais e baixo custo associado sé&o
extremamente necessarias e recomendadas pela Organizagdo Mundial de Saude
(WHO, 2010).
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3.8 Tiossemicarbazonas

Dentro dos novos grupos de farmacos estudados e considerados
promissores, estdo as tiossemicarbazonas, que apresentam um amplo perfil
farmacologico e constituem uma importante classe de compostos cujas propriedades
tém sido bastante estudadas pela Quimica Medicinal Inorgénica devido a
possibilidade de manipulacdo de seus radicais, com coordenacdo de seu
mecanismo de acao (Figura 9) (BERALDO, 2004).

Dentre as atividades biologicas promissoras, foi demonstrado o potencial
anticonvulsivante, antiviral, antiparasitario e antitumoral, além de ser a segunda
classe mais importante de compostos antitumorais depois dos derivados do
cisplatina. Seu potencial antimicrobiano também tem sido demonstrado, pois inibem
o crescimento de bactérias gram positivas, tais como Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitides, Staphylococcus faecalis, Streptococcus faecalis e
Enterococcus D, mas n&o sao bons inibidores de bactérias gram negativas tais como
Pseudomonas, Klebsiella-Enterobacter, Shigella, Escherichia coli e Proteus
(BERALDO, 2004; FINCH et al., 1999; GREENBAUM et al., 2004; MISHRA et al.,
2002).

Figura 9 - Estrutura genérica das tiossemicarbazonas R, R1, R2, R3 = H, grupos arila ou grupos

alquila

H\ 5 /s
R1 1,N 3\/4

>: N NR3R4

R2

Estes compostos sao obtidos geralmente pela reagcdo de condensacédo de
tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou cetonas. Em geral, estas moléculas
apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de atomos, uma vez

que, com excegao da agua que é liberada na sua obtencédo, todos os outros atomos
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dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final (TENORIO et al.,
2005). Neste contexto, a sintese de tiossemicarbazonas em escala industrial
apresentaria vantagens em relagdo a moléculas cuja sintese é feita em varias
etapas e/ou d&o origem a varios produtos de reagao.

O unico composto da classe das tiossemicarbazonas a ser empregado
clinicamente é a tioacetazona (4-acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona. A
tioacetazona vem sendo utilizada em associagcdo com a isoniazida desde 1960 no
tratamento da tuberculose, com o intuito de prevenir o desenvolvimento de
resisténcia a isoniazida. Entretanto, sua agao predominantemente bacteriostatica,
além dos efeitos colaterais como a indugao de diabetes mellitus e reagdes cutaneas
limitam sua utilizagdo (BERALDO, 2004).

De modo geral pode-se dizer que tiossemicarbazonas agem como inibidores
de enzimas, através da complexacdo de metais enddgenos ou através de reagdes
de redox, seja através de interagdes com o DNA ou da inibigdo da sintese do DNA.
Além disso, alguns complexos metalicos desses ligantes apresentam a habilidade de
mimetizar a agdo de certas enzimas (BERALDO, 2004).

A atividade de compostos derivados das tiossemicarbazonas sobre
Trypanosoma cruzi tem sido bastante estudada, demonstrando resultados
promissores e com possivel alvo ja estabelecido (ENGEL et al., 1998; GREENBAUM
et al., 2004). Essa atividade antiparasitaria estd associada a inibigdo da cruzaina
(Figura 10), uma cisteina protease encontrada abundantemente em
tripanossomatideos, que recebeu esse nome devido ao fato de ter sido identificada
inicialmente em T. cruzi. A cruzaina tem como fungdes: nutricdo, replicacdo e
diferenciagdo do parasita, remodelamento da célula do hospedeiro infectada e
evasao dos mecanismos da resposta imune desse hospedeiro com consequente

manutencao das doencas relacionadas aos parasitas (DU et al., 2002).
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Figura 10 - Representacdo da estrutura da cruzaina, ligada a inibidor derivado de vinil sulfona

Fonte: PDB, codigo: 1F29

A descoberta de enzimas envolvidas na patogénese e na invasédo de células
do hospedeiro pelos tripanossomatideos tem permitido o desenho de drogas alvo
especificas, podendo assim combater o parasita, com consequéncias reduzidas para
células do hospedeiro (HUNTER, 2009).

A atividade proteolitica em parasitas do género Leishmania foi primeiramente
reportada por Pupkins e Coombs(1984) em promastigotas de Leishmania mexicana
e as cisteina proteases foram as principais proteases detectadas. As cisteino-
proteases de Leishmania ocorrem em grandes quantidades em volumosos
lisossomas, denominados de megassomas, que sao particularmente abundantes em
amastigotas, forma presente no hospedeiro vertebrado. Estas enzimas
semelhantemente a cruzaina, desempenham importantes fungdes na Leishmania
como viruléncia, manutencdo da viabilidade e da morfologia do parasito, invasdo do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro e a modulacdo de sua resposta
imune, constituindo assim atrativos alvos quimioterapicos no tratamento das
leishmanioses (MOTTRAM et al., 2004; SELZER et al., 1999)
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3.9 Tiazobis

Outro grupo promissor como candidato a novos farmacos é formado pelos
tiazois (Figura 11). Os tiazdis constituem uma importante classe de compostos
heterociclicos que tém atraido um interesse continuo ao longo dos anos devido a
seu amplo espectro de atividades biologicas, sendo empregados no
desenvolvimento de drogas para o tratamento de alergias, hipertensao, inflamacgao,
esquizofrenia, infecgdes bacterianas e por HIV, hipnoéticos, analgésicos e como
antagonistas dos receptores de fibrinogénio com atividade antitrombdtica
(BONDOCK et al., 2007; VICINI et al., 2003) .

Figura 11 - Representacéo estrutural do anel 1,3-tiazol.

Fonte: PDB, cddigo: LOM

Os tiazois também estao presentes em processos naturais, como seu papel
chave na atividade catalitica do pirofosfato de tiamina (TPP), uma coenzima
importante na respiracao que faz parte do ciclo de Krebs (Figura 12). Além disso, é
um protétipo estrutural que esta presente em numerosos compostos bioativos
naturais. Epotilonas e a grande familia de antibiéticos macrociclicos tiopeptidios,
possuem como protétipo estrutural conhecida como tiostreptona, molécula que
também possui tiazol (Figura 12).

Outro exemplo da ocorréncia natural do tiazol € a micrococcina P1 (Figura12),

um antibidtico tiopeptidico ativo contra microrganismos resistentes a vancomicina,
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cuja estrutura foi estabelecida por sintese total cerca de 60 anos apds seu
isolamento (DONDONI, 2010).

Outro importante grupamento em que o anel tiazol esta presente € a tiazolil-
hidrazona, um bioisostero da tiossemicarbazona, cujos derivados ja foram
identificados como novos potentes inibidores da cisteina protease cruzaina e do
crescimento de Trypanosoma cruzi, possuindo baixa toxicidade em modelo animal
(HERNANDES et al., 2010).

Figura 12 - Exemplos de produtos bioativos naturais contendo tiazol.
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Fonte: Modificado de DONDONI, 2010
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3.10 Ftalimidas

Outra estrutura promissora para uso na sintese de novos farmacos € a
ftalimida. Dentre os compostos mais conhecidos que contém a estrutura ftalimida
estd a talidomida (N-ftalimidoglutarimida), que foi introduzida no mercado
farmacéutico em 1956, como sedativo e hipnético, tornando-se em pouco tempo
bastante popular para o tratamento da insbnia. No inicio da década de 60, foi
descrito o perfil teratogénico da talidomida, associando a sua utilizagdo, durante o
primeiro semestre de gestacdo a taxas alarmantes de alteragdes congénitas
(HASHIMOTO, 2002). A talidomida consiste em uma bis-imida, contendo um anel
ftalimidico ligado a subunidade glutarimidica quiral.

A identificacdo de propriedades anti-inflamatéria e imunomoduladoras
promissoras da talidomida culminaram na renovagdo do interesse por esse
composto. Como consequéncia, em 1998 o FDA (Food and Drug Administration)
aprovou, sob rigido controle, o uso da talidomida para o tratamento das
manifestacdes cutdneas moderadas do eritema nodoso leproso, uma complicacao
inflamatdria da hanseniase (MATTHEWS; MCCOY, 2003).

Objetivando aprimorar as propriedades farmacolégicas da talidomida e reduzir
seus efeitos teratogénicos, inumeros esforgos de pesquisa tém sido feitos na busca
de analogos otimizados, com melhor perfil farmacoterapéutico, partindo-se da
premissa de que poderiam identificar e excluir os grupamentos toxicoféricos
presentes na talidomida (MATTHEWS; MCCQY, 2003).

As doencas para as quais a talidomida atualmente tem potencial valor
terapéutico incluem artrite reumatodide, fotodermate, sindrome de Behcet, lUpus
eritematoso discoide, doenca do enxerto-versus-hospedeiro, malaria, tuberculose,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), cancer de cdélon, cancer de mama,
mieloma multiplo refratario, cancer de préstata, sindromes mielodisplasicas, doenca
de Crohn, diabetes, glioblastoma (HASHIMOTO, 2002).

Embora as aplicagdes farmacoldgicas de talidomida tenham sido amplamente
investigadas, a base molecular da sua acédo ainda nao foi esclarecida. Os efeitos
farmacologicos benéficos suscitados pela droga incluem a atividade anti-caquexia,
atividade anti promotora de tumor, a atividade anti-angiogénica, atividade anti-
metastases, a atividade antiviral e efeito hipoglicemiante (HASHIMOTO, 2002;
MATTHEWS; MCCOY, 2003)..
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A talidomida € conhecida por regular a producédo de varias citocinas, o TNF,
aslLs 2,4, 5, 6,10 e 12, e o IFN-y. Embora a talidomida afete a producao de varias
citocinas, a hipétese que prevalece € que todos dos efeitos benéficos da talidomida
sdo por meio de regulacdo de TNF. Essa regulacéo é considerada bidirecional, pois
a presencga da droga pode estimular ou reprimir a produgdo do TNF, na dependéncia
da célula que estda sendo submetida ao tratamento e da estrutura quimica
secundaria do composto (HASHIMOTO, 2002).

A atividade de outros compostos contendo ftalimida € bastante relatada na
literatura, sendo demonstrado que compostos derivados da N- hidroximetilftalimida
inibem o desenvolvimento Bacillus sp., Micrococcus flavus,

Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus (ORZESZKO et al., 2000).

Derivados da ftalimida demonstraram bastante efetividade sobre
Trypanosoma brucei, com auséncia de citotoxicidade em macrofagos (MUTH et al.,
2007). Outros derivados também apresentaram atividade contra Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, e Leishmania mexicana, com baixa toxicidade a células
musculares e fibroblastos (BRESSI et al., 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Compostos sintéticos

Os compostos testados, provenientes do Laboratério de Sintese de Farmacos
(LABSINFA) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) e
estocados a -20°C. Esta solugao foi entdo dissolvida em meio de cultura adequado
para cada ensaio (RPMI para ensaios com macrofagos/amastigotas e Schneider’s
para ensaios com promastigotas), para a obtencdo das diferentes concentracdes
testadas nos experimentos. Os detalhes metodologicos das sinteses e

caracterizagao estrutural dos compostos estdo apresentados no Apéndice 1.

4.2 Coleta de macréfagos peritoniais

A coleta de macrofagos peritoniais foi realizada em camundongos BALB/c
machos. Os animais foram eutanasiados por asfixia em camara de CO, e foi
realizada assepsia dos mesmos com alcool 70%. Dentro da cabine de fluxo laminar,
cada animal foi fixado a prancha de dissecagao pelas patas com auxilio de agulha.
Foi realizada a exposicdo do peritbnio e a injegdo de 10 mL de meio RPMI
suplementado com 10% de SFB, seguida de coleta desse meio. Foi realizado pool
de células de pelo menos oito animais. O lavado foi acondicionado em frasco de
vidro estéril a 4°C. Uma aliquota da suspensdo de células foi diluida em azul de
tripan e as células viaveis foram contadas em camara de Neubauer.

Os procedimentos realizados com animais neste trabalho possuem aprovagao
pelo Comité de ética para o uso de animais (CEUA/FIOCRUZ 26/2011) (Anexo 1).

4.3 Ensaios de citoxicidade em macrofagos peritoniais

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com
MTT conforme Pereira et al. (2004). Esse ensaio baseia-se na redugédo dos sais
amarelos de tetrazdlio por redutases mitocondriais de células metabolicamente
ativas. Cristais de formazan sdo formados no interior dessas células, que deve ser

lisadas para a solubilizagao e posterior analise por espectrofotometria. Uma vez que
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a quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional ao numero de
células viaveis, quanto maior for a viabilidade celular, maior sera a proporcao de

reducdo do MTT e maior sera a absorbancia.

As células obtidas conforme item 4.2 foram plaqueadas em placas de 96
pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,, para
aderéncia. Apos esse tempo, os compostos foram adicionados nas concentragdes
de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL e incubados novamente por um periodo de 48h.
Pogos apenas com meio de cultura foram utilizados como controle. Foi realizada
também incubacdo com a mesma faixa de concentracdo de DMSO (0,01 a 1%)
presente na diluigdo dos compostos. Apds a incubacgao foi acrescentado 25uL de
MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazélio) a 5mg/mL em PBS,
seguida de uma nova incubagao por 3h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de
cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100uL de DMSO foi
adicionado por poco para solubilizagdo dos cristais de formazan resultantes da
reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm no
espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentracao citotoxica
para 50% da cultura (CCsp) foi determinada por andlise de regressao pelo software
GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em triplicata. O indice de seletividade
(ISe) foi determinado como a razao entre os valores de CCsg e ICs9, em pg/mL, para

cada composto analisado.

4.4 Cultivo dos parasitas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB
0016) foram mantidas a 26° C em meio Schneider’s suplementado com 10% de soro
fetal bovino. Parasitas na fase exponencial de crescimento foram utilizados em todos
os experimentos. Formas amastigotas intracelulares foram obtidas a partir da
inoculagao de formas promastigotas infectivas, recém obtidas de camundongos, em
culturas de macrofagos murinos e utilizadas nos ensaios de atividade biolégica dos

compostos conforme descritos a seguir.
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4.5 Atividade bioldgica em promastigotas de L. amazonensis

Visando um “screening” inicial dos compostos com atividade leishmanicida,
formas promastigotas foram contadas e diluidas em meio Schneider's (Sigma)
suplementado com 10% de SFB a 1 x 10° células/mL. Os parasitas foram incubados
a 26°C na presenca de diferentes concentragdes destes compostos (0,19 a
100pg/mL) por 96h. Parasitas incubados apenas com meio de cultura e com
Anfotericina B foram utilizados como controle negativo e positivo respectivamente.
Foi realizada também incubagcdo com a mesma faixa de concentracdo de DMSO
(0,01 a 1%) presente na diluigdo dos compostos. O crescimento celular foi avaliado
e a IC50/96h foi determinada por analise de regressédo. As concentragdes usadas
para a determinagéo da ICsp (concentragdo capaz de inibir em 50% o crescimento
dos parasitas) foram: 0.19, 1.56, 6.25, 25 e 100 ug/mL. Cada ensaio foi realizado em

triplicata.

4.6 Ensaio de marcacdo Anexina-FITC e Pl em promastigotas de L.

amazonensis

Para a caracterizagcdo do tipo de morte celular induzida pelos compostos
sobre os parasitas foram realizadas marcacbes com Anexina marcada com
isotiocinato de fluoresceina (FITC) e lodeto de Propidio (PI) conforme Marinho et al.,
2011, com modificacdes. Para isto formas promastigotas (4 X10” células/mL) foram
tratadas com a ICsp dos mesmos compostos pré selecionados para amastigotas por
24h. Parasitas incubados apenas com meio de cultura foram utilizados como
controle negativo. Parasitas incubados com Anfotericina B (ICs) e com Saponina
(0,5%) foram utilizados como controle positivo. Apos a incubagao os parasitas foram
lavados em PBS e ressuspendidos em tampao de ligagao ( Annexin V Binding
Buffer- BD Pharmingen™). A marcacao foi realizada com 10 pyL de lodeto de
Propideo (50ug/mL) e 5uL de Anexina-FITC(BD Pharmingen™) por 15 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram entdo submetidas a
analise por citometria de fluxo FACSCalibur (Becton & Dickinson) equipado com o
software Cell Quest (Becton & Dickinson), com aquisicao de 20.000 eventos, para

determinagcdo da porcentagem de células marcadas com anexina V-FITC, Pl ou
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duplo-marcadas. Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados obtidos a

partir da média de quatro leituras.

4.7 Atividade biolégica em amastigotas de L. amazonensis

Os compostos mais promissores levando-se em consideracéo o baixo valor
de ICsp sobre o parasita e a alta CCsp sobre macréfagos peritoniais murinos foram
avaliados quanto a sua atividade sobre a forma amastigota intracelular de L.
amazonensis. Para esta avaliagdo, macréfagos peritoniais coletados como
anteriormente descrito foram distribuidos em placas de 24 pocos (4 x 10° célula/mL)
contendo uma laminula redonda estéril. Os macréfagos foram incubados para
aderéncia por 48h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,. Apds essa incubacao inicial
foram acrescentadas promastigotas infectivas de L. amazonensis na proporgéo de 8
parasitas/ macrofago, por um periodo de 4h, a 37°C e 5% de CO,. Logo apos,
parasitas ndo internalizados foram removidos por lavagem e a cultura foi incubada
novamente na presenca de diferentes concentragdes dos compostos (25, 12,5 e
6,25 pug/mL) por 24h, a 37°C e 5% de CO,. Estas concentragdes foram determinadas
com base nos resultados obtidos dos efeitos dos compostos sobre as formas
promastigotas e em macrofagos peritoniais. Levou-se em consideragao uma faixa de
concentracdo que compreendesse os valores de ICso no parasita e CCsyp no
macrofago, sem excessiva citotoxicidade para este ultimo. Foi realizada também
incubagdo com a mesma faixa de concentracdo de DMSO (0,0625 a 0,25%)
presente na diluicdo dos compostos. Apds a incubacgao, os sobrenadantes foram
coletados e armazenados a -20°C para quantificacdo de éxido nitrico e citocinas e
as laminulas contendo a cultura foram lavadas com PBS, coletadas e coradas com
kit de coloracdo Panodtico Rapido. A porcentagem de macrofagos infectados, bem
como o numero de amastigotas/macréfagos foi determinada pela contagem de 100
macréfagos, em duplicata. A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada
pela diminuigdo no numero de macréfagos infectados e de amastigotas
intracelulares nas culturas tratadas (T) em comparagdo com a cultura controle (C),

definida pela seguinte formula:

% amastigotas = T/ C x 100
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4.8 Cultura de macréfagos peritoniais para obtencédo de sobrenadantes

Macrofagos peritoniais de camundongos obtidos conforme anteriormente
também foram incubados na concentracédo de 4 x 10° células/mL, a 37°C e 5% de
CO, e foram submetidos ao tratamento com a mesma faixa de concentragdo dos
compostos selecionados para a atividade biolégica em amastigotas (25, 12,5 e 6,25
pg/mL), bem como Anfotericina B (2, 1, 0.5, 0,25 e 0.125 ug/mL) e LPS (50ng/mL)
por 24h e 48h, a 37°C e 5% de CO,. Passados os periodos de incubagao, os
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C para quantificagcdo de éxido

nitrico e citocinas. Ensaio foi realizado em duplicata.

4.9 Analise da producdo de 6xido nitrico

A analise da estimulacdo da produgédo de O6xido nitrico por macrofagos foi
mensurada indiretamente pelo método do reagente de Griess (1% sulfanilamida e
0.1% N-(1- naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto/2.5% H3PO4). Através da
reagcao de Griess, o nitrito presente na amostra reage em meio acido com uma
amina aromatica (sulfanilamida), produzindo um sal diazénico, que reagira com a N-
(1- naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto formando um complexo de coloragao
résea. Sobrenadantes da cultura de amastigotas intracelulares, bem como de
macréfagos peritoniais ndo infectados tratados ou n&o, anteriormente descritos,
foram coletados e plaqueados em placa de 96 pocos num volume de 25 uL/poco. Foi
acrescentado 25 pL/pogo do reagente de Griess e incubado por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, a absorbancia foi lida a 540 nm no
espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentragao de nitrito foi
determinada utilizando uma curva padrao com concentracdes conhecidas de nitrito

de sddio. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.10 Dosagens de citocinas em sobrenadantes

A dosagem de citocinas foi realizada a partir de sobrenadantes das culturas
de amastigotas intracelulares tratadas ou ndo e de macrofagos peritoniais nao
infectados, em condigbes descritas no item 4.6 e 4.7. Foram realizadas dosagens
das citocinas TNF, IL-10 e IL-12 através do ELISA de captura. Os anticorpos
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monoclonais utilizados nesse ensaio foram do Kit OptEIA (BDBiosciences), sendo
previamente titulados. Microplacas de ELISA (Costar-96 pogos) foram sensibilizadas
com 25 pl dos anticorpos anti-citocinas especificos (de acordo com o fabricante),
diluidos em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 e incubadas por 18h a 4°C. As
placas foram lavadas 3 vezes com 150 ul /pogo de PBS pH 7,2-Tween-20 - 0,05%
(PBS-Tw), e incubadas com 100 pl da solugao bloqueadora contendo soro fetal
bovino (PBS pH 7,2 + 10% SFB) por 1h, a temperatura ambiente (TA).
Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tw.

Os padrdes das citocinas foram diluidos em PBS pH 7,2 + 10% SFB a partir
da concentragao de 16.000 pg/ml em diluicdo seriada com fator 2. Em seguida, 25 pl
da amostra e dos padroes foram adicionados em duplicata e a placa incubada por
2h a TA. As placas foram lavadas 6 vezes com PBS-Tw e 25 pl dos anticorpos
biotinilados especificos (de acordo com o fabricante), diluidos em PBS pH 7,2 + 10%
SFB foram adicionados, seguido de incubacao por 1h30min, a TA. Apds 9 lavagens
com PBS-Tw, foi adicionado 50 pl da solugao reveladora contendo ABTS - 2,2-azino-
de [sulfato(6)de 3-etil benzitiazolina] (KPL). A reagao foi bloqueada com 25 pl de
acido sulfurico 1 M
e a leitura realizada a 405 nm no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC
Multiskan FC. As concentragdes das amostras foram calculadas na regi&o linear da
curva de titulacdo dos padrées de citocinas (16.000 a 31,25 pg/mL) e as

concentragdes finais expressas em pg/ml. Ensaio realizado em duplicata.

4.11 Anélise estatistica

As analises de regressao linear e de significancia foram feitas no programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, Califérnia, EUA). Para as analises de significancia
foi utilizado ANOVA seguida do teste de Dunnett, ou teste t, sempre considerando

significativo valor p < 0.05.



Aline Caroline da Silva Analise in vitro do potencial leishmanicida...

56

5. RESULTADOS

5.1 Sintese dos compostos

Os compostos testados foram sintetizados pelo grupo de pesquisas da prof.
Dra. Ana Cristina Lima Leite, do Laboratério de Sintese de Farmacos (LABSINFA)
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

Ao todo, foram sintetizados 22 compostos, sendo 13 Tiossemicarbazonas
(TSs) e 9 hibridos Ftalil-Hidrazona-Tiazol (PMs) (Tabela 1).

Tabela 1 - Compostos sintetizados e seus respectivos pesos moleculares (g/mol)

Tiossemicarbazonas PM (g/mol) Ftalimidas PM (g/mol)
TS-01 286.1014 PMO1 438.50
TS-02 300.1174 PMO02 452.13
TS-09 315.1041 PMO03 468.53
TS-10 303.08 PMO04 483.50
TS-11 320.0624 PMO05 483.50
TS-12 364.0119 PMO06 472.95
TS-15 352.1129 PMO7 517.40
TS-16 342.1640 PMO08 456.49
TS-22 362.1319 PM10 507.39
TS-23 400.1126
TS-27 335.1092
TS-28 386.9766
TS-29 345.1147

5.2 Andlise da citotoxicidade dos compostos em macrofagos peritoniais

O potencial citotoxico dos compostos sobre macréfagos peritoniais foi
avaliado pela técnica do MTT, onde foi observada variacdo na atividade frente aos

macrofagos. Todos os compostos avaliados apresentaram maior citoxicidade aos
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parasitas quando comparados aos macréfagos murinos, tendo valores de ICsg
menores que os valores de CCs. Alguns compostos nao apresentaram toxicidade
aos macréfagos em nenhuma das concentragdes testadas, sendo considerada CCsg
>100 pg/mL. Entre as ftalimidas, os valores de CCsy determinados variaram entre
346 e 219,1 uyM para PMO7 e PMO08, respectivamente. Ja na série das
tiossemicarbazonas os valores variaram entre 123,7 e 333,2 uyM para a TS27 e
TS02, respectivamente (Tabelas 2 e 3).

Para determinar o quanto o composto seria mais seletivo para o parasita do
que para o macrofago, foi realizada uma comparacéo entre os valores de CCso no
macrofago, com os valores de ICsp no parasita, determinando-se assim o indice de
Seletividade (ISe) do composto para a forma promastigota do parasita. Alguns
compostos nao apresentaram citotoxicidade em macréfagos na faixa de
concentracdo avaliada. Com isso, ndo foi possivel determinar o ISe. A partir da
analise do ISe foi possivel observar que todos os compostos, de ambas as séries,
foram mais seletivos para o parasita que para os macréfagos, e dentre os indices de
seletividade definidos, houve variagao entre 43,56 e 6,3 para as ftalimidas, sendo a
PM 06 o mais seletivo e 44,96 e 1,76 para as tiossemicarbazonas, sendo a TS09 o
mais seletivo (Tabelas 2 e 3).

A anfotericina B demonstrou maior toxicidade aos macréfagos que os
compostos avaliados, com valor de CCsg de 8,1uM e indice de seletividade na forma
promastigota de 7,5(Tabelas 2 e 3). Vale ressaltar que a incubagao dos macrofagos

com DMSO nao causou reducao da porcentagem de células viaveis.
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Tabela 2 - Efeito das Ftalimida-tiazolil-hidrazonas sobre o crescimento de formas

promastigotas de L. amazonensis e macréfagos peritoniais.

Mg/mL uM

COMPOSTOS CCso ICso CCso ICso ISepro
PMO1 46,28 3,05 105,5 7.0 15,17
PM02 18,36 0,97 40,6 2,1 18,92
PMO3 >100 3,73 >213,43 8,0 ND
PMO04 >100 1,17 >206,8 2.4 ND
PMO5 >100 1,64 >206,8 3,4 ND
PMO06 97,13 2,23 205,4 4,7 43,56
PMO7 17,88 2,84 34,6 5,5 6,3
PMO8 >100 2,84 >219,1 6,2 ND
PM10 >100 0,88 >197,1 1,7 ND

Anfotericina 75 1,00 8,1 1,1 7,5

B

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: IC5— Concentragdo que inibe em 50% do crescimento das formas promastigotas de L.

amazonensis

CCs — Concentragao capaz de causar efeitos citotoxicos em 50% dos macrofagos

ISe pro (indice de Seletividade) = CCs, Macréfagos/ ICso Promastigotas
ND: Nao determinado porque as concentragcdes utilizadas para o ensaio nao apresentaram

toxicidade.
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Tabela 3 - Efeito das Tiossemicarbazonas sobre o crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis e macrofagos peritoniais.

Mg/mL uM

COMPOSTOS CCsg ICs0 CCso ICs0 ISepro
TSO01 46,67 1,72 163,1 6,0 27,13
TS02 >100 3,74 >333,2 12,5 ND
TS09 49,01 1,09 155,5 3,5 44,96
TS10 46,8 26,52 154.,4 87,5 1,76
TS11 >100 1,56 >312,4 4,9 ND
TS12 >100 1,74 >274,7 4,8 ND
TS15 >100 1,27 >284 3,6 ND
TS16 >100 4,63 >292,2 13,5 ND
TS22 >100 6,4 >276,1 17,7 ND
TS23 57,47 4,45 143,6 11,1 12,91
TS27 41,44 1,59 123,7 4,7 26,06
TS28 >100 1,93 >258,4 5,0 ND
TS29 >100 3,52 >289,7 10,2 ND

Anfotericina B 7.5 1,00 8,1 1,1 7,5

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: IC5— Concentragdo que inibe em 50% do crescimento das formas promastigotas de L.
amazonensis

CCso — Concentragéo capaz de causar efeitos citotoxicos em 50% dos macréfagos

ISe pro (indice de Seletividade) = CCs, Macréfagos/ ICs, Promastigotas

ND: N&o determinado porque as concentragbes utilizadas para o ensaio nao apresentaram
toxicidade.
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5.3 Atividade biolégica contra promastigotas de L. amazonensis

Com o objetivo de identificar os compostos mais promissores contra as
formas promastigotas de L. amazonensis, inicialmente também foi realizado um
“screening” com todos os compostos sintetizados.

Nossos resultados demonstram que todos os compostos foram capazes de
inibir o crescimento das formas promastigotas, com valores de ICsy variando entre
1,7 e 8,0 yM para as Ftalimidas e entre 3,5 e 87,5 uM para as Tiossemicarbazonas
(Tabelas 2 e 3). Os compostos que apresentaram uma maior efetividade, com menor
valor de ICsy, foram a PM10 (1,7 uM) e TS 09 (3,5 uM). Os graficos de dose-
resposta podem ser observados no Apéndice 2.

A anfotericina B em promastigotas obteve 1,1uM como valor de ICsy. Ja na
incubacdo com DMSO, apenas a concentracdo de 1% (equivalente a usada na
concentragdo de 100ug/mL) conseguiu inibir o crescimento dos parasitas em
31,06%.

5.4 Atividade biol6gica sobre amastigotas de L. amazonensis

Os baixos valores de ICsp, a baixa citotoxicidade em macréfagos e
consequente altos valores de ISe foram os parametros utilizados para selecionar os
compostos para os testes bioldgicos com as formas amastigotas intracelulares. Além
disso, essa forma evolutiva do parasita € a mais relevante, principalmente por estar
presente no hospedeiro mamifero.

Foram selecionados os compostos PM01, PM04, PM10, TS01, TS02, TS09,
TS10, TS11, TS12 e TS15. Estes compostos além de selecionados para os ensaios
em amastigotas, também foram utilizados em todos os ensaios subsequentes. As
concentragbes que foram utilizadas para o tratamento das amastigotas foram
escolhidas levando-se em consideragdo os valores de CCsy em macrofagos. Vale
ressaltar que essas concentracdes, foram bem abaixo dos valores de CCsp. Além
disso, a maioria dos compostos analisados nao causou citotoxicidade nos

macrofagos na faixa de concentragéo (1 a 100 pg/mL) analisada.
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Os compostos avaliados apresentaram menores valores de ICsp em
promastigotas que em amastigotas intracelulares, demonstrando assim maior
efetividade contra a primeira. Os valores de ICs5p para as amastigotas variaram entre
18,3uM (TS12) e 44,8 yM (PMO01). O ISe variou entre 2,62 e 4,67 para a PM01 e
TS10, respectivamente (Tabela 4). Os graficos de dose-resposta podem ser

observados no Apéndice 3.

Tabela 4 - Efeito dos compostos sobre as formas amastigotas de L. amazonensis.

pMg/mL uM

COMPOSTOS CCso ICs0 CCso ICs0 ISeama
PMO1 46,28 17,67 105,5 44.8 2,62
PMO04 >100 8,85 >206,8 34,3 ND
PM10 >100 17,64 >197,1 39,4 ND
TS01 46,67 12,83 163,1 33,0 3,64
TS02 >100 10,28 >333,2 37,8 ND
TS09 49,01 12,41 155,5 34,3 3,95
TS10 46,8 10,01 154 .4 251 4,67
TS11 >100 12,09 >312,4 40,3 ND
TS12 >100 12,48 >274,7 18,3 ND
TS15 >100 8,85 >284 34,8 ND

Anfotericina 7,5 0,22 8,1 0,23 34,09

B

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: ICsp— Concentracdo que inibe em 50% do crescimento das formas amastigotas de L.
amazonensis

CCso — Concentragéo capaz de causar efeitos citotoxicos em 50% dos macréfagos

ISe aua (Indice de Seletividade) = CCs, Macréfagos/ 1Cs, Amastigotas

ND: Nao determinado porque as concentragcdes utilizadas para o ensaio nao apresentaram
toxicidade.

A Anfotericina B, droga de referéncia que foi utilizada nos ensaios como
controle positivo, apresentou-se bastante efetiva contra a cepa de Leishmania
amazonensis utilizada nos ensaios. Com baixos valores de ICsy para ambas as

formas do parasita e elevado I1Se (Tabelas 3 e 4). Ja na incubagdo com DMSO,
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apenas a concentragdao de 0,25% (equivalente a usada na concentragdo de
25ug/mL) conseguiu inibir o numero de amastigotas em 10,9%, em relagédo ao

controle.

5.5 Mecanismos de morte celular induzidos pelos compostos em

promastigotas de L. amazonensis

Com o objetivo de avaliar os efeitos causados pelos compostos avaliados
sobre a integridade da membrana plasmatica e DNA do parasita, células tratadas e
controles foram submetidas a marcacéo com iodeto de propidio (Pl) e Anexina V-
FITC. A Anexina V é uma proteina com grande afinidade pela fosfatidilserina, que é
um fosfolipidio presente no interior da membrana plasmatica, e que durante o
processo de apoptose, € exposto no exterior da membrana.

O PI é um marcador que se liga ao DNA da célula apenas quando a
permeabilidade da membrana esta alterada. A partir da marcagédo com Anexina V e
Pl é possivel fazer uma discriminagao entre células em apoptose inicial (Anexina V+,
Pl-), células necréticas ou células em apoptose tardia (Anexina V+, Pl+) e células
viaveis (Anexina V-, PI-).

Foi analisada a influéncia dos compostos PM01, PM04, PM10, TS01, TS02,
TS09, TS10, TS11, TS12 e TS15 sobre o parasita. A utilizacdo dos compostos
TS01, TS09, TS10, TS11, TS12 e TS15 ndo causou alteragdes significativas nos
parasitas no tempo de incubacéo utilizado. Por outro lado, a incubacéo dos parasitas
com a ICsp dos compostos TS02, PM01, PM04, PM10 e Anfotericina B por 24h
causou alteragdes compativeis com necrose e/ou apoptose de modo significante.

A presencga dos compostos TS02, PM01, PM04 e PM10 levou a exposi¢ao da
fosfatidilserina na membrana externa dos parasitas, tendo maior populacdo marcada
com anexina-FITC, caracteristica de morte celular por apoptose.

O composto TS02 também foi capaz de causar alteragcdes na permeacao da
membrana plasmatica e induzir morte por necrose, uma vez que permitiu a
marcag¢ao dos parasitas com PIl. A saponina foi utilizada como controle positivo de
necrose. A Anfotericina B, do mesmo modo que a TS02, foi capaz de induzir morte

celular tanto por necrose como por apoptose no parasita (Figura 13).
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Figura 13 - Mecanismos de morte celular induzidos pelos compostos.

Controle nao tratado TS02

AmB Saponina
1.17% 44, 70%

15,93%

103

FL2H

Anexina V-FITC

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: Promastigotas de L. amazonensis tratadas por 24h com a concentragéo da 1Cs,. Marcagdo com
Anexina-FITC (FL2H) e PI (FL1H).

5.6 Producéo de 6xido nitrico

Com objetivo de verificarmos se os compostos poderiam induzir um aumento
na producado de oxido nitrico (NO) por macréfagos e em amastigotas intracelulares

foi utilizado o reagente de Griess.

5.6.1 Produgao de NO por macréfagos néo infectados tratados e controles

Para a avaliagdo da produgédo de NO por macréfagos peritoniais estimulados
com os compostos e controles foram testados dois tempos de incubacao: 24h e 48h.

Foram utilizadas as concentragdes de 6.25, 12.5 e 25ug/mL, sendo todas essas bem
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menores que os valores de CCsop em macrofagos. A quantificagcdo demonstrou que
em ambos os tempos foi identificada a produgdo desse mediador, sendo que a
maioria dos resultados significativos apds a incubagéo por 24h (Tabela 5). No tempo
de 48h apenas a TS02 produziu quantidades significativas de NO em todas as
concentragdes testadas, em comparagao ao controle nao tratado (Tabela 6).

Como controles para o ensaio da produgdo de NO foram utilizados meio de
cultura RPMI completo, LPS e Anfotericina B. Todas as analises estatisticas foram
realizadas comparando com a producdo de NO pelo controle sem tratamento. O
controle sem tratamento também foi capaz de produzir NO, porém em
concentragdes mais baixas que a maioria dos compostos e que o LPS. A produgéao
frente ao estimulo com LPS apenas foi significativo apds a incubagao por 48h,
enquanto que com a Anfotericina B apenas na menor concentragédo testada, no
periodo de 24h (Tabela 7).

Tabela 5 - Producdo de NO por macrofagos peritoniais estimulados com os compostos por
24h.

Mg/mL
COMPOSTOS 25 12,5 6,25
PMO1 10,1+ 0,01 * 9,9+0,09 10,0 £ 0,12
PMO04 10,6 £ 0,15 * 10,1+0,18 * 10,5+ 0,05~
PM10 10,2+0,38 * 10,2+ 0,48 * 9,6 +0,15
TS01 10,7 £ 0,02 * 10,2+ 0,07 * 10,6 £ 0,35 *
TS02 10,1+ 0,07 * 9,8+0,13* 9,6+0,23 *
TS09 9,3+0,2 8,6 £ 0,05 8,9+0,7
TS10 9,5+0,13 9,1+0,13 9,1+0,8
TS11 11,9+0,3* 10,5+ 0,76 * 10,9+ 0,03 *
TS12 11,4+£0,17* 10,5+ 0,23 * 9,8+0,16
TS15 9,6+0,3 10,2+ 0,21 * 10,3+ 0,02 *

Fonte: Elaborado pela autora

Nota: Os asteriscos (*) correspondem a diferenga significativa em relagdo ao controle (p<0,05),
ANOVA teste de Dunnett. PM01, PM04 e PM10: p=0.0086. TS01, TS02, TS09: p=0.0002. TS10,
TS11,TS12 e TS15: p<0.0001.
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Tabela 6 - Producdo de NO por macrofagos peritoniais estimulados com os compostos por

48h.
Mg/mL
COMPOSTOS 25 12,5 6,25
PMO1 9,9+0,11 9,6+0,18 9,8+0,23
PMO04 10,2+ 1,03 10,1+ 0,73 10,2+ 0,2
PM10 10,2 + 0,06 9,7+ 0,00 12,1+ 3,6
TS01 7,7+0,05* 8,6 +0,03* 8,6 + 0,02
TS02 8,6 +0,05* 8,56+0,05* 85+0,13*
TS09 8,2+0,66* 8,6+0,25* 8,9+0,1
TS10 8,9+ 0,00 8,9+ 0,05 9,1+0,16
TS11 12,3+2,3 11,8+0,2 10,6 £+ 0,00
TS12 11,7+ 0,3 10,5+ 0,16 9,6 + 0,55
TS15 9,0+2,07 9,0+£0,5 9,7+0,1

Fonte: Elaborado pela autora

Nota: Os asteriscos (*) correspondem a diferenca significativa em relagdo ao controle (p<0,05),
ANOVA teste de Dunnett. PM01, PM04 e PM10: p=0.5226. TS01, TS02, TS09: p<0.0001. TS10,

TS11,TS12 e TS15: p=0.0593.
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NOy
Tratamento 24h 48h

Sem tratamento 8,8 0,23 9,26 £ 0,01

LPS (50ng/mL) 9,68 + 0,41 10,78 £ 0,12 *
Anfotericina B (ug/mL)

2,0 9,39+0,2 9,24 +1,43

1,0 9,46 + 0,03 8,77 +0,13

0,5 9,77 £ 0,31 9,47 + 0,05

0,25 9,563 + 0,46 9,72+ 0,03

0,125 10,47 £1,03 * 9,66 + 0,31

Fonte: Elaborado pela autora

Nota: Os asteriscos (*) correspondem a diferenga significativa em relagéo ao controle (p<0,05),

ANOVA teste de Dunnett. AmB: p=0,086. LPS: p<0.0001.
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5.6.2 Produgao de NO por amastigotas intracelulares tratadas e controles

Numa analise entre as concentracbes de NO produzidas por macrofagos
peritoniais sem infeccdo e amastigotas intracelulares foi observada que a presenca
dos parasitas causou significante redugdo na producdo de NO. Enquanto que os
macrofagos incubados apenas com meio de cultura produziram em média 1,3 uM de

NO, a concentragcdo produzida pelas amastigotas intracelulares foi considerada nao
detectavel (Figura 14).

Figura 14 - Quantificacdo de NO em sobrenadantes de macro6fagos peritoniais nao infectados e
infectados no tempo de 24.

15

0,5

Concentragdo de NO2- (uM)

Macrofago Macrofego+leishmania

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa (p<0,05), utilizando teste t. p<0.0001.

Ao fazer a comparagao entre macrofagos infectados e macréfagos infectados
e tratados, apenas a TS11 foi capaz de aumentar significativamente a producéo de

NO (Figura 15 e 16). Com o tratamento com Anfotericina B (AmB) a produc¢ao de NO
nao foi significativa.
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Figura 15 - Quantificacdo da producdo de NO em sobrenadantes de amastigotas intracelulares
tratadas por 24h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem

tratamento.
8
*
6
g‘ O25ug/mlL
=, | W 12,5ug/mL
o
g m6,25ug/mlL
Controle
P |
0 =N T.I - ’*h
TS01 T502 T509 T510 T511 T512 T515 Controle

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle (p<0,05), ANOVA

teste de Dunnett. p<0.0001.

Figura 16 - Quantificacdo da producdo de NO em sobrenadantes de amastigotas intracelulares
tratadas por 24h com os compostos PMO01, PM04, PM10 e controle sem tratamento.

g O25ug/mL

,5 W12,5ug/mL

o

g m6,25ug/mL
Controle

PMO1 PMO4 PM10 Controle

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: Sem diferenca significativa.
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5.7 Analise da producdo de citocinas

5.7.1 Fator de necrose tumoral (TNF)

A concentragdo de TNF foi dosada nos sobrenadantes de macrofagos
incubados por 24 e 48h na presenca dos compostos e em sobrenadantes das
amastigotas intracelulares tratadas por 24h com os mesmos compostos, nas

mesmas condi¢des e concentragdes.

5.7.1.1 Quantificagdo de TNF em sobrenadantes de amastigotas intracelulares

A infecgdo da cultura de macrofagos para a obtengdo de amastigotas
intracelulares causou um aumento significativo da produgédo de TNF em comparagao
ao controle nao infectado (Figura 17). Com a presenca dos compostos na cultura
houve um maior aumento na produgao desta citocina apenas com a TS01, na menor
concentragédo testada, e redugao significativa dessa citocina nas culturas tratadas
com TS11, TS12, TS15, PM04 e PM10 na concentragdo mais baixa e/ou

intermediaria em relagéo ao controle infectado e nao tratado (Figura 18 e 19).

Figura 17 - Quantificagdo de TNF em sobrenadantes de macrofagos peritoniais n&o

infectados e infectados no tempo de 24h.

8000 *

6000

4000

TNF (pg/mL)

2000

.

Macrofago Macrofago +Leishmania

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenca significativa (p<0,05), utilizando teste t. p=0.0250.
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Figura 18 - Quantificacdo da producdo de TNF em sobrenadantes de amastigotas intracelulares
tratadas por 24h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem

tratamento.
15000
*
—. 10000 -
E
% O25ug/mL
= ﬂ ﬁ m12,5pg/mL
= *
F 5000 - T X I— m6,25ug/mL
Controle
0 _
N o S Q " v \e) \@
(’0

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relacdo ao controle (p<0,05), ANOVA

teste de Dunnett. TS01: aumento, com p=0.0001. TS11, TS12, TS15: redugédo com p=0.0001.

Figura 19 - Quantificacéo da producdo de TNF em sobrenadantes de amastigotas intracelulares
tratadas por 24h com os compostos PM01, PM04, PM10 e controle sem tratamento.

10000
'g d25ug/mL
E 5000 T ~ E12,5pg/mL
L,EL m6,25ug/mL
* Controle
0] T T T 1

PMO1 PMO4 PM10 Controle

Fonte: Eiavuiauu pSia auwia

Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle (p<0,05), ANOVA
teste de Dunnett. PM04 e PM10: redugéo da produgédo com p=0.006.
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5.7.1.2 Quantificagao de TNF em sobrenadantes de macréfagos

Como controle positivo para a cultura de macréfagos peritoniais foi utilizado o
LPS, onde nao foi encontrada diferenga significativa (p<0,05) na produgao de TNF
no tempo de 24h (Figura 20). Ja com os diferentes compostos houve produgao
significativa desta citocina apenas para os seguintes compostos: TS01(6,25ug/mL),
TS09(6,25ug/mL), TS10(12,5ug/mL), TS11(12,5ug/mL) e PMO01(25ug/mL). Na
maioria dos compostos e concentragdes testadas ndao houve produgcdo de TNF
(Figura 21e 22).

Figura 20 - Quantificacdo de TNF em sobrenadantes de macréfagos peritoniais controle e

tratado com LPS por 24h.
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TNF (pg/mL)
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200

Macréfago Macréfago+LPS

Fonte: Elaborado pela autora

Nota: Sem diferencga significativa, utilizando teste t. p=0.6344
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Figura 21 - Quantificacdo de TNF em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por
24h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem tratamento.

14000
*
12000
10000
'E 2000 O25ug/mL
—
& W12,5pg/mL
E 6000 m6,25pug/mL
* Controle
*
4000
*
2000
0 -
TS01 T502 TS09 TS510 TS11 TS12 TS15 Controle

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagao ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. p<0.0001.

Figura 22 - Quantificacdo de TNF em sobrenadantes de macréfagos peritoniais tratados por

24h com os compostos PM01, PM04, PM10 e controle sem tratamento.

4000
‘g O25ug/mL
= *
22000 +— W12,5ug/mL
[V
m6,25ug/mL
Z e/
Controle
0 I . . .
P01 PMO4 PNM10 Controle

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenca significativa em relagdo ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. PM01: aumento da produgdao com p<0.0001. PM04 e PM10: redugdo da produgdo com
p<0.0001.
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Com o tratamento pelo periodo de 48h nao foi detectada producdo de TNF
pelos macrofagos, tanto no sem tratamento, como no tratado com LPS e os
compostos. A Anfotericina B também ndo estimulou a producdo de TNF em

nenhuma das concentracdes testadas, em ambos os tempos.

5.7.2 Interleucina 12 (IL-12)

A producdo de IL-12 foi dosada nas mesmas condicbes do TNF, como

anteriormente descrita.

5.7.2.1 Quantificagdo de IL-12 em sobrenadantes de amastigotas intracelulares

A infecgdo da cultura de macrofagos para a obtengdo de amastigotas
intracelulares causou discreto aumento na produgdo de IL-12, porém
estatisticamente nao significante (Figura 23). Nas culturas tratadas com os
compostos, apenas TS09(6,25ug/mL), TS11(6,25ug/mL), TS15 (6,25ug/mL) e
PMO01(25ug/mL) estimularam a producdo de IL-12 de modo significativo em
comparacgao ao controle (Figura 24 e 25). A Anfotericina B ndo estimulou a producéao
de IL-12.
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Figura 23 - Quantificacdo de IL-12 em sobrenadantes de macréfagos peritoniais ndo infectados

e infectados no tempo de 24h.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: Sem diferencga significativa, utilizando teste t. p=0.7555.

Figura 24 - Quantificagdo de IL-12 em sobrenadantes de amastigotas intracelulares tratadas
por 24h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem

tratamento.
1600
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£ O 25pg/mL
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2 s00 . m12,5ug/mlL
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400
O = T H T T T T T 1

TS01 T502 TS09 TS10 TS11 1512 TS15 Controle

Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagéo ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. p<0.0001.
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Figura 25 - Quantificagdo de IL-12 em sobrenadantes de amastigotas intracelulares tratadas

por 24h com os compostos PM01, PM04, PM10 e controle sem tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. p<0.0001.

5.7.2.2 Quantificagao de IL-12 em sobrenadantes de macréfagos peritoniais controle

e tratado com LPS.

Embora tenha ocorrido um discreto aumento na producgéo de IL-12 na cultura
de macréfagos tratada com LPS, quando comparada com a cultura de macrofagos
sem tratamento, ndo foi encontrada diferenga significativa (p<0,05) na producéo de
IL-12 entre elas, com o periodo de incubacédo de 24h (Figura 26). Enquanto que na
presenca dos compostos, foi detectada producdo significativa desta citocina nos
sobrenadantes dos macrofagos incubados com TS01(6,25ug/mL), TS02 (25ug/mL) e
TS12(25 e 12,5pug/mL) (Figura 27). Nao houve produgédo de IL-12 na cultura tratada
com PMO01, PM04 e PM10. A presenca da Anfotericina B n&o interferiu na produgéo

desta citocina.
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Figura 26 - Quantificacdo de IL-12 em sobrenadantes de macréfagos peritoniais controle e

tratado com LPS por 24h.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: Sem diferencga significativa, utilizando teste t. p=0.3520

Figura 27 - Quantificacdo de IL-12 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por
24h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. p<0.0001.
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Ja com a incubacéo por 48h foi visualizada diferenga significativa na producao
de IL-12 entre macréfagos nao tratados e incubados com LPS (Figura 28). Neste
mesmo periodo houve produgédo significativa desta citocina nas culturas estimuladas
com os seguintes compostos: TS01(12, 5 e 6,25ug/mL), TS10(6,25ug/mL),
TS12(25ug/mL), TS15(6,25ug/mL), PM01 (12, 5 e 6,25ug/mL) e PM04(12,5ug/mL)
(Figura 29 e 30). Houve pequena produgao desta citocina na presenca das menores
concentragdes utilizadas de Anfotericina B, porém de modo nado significativo, em

comparagao ao controle.

Figura 28 - Quantificacdo de IL-12 em sobrenadantes de macréfagos peritoniais controle e

tratado com LPS por 48h.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa, utilizando teste t. p=0.0045
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Figura 29 - Quantificacdo de IL-12 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por
48h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem tratamento.
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Fonte: elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagao ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. p<0.0001.

Figura 30 - Quantificacdo de IL-12 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por

48h com os compostos PM01, PM04, PM10 e controle sem tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. p<0.0001.
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5.7.3 Interleucina 10 (IL-10)

A concentracdo de IL-10 nos sobrenadantes foi dosada nas mesmas

condi¢cdes do TNF e IL-12 anteriormente descritas.

5.7.3.1 Quantificagdo de IL-10 em sobrenadantes de amastigotas intracelulares

A infeccdo da cultura de macrofagos peritoniais para a obtencdo da forma
amastigota intracelular causou discreta redugédo na produgédo de IL-10, porém de
modo nao significativo (Figura 31). Nas culturas tratadas com as diferentes
concentragbes dos compostos também ndo houve diferenga significativa na
producdo desta citocina (Figura 32). A Anfotericina mais uma vez nao interferiu na
producdo de citocina.

Figura 31 - Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes de macréfagos peritoniais nao infectados

e infectados no tempo de 24h.
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Fonte: Elaborado pela autora

Nota: Sem diferenca significativa, utilizando teste t. p=0.2306.
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Figura 32 - Quantificagdo de IL-10 em sobrenadantes de amastigotas intracelulares tratadas

com os diferentes compostos no tempo de 24h.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: Sem diferenca significativa, ANOVA teste de Dunnett. TS01, TS02, TS09, TS10: p=0.3934.
TS11, TS12, TS15: p=0.2693. PM01, PM04, PM10: p=0.5512.

5.7.3.2 Quantificagédo de IL-10 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais controle

e tratado com LPS.

A incubagdo da cultura de macrofagos peritoniais com LPS causou aumento
significativo na producéao de IL-10, tanto no periodo de 24h como de 48h (Figura 33).
Na presenca dos compostos no periodo de 24h houve aumento significativo da
producdo de IL-10 para os seguintes compostos: TS01(12,5 e 6,25ug/mL),
TS15(12,5 e 6,25ug/mL) e PMO01(25ug/mL). Por outro lado houve redugéo
significativa da produgao desta citocina para TS01(25ug/mL), TS09(25 e 12,5ug/mL),
TS10(25 e 6,25ug/mL), TS11(12,5ug/mL) e TS12(12,5ug/mL) (Figura 34 e 35).

Ja no periodo de 48h apenas TS01(12,5 e 6,25ug/mL) e TS02 (25ug/mL),
aumentaram  significativamente a producdo de IL-10, enquanto que
TS09(6,25ug/mL), TS12(25ug/mL) e PMO01(12,5ug/mL) reduziram sua producéo
(Figuras 36 e 37). As maiores concentragdes utilizadas de Anfotericina B também

causaram reducao significativa da producao de IL-10 apds a incubagao por 48h.
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Figura 33 - Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes de macréfagos peritoniais controle e

tratado com LPS por 24h (A) e 48h (B).
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Fonte: Elaborado pela autora
Notas: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa, utilizando teste t. 24h: p=0.0010. 48h:

p=0.0226.

Figura 34 - Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por
24h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem tratamento.
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Nota: O asterisco (*) corresponde a diterenga signiticativa em relagao ao controle, ANOVA teste de
Dunnett. p<0.0001.
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Figura 35 - Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por

24h com os compostos PMO01, PM04, PM10 e controle sem tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. p<0.0001.

Figura 36 - Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por
48h com os compostos TS01, TS02, TS09, TS10, TS11, TS12, TS15 e controle sem tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagao ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. TS01, TS02, TS09 e TS10: p<0.0001. TS12: p=0.0052.
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Figura 37 - Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes de macrofagos peritoniais tratados por

48h com os compostos PMO01, PM04, PM10 e controle sem tratamento.
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Fonte: Elaborado pela autora
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle, ANOVA teste de

Dunnett. PM01: p=0.0002.
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6 DISCUSSAO

A leishmaniose cutanea, causada pelo protozoario Leishmania amazonensis
geralmente € uma doenga debilitante que causa segregagdo social com maiores
impactos principalmente nas popula¢gdes menos favorecidas economicamente, onde
a desnutricdo e as condi¢cdes socioambientais contribuem para um aumento na
mortalidade e morbidade associado a doenca (BRASIL, 2007). Nenhuma vacina esta
disponivel para o tratamento desta doenca em humanos e a quimioterapia baseada
em compostos pentavalentes causam sérios efeitos colaterais, além de relatos de
resisténcia ao tratamento. Nestes casos, Anfotericina B e Pentamidina tém sido
utilizadas, mas os severos efeitos colaterais e o alto custo do tratamento ainda sao
fatores altamente limitantes a eficacia do tratamento (AMATO et al., 2008). Dentro
deste panorama a prospecgdo de novos agentes quimioterapicos ainda se faz
necessario.

Durante as ultimas décadas alguns aspectos deram impulso a descoberta de
novos compostos com atividade leishmanicida, dentre eles: o conhecimento da
biologia, vias bioquimicas e genoma do parasita, o surgimento de novas técnicas,
varios avancos em ferramentas de bioinformatica e um maior numero de redes,
parcerias e consorcios para apoiar o desenvolvimento desses novos agentes.
Atualmente, os desenvolvimentos de farmacos, tanto sintéticos como naturais, tem
importancia relevante na busca de novas alternativas terapéuticas (MONZOTE,
2009).

A quimica medicinal tem contribuido bastante na geracdo de modificagdes
estruturais em uma molécula visando obter novos derivados e essa tem sido uma
abordagem bem sucedida para a concep¢ao de novos farmacos baseados em alvos
moleculares conhecidos e validados no parasita (LINARES et al., 2006; MONZOTE,
2009). O conhecimento sobre a agao fisico-quimica e estrutural sobre o alvo
fornecem evidéncias sobre o grupo farmacéforo inicial, e a partir dai, derivados
podem ser obtidos com o objetivo de aumentar a atividade e modular caracteristicas
téxicas e a farmacocinética do composto. Esta abordagem em conjunto com as
ferramentas da bioinformatica criam possibilidades de avaliacdo in silico de
potenciais drogas (MONZOTE, 2009).
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No presente trabalho realizamos um screening da atividade biolégica de 22
produtos sintéticos, derivados da estrutura da tiossemicarbazona e hibridos ftalil-
hidrazona- tiazol sobre macréfagos e sobre as formas evolutivas de L. amazonensis.

A sintese de tiossemicarbazonas inéditas foi estimulada pela sua conhecida
atividade contra Trypanosoma cruzi, inibicdo da cisteina protease no parasita, além
da possibilidade de manipulacdo de seus radicais, com coordenagcdo de seu
mecanismo de agdo conhecidos (BERALDO, 2004; ENGEL et al., 1998;
GREENBAUM et al., 2004).

Ja para a obtengcdo da série PM foi levado em consideragdo grupos
farmacoforicos destacados por suas propriedades biolégicas. Assim, o anel ftalimida
foi escolhido por apresentar relatos na literatura de sua atividade contra parasitas
patogénicos e na regulagdo de citocinas importantes no desenvolvimento da
leishmaniose (BRESSI et al., 2001; HASHIMOTO, 2002; MUTH et al., 2007). Outro
grupo farmacoférico escolhido foi a tiazolil-hidrazona, que € um bioiséstero ciclico da
tiossemicarbazona, e que ha comprovacao da sua agao sobre a inibicdo da cruzaina
e do crescimento de T. cruzi in vitro (LEITE et al.,2006).

Inicialmente analisamos a citotoxicidade de todos os compostos sobre
macrofagos de camundongos uma vez que um dos principais critérios a se levar em
consideragao no desenvolvimento de novos compostos com atividade leishmanicida
€ que, além da atividade sobre o parasita em baixas quantidades tendo como
consequéncia a economia durante um possivel tratamento, que estes nao
apresentem toxicidade a células de mamiferos (LINARES et al., 2006). Portanto n&o
s0 a atividade sobre o parasita foi avaliada, mas também seu efeito sobre células de
mamifero.

Alguns compostos nas concentragdes analisadas apresentaram citotoxicidade
sobre os macréfagos murinos, outros nao. Toxicidade animal e ineficacia sdo os
principais problemas enfrentados pelos quimicos medicinais, onde €& comum
encontrar compostos ativos apenas in vitro, compostos com toxicidade animal, ou
até mesmo sem eficacia in vivo. Os modelos animais ocupam um passo crucial no
fluxo de investigacao para o desenvolvimento de medicamentos eficazes, mas um
novo composto candidato a droga necessita de uma sele¢do apropriada através de
ensaios in vitro, medida antes de haver estudos de longo prazo em modelos animais
(DRUILHE et al., 2002). Tendo isso em vista, a citotoxicidade in vitro em células de

mamiferos devem ser avaliada durante os ensaios in vitro. Com essa finalidade,
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varios métodos e linhagens de células estdo disponiveis, dentre elas: fibroblastos
(3T3, L929, e V79), HepG2, Vero, Caco-2, esplendcitos murinos (HERNANDES et
al., 2010). Como a forma amastigota de Leishmania sp. se desenvolve dentro de
macréfagos, optamos por utilizar essa célula nos ensaios de citotoxicidade.

Também foi avaliada a atividade dos compostos sobre promastigotas do
parasita, onde foi possivel observar os baixos valores de ICsy, onde apenas a TS10,
com a presenca de fluor em sua estrutura, apresentou valor de ICsy elevado, em
comparacgao aos demais compostos. A baixa toxidade dos compostos em relagao as
células de mamiferos teve um reflexo direto nos valores do indice de seletividade
(ISe), os quais foram sempre mais seletivos para os parasitas do que para as células
de mamifero.

Entre as ftalimidas a substituicdo por nitrofenil, fenil e diclorofenil, presente
nos compostos PM04, PM02 e PM10, causou uma maior efetividade contra os
parasitas, apresentando os menores valores de ICsy. Ja a substituicdo por metoxil
(PMO03) e fluor (PMO08) reduziu essa efetividade, com aumento dos valores de 1Cs.

Nos compostos derivados das tiossemicarbazonas, a presenca de metoxil
(TS09) e dicloro (TS15) reduziram os valores de ICsy, enquanto que os compostos
com a substituicdo por fluor (TS10), difenil (TS22) e fenil (TS02) mostraram-se
menos eficaz contra o parasita.

Visto que a forma promastigota € a forma evolutiva do parasita que esta
presente no inseto vetor, a analise da atividade sobre ela serviu como ponto de
partida para determinar se um novo composto possui atividade leishmanicida ou nao
(MARIN et al., 2013; FERREIRA et al., 2011).

Os valores de ICs5p obtidos para a forma amastigota foram maiores que para
as promastigotas, demonstrando assim uma maior atividade dos compostos para
esta ultima. Porém deve ser levado em consideragdao que agao sobre a forma
amastigota € dificultada pela necessidade de permeagdo do composto através da
membrana do macréfago antes de chegar ao parasita, podendo assim, haver perda
de efetividade contra esta forma (MACIEL-REZENDE et al., 2013).

Os compostos mais seletivos para a forma promastigota do parasita, de cada
série, foram PMO06 e TS09. Ja para a forma amastigota foram PM01 e TS10. A
presencga de halogénios nos compostos PM06 e TS10 possivelmente colaborou com
essa maior atividade, pois a utilizagdo de substituintes halogenados contribui na

formagdo de ligagcdo halogénio no alvo farmacoldgico, contribuindo para a
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estabilidade da ligagado farmaco-receptor (HERNANDES et al., 2010). O possivel
receptor seria alguma das enzimas cisteina protease do parasita. Outros compostos
como TS11, TS12, TS15, TS28, PM07, PM08 e PM10 também possuem halogénios
em sua estrutura e apresentaram baixos valores de ICsp em comparagdo a outros
compostos que nao possuiam essa estrutura.

Estudos realizados por Caputto et al. (2011) constataram a eficacia dos
derivados de tiossemicarbazona em T. cruzi com alta seletividade para o parasita
em comparagdo a hemacias. Trabalho realizado por Greenbaum et al. (2004)
também demonstrou a atividade de produtos derivados de tiossemicarbazonas como
potentes antiparasitarios, onde foi observada forte inibicdo da cisteina protease do
parasita, além do elevado tempo de sobrevivéncia de célula infectada com T. cruzi e
tratada com os compostos. J& com compostos obtidos e analisados por Vieites et al.
(2008) houve variagao nos resultados obtidos com as diferentes cepas de T. cruzi
utilizadas nos ensaios.

Estudos com derivados de tiossemicarbazonas em Leishmania sp. ainda séo
escassos. Em trabalho realizado por Britta et al.(2012) foi avaliada a atividade de
uma tiossemicarbazona sobre L. amazonensis. Neste trabalho foi observada a
inibicdo contra promastigotas em baixas concentragcdes do composto, a redugao do
numero de amastigotas/ macréfagos e alteragdes ultraestruturais a nivel de
mitocondria. Derivados de tiossemicarbazonas testados em L. donovani por Dodd et
al.(1989) causaram além da inibigdo do crescimento do parasita, inibicdo da sintese
de proteinas, DNA e RNA.

Muth et al. (2007) numa avaliagdo de compostos sintéticos com estrutura
contendo ftalimida observou elevada atividade contra Trypanosoma brucei com
auséncia de citotoxicidade em macréfagos, enquanto que Ren et al. (2001) numa
avaliacdo de uma série de compostos, o composto contendo ftalimida em sua
estrutura apresentou elevada toxicidade em T. cruzi e Plasmodium falciparum, com
poucos efeitos sobre células KB (carcinoma), considerando que o composto é capaz
de apresentar atividade contra parasita com independéncia de citotoxicidade a
outras células.

Uma vez que as ftalimidas do presente trabalho possuem grupamentos
farmacoféricos com tiazolil-hidrazona (bioisoéstero ciclico da tiossemicarbazona),
seus efeitos sobre as células podem ser semelhantes aos observados na presenca

das tiossemicarbazonas, cujo principal alvo em parasitas € a enzima cisteina
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protease. O efeito da ftalimida isoladamente sobre o parasita ainda nao é
estabelecido na literatura.

No presente trabalho realizamos marcagdo com anexina-FITC e iodeto de
propidio (Pl) com o objetivo de caracterizar alteracdes em membrana ou DNA do
parasita, que sdo caracteristicas de morte celular por necrose e apoptose,
respectivamente, e assim entender os efeitos dos compostos diretamente sobre
esses parasitas.

Os compostos TS02, PM01, PM04 e PM10 causaram aumento significativo da
marcagao com anexina-FITC, caracterizando morte dos parasitas por apoptose. Os
compostos possuem substituicbes por grupamentos fenil, e a PM10 também possui
dicloro. Tanto a presenga dos grupamentos fenil, como do dicloro tornam os
compostos mais lipofilicos, o que facilitaria sua permeagao através da membrana do
parasita, podendo assim atuar a nivel intracelular, ocasionando a apoptose
observada (BELLO et al., 2011).

Os eventos apoptéticos iniciam-se na mitocdndria, com perda de potencial de
membrana e liberacdo de citocromo e a consequente ativagcao de cisteino-proteases
(caspases). Uma vez desencadeada, a apoptose evolui com exposigao de
fosfatidilserina, redugao no volume celular, condensacao da cromatina, formacgao de
prolongamentos (blebs) na membrana celular, desintegragcdo do nucleo e clivagem
do DNA por endonucleases (KOOPMAN, 1994; SHAHA, 2006). Os prolongamentos
da membrana celular aumentam de numero, de tamanho e se rompem, originando
corpos apoptéticos, que sado rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos
sem causar um processo inflamatério (DE FREITAS BALANCO et al., 2001; FADOK
et al., 2000; MOREIRA; BARCINSKI, 2004; WANDERLEY et al., 2005; ZIEGLER,;
GROSCURTH, 2004).

Parasitas do género Leishmania exploraram a apoptose como forma de
reduzir a resposta inflamatoria do macrofago e proliferarem no hospedeiro (SHAHA,
2006). As formas apoptoticas de promastigotas sdo sempre destinadas a morte
(COSTA et al., 2009; VAN ZANDBERGEN et al., 2006), e provocam a sintese de
TGF-B pelo macroéfago, inibindo sua atividade inflamatéria e colaborando para a
sobrevivéncia dos parasitas ndo apoptoticos (VAN ZANDBERGEN et al., 2006).

A apoptose, que € um processo que pode eliminar as células sem provocar
uma resposta imune é importante no contexto da patogénese da leishmaniose. Este

processo pode facilitar a sobrevivéncia do parasita dentro do macréfago que é a
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mesma célula que tem a capacidade de elimina-lo (SHAHA, 2006). Por outro lado ha
autores que acreditam que a apoptose do parasita seria ideal justamente por nao
ativar processo inflamatdério, o que evitaria a exacerbacao de lesdes da leishmaniose
cutédnea (ZANGGER et al., 2002).

Recentes andlises em drogas utilizadas ha varios anos como referéncia para
o tratamento da leishmaniose, tem demonstrado como atividade sobre os parasitas a
indugdo de morte celular por apoptose. Foi demonstrado por Sereno et al. (2001)
que amastigotas de L. infantum apresentam suscetibilidade a antimonial trivalente
(SB-IIl), com indugdo de morte por fragmentagdo nuclear de modo parecido com
apoptose, com a diferenca de ndo ser mediada por caspases. No trabalho realizado
por Marinho et al. (2011) foi evidenciada a atividade da miltefosina sobre
promastigotas de L. amazonensis, também atuando na indugdo de apoptose, com
externalizacao de fosfatidilserina e fragmentagcao de DNA. A Anfotericina B também
€ capaz de atuar de forma parecida a caspase resultando na fragmentacao de DNA
(SHAHA, 2006).

Uma vez que a apoptose é o tipo de morte celular encontrada quando os
parasitas sao submetidos diretamente ao tratamento com as drogas de referéncia,
este poderia ser um indicativo da possibilidade de obtencdo de bons resultados no
tratamento in vivo.

Além de induzir apoptose, o composto TS02 também foi capaz de incorporar
o PI significativamente, demonstrado que também é capaz de induzir morte celular
por necrose. A capacidade desse composto de causar necrose e apoptose pode
estar relacionado a presenga de metil em sua estrutura, uma vez que o composto
TS01, que ndo possui esse radical a mais, ndo causou alteragdes significativas no
parasita durante o mesmo tempo de incubacido. A necrose também é um tipo de
morte celular, mas possui eventos diferentes da apoptose, resultando em aumento
do volume celular, agregacéo da cromatina, desorganizagao do citoplasma, perda da
integridade da membrana e ruptura celular. Durante esse processo o conteudo
celular é liberado, causando reagao inflamatéria local (ZIEGLER e GROSCUTH,;
2004).

Visto que o processo de necrose resultaria na inflamagéao que é resultado da
ativagdo e acao de células fagociticas, haveria recrutamento de células inflamatdrias
associada a producao de citocinas do perfil Th1 que culminaria na resolugdo da

doencga. Porém com a necrose e o aumento dessas citocinas pro inflamatérias na
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lesdo, haveria também acumulo de neutréfilos, que estao relacionados com niveis
aumentados de amastigotas e de maior quantidade de droga para haver a cura das
lesbes (PASSERO et al., 2010).

O resultado da incubagdo com o composto TS02 mostrou-se bem parecido
com a anfotericina B, causando morte celular por apoptose e necrose. A anfotericina
B, apesar de ser um medicamento com elevada toxicidade e efeitos colaterais, tem
se mostrado eficiente como droga de segunda escolha para o tratamento da
leishmaniose, atuando a nivel de episterol, que € um precursor do ergosterol
presente na membrana citoplasmatica do parasita.

Tendo em vista a importancia de NO para o controle da leishmaniose, a
producado desse mediador em macréfagos infectados com L. amazonensis tratados
ou ndo com os compostos, bem como em macrofagos néo infectados e tratados foi
caracterizada.

O 6xido nitrico € uma importante molécula efetora de uma variedade de
funcdes bioldgicas, que incluem a agregagédo plaquetaria, a neurotransmisséo,
citotoxicidade e a defesa contra parasitas. Esta molécula é usualmente mensurada
pelos seus produtos oxidados, nitrito ou nitrato, em sobrenadante de cultura ou soro
(LIEW; WEI; PROUDFOOQOT, 1997). A producao de 6xido nitrico (NO) ocorre apés a
ativagdo da expressao da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iINOS), que esta
pouco expressa em macréfagos néo ativados (KORHONEN et al., 2005) que utilizam
essa via de produgao de radicais livres para eliminar microorganismos fagocitados,
em especial parasitas, como a Leishmania (BOGDAN, 2001; KORHONEN et al.,
2005).

Os macrofagos nao infectados e estimulados apresentaram aumento da
producao de NO na presenca dos compostos por 24 ou 48h de tratamento. Apenas
o composto TS10, com substituicdo por flior em sua estrutura, ndo conseguiu
produzir quantidades significativas desse mediador. Embora o NO seja um
importante mediador produzido por macréfagos para que haja destruicdo do parasita
intracelular, foi observado que em células infectadas com L. amazonensis houve
reducao da producgao de NO.

A produgcdo de NO em macréfagos pode ser regulada negativamente pelo
TGF-B. E o parasita pode estimular a producao desta citocina, inibindo a produgao
de NO por macrofagos ativados por IFN-y. A indugdo de TNF ou TGF- depende da
presenca e quantidade de IFN-y no inicio da infeccdo (GREEN et al.,, 1994;
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PINHEIRO et al.,, 2005). O parasita também possui sistemas de detoxificagao
através da producdo de enzimas como a superoxido dismutase e tripanotiona
redutase (GHOSH et al., 2003; TAYLOR et al., 1994;).

Com o tratamento da TS11 utilizando-se a maior concentragdo houve maior
producao de NO. Esse maior producido pode estar associada tanto a estimulacéo do
macrofago pelo composto (que também foi observada em células nao infectadas)
como a rapida redugdo do numero de amastigotas/macrofago, com consequente
retorno da producgao basal desse mediador pelos macrofagos.

Varios trabalhos relatam a importancia do NO sobre o parasita e o curso da
infeccdo. Souza et al. (2010) comparou cepas de L. braziliensis, isoladas de
pacientes responsivos e refratarios ao tratamento com antimonial e correlacionou a
resisténcia/ suscetibilidade do parasita ao NO a tamanho das lesdes. Parasitas
resistentes ao NO causavam maiores lesdes. Também foi demonstrado em infecgao
experimental com esses parasitas isolados que numa infeccdo experimental de
macrofagos com cepa resistente a NO, ndo houve indugdo da produgao de TNF.

Em trabalho realizado por Giudice et al. (2007) também foi demonstrado que
pacientes infectados com cepa de leishmania resistente a NO apresentavam
maiores lesdes e relacionou essa resisténcia a auséncia de resposta ao tratamento
com antimoniais.

Como a producao de citocinas esta intimamente relacionada a resposta do
paciente a doenca e ao tratamento, também neste trabalho analisamos influéncia
dos compostos sobre a produgdo de algumas citocinas importantes para o curso da
doenga, que podem ser produzidas por macrofagos: TNF, IL-12 e IL-10. As citocinas
sdo importantes moduladoras da expressdao da iNOS. De uma maneira geral,
citocinas do perfil Th1 induzem a INOS (DRAPIER et al.,1988), enquanto as do
padrdao Th2 inibem a sua indugdao (CUNHA et al., 1992; GAZZINELLI et al., 1992;
NELSON et al., 1991).

A resisténcia ao parasita é conferida por linfocitos T CD4" do tipo Thi,
enquanto a susceptibilidade é conferida por linfocitos T CD4" do tipo Th2 (REIS et
al., 2006). Linfocitos T CD4" que apresentam o perfil Th1 tém sua diferenciagéo
estimulada pelas citocinas IL-12 e IFN-y e produzem citocinas como IFN-y, TNF, IL-2
e IL-12. Células que apresentam o perfil Th2 sdo estimuladas por IL-4 e produzem
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (REIS et al., 2006; SAKAGUCHI et al., 2008).



Aline Caroline da Silva Analise in vitro do potencial leishmanicida...

92

O papel imunomodulatério das tiossemicarbazonas e ftalimidas ja vem sendo
demonstrado na literatura, sendo reguladoras da produgdo de citocinas
consideradas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias. Freitas et al (2012)
demonstraram que apdés o uso de composto contendo tiossemicarbazona em sua
estrutura, foi detectado em camundongos o aumento da producdo de varias
citocinas: IL-1, IL-6, TNF, IFN-y e IL-10. As ftalimidas aparecem como reguladoras
das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e principalmente do TNF
(HASHIMOTO, 2002).

A presenga do parasita na cultura de macréfagos induziu de forma
significativa a producao de TNF. TS01 conseguiu aumentar mais ainda a producao
dessa citocina na célula infectada, o que n&o ocorreu com o0s compostos
substituidos. Ja nas culturas n&o infectadas TS01, TS09, TS10, TS11 e PMO1
estimularam a produgao de TNF de forma significativa. Esses compostos sofreram a
substituicdo por halogénios e metodxil. Apesar da producdo de NO estar reduzida na
cultura de macréfago infectada, houve aumento da produgéo de TNF, pois a agdo do
TNF na producdo na producdo de NO € induzida pelo IFN- y, que nao foi
acrescentado a cultura (DING et al.,, 1988; XING et al.,, 2000). O radical fenil,
presente nessas moléculas, pode ser o atuante nessa regulagcdo positiva da
producdo de TNF (MYIACHI et al., 1996).

A infecgdo dos macrofagos com L. amazonensis causou um discreto aumento
da produgao de IL-12, porém néo significativo. Ja quando houve o tratamento com
os compostos TS09, TS11, TS15 e PMO1, houve o aumento significativo da
producao dessa citocina. Mais uma vez a substituicdo por halogénios, metoxil e mais
um fenil se mostrou eficaz em estimular a produgao de citocinas. Outros compostos
também foram capazes de induzir a producdo de IL-12 em macréfagos néo
infectados, como a TS01, TS02 e TS12. Esses compostos que nao induziram a
producado de IL-12 por macréfagos infectados, mas induziram em nao infectados
possivelmente sofreram a agdo de mecanismos imunorregulatorios que ocorreram
devido a presenca dos parasitas.

A IL-12 é descrita como fator dominante na diferenciacdo de células Th1 a
partir da célula virgem precursora T CD4+ (DEL VECCHIO et al., 2007,
TRINCHIERI, 1995;). Este comprometimento para Th1 é otimizado por IFN-y o qual
aumenta a expressao de receptores para IL-12, além de inibir o desenvolvimento de
células Th2 (FOULDS et al., 2006; O'GARRA, 1998). Por outro lado, a producéo de
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IL-4 no inicio de uma resposta imune é descrita como fator indispensavel para a
polarizacdo no sentido Th2 (SWAIN, 1993). O estimulo da produgao de IL-12
causado por uma droga provavelmente acarretaria no desencadeamento de uma
resposta com perfil Th1 contra o parasita.

Quanto a producédo de IL-10, ndo houve alteragdes significativas em sua
produgdo nem na presencga do parasita, nem na presenga dos compostos na cultura
infectada. Ja com a cultura de macréfagos néo infectados, a presenga de alguns
compostos causou aumento e outros reducdo da producao dessa citocina. A
presenca da IL-10 em quantidades ora aumentada ora reduzida provavelmente
reflete mecanismos imunorregulatérios, que sao essenciais para a homeostase
celular. Isso reforga o papel da IL-10 como citocina regulatéria.

Kane e Mosser (2001) investigaram o papel da IL-10 e o curso da infeccédo em
camundongos BALB/c e observaram que animais com auséncia de expressao de IL-
10 apresentavam um maior controle da progressao da lesdo e menor parasitemia
gque camundongos que expressavam essa citocina. Dos Santos et al. (2011)
correlacionou o aumento da producdo de NO, a reducdo da producdo de IL-10 e
redugao da quantidade de amastigotas em culturas de macroéfagos.

Apesar de o estimulo de IL-10 ser prejudicial por facilitar a replicagao do
parasita em células do hospedeiro, citocinas pro- inflamatérias, como IFN-y, TNF e
IL-12 podem ser téxicas quando produzidas em quantidades elevadas, a IL-10
bloqueia a ativacdo de células Th1, podendo prevenir a superprodugdo dessas
citocinas, evitando dano tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). Apesar da
importancia da resposta Th1 na cura da infecgédo, vale ressaltar que as mesmas
citocinas envolvidas no controle da infeccdo podem estar relacionada com a
patogénese da doenca. E necessaria a existéncia de um contrabalanco com as
células produtoras de citocinas do tipo Th2, ou seja, uma
dicotomia Th1 x Th2 (REIS et al., 2006).

Diante do exposto, nossos resultados sugerem os compostos TS01, TS11 e
PMO01 como agentes promissores para o tratamento da leishmaniose cutanea. Esses
trés compostos além de apresentarem atividade contras ambas as forma evolutiva
de L. amazonensis, também demonstraram habilidades imunomodulatérias: a TS01
mostrou-se capaz de induzir a producao de TNF, IL-12 e IL-10, a TS11 induziu a

producao dessas mesmas citocinas e de NO. Ja a PMO01 além de induzir a producao
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das citocinas TNF, IL-12 e IL-10, induziu também a producao de NO e a morte

celular do parasita por apoptose.
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CONCLUSOES

Os indices de seletividade encontrados para os compostos analisados
demonstraram a baixa toxicidade para macréfagos peritoniais, com elevada

seletividade para o parasita;

Todos os compostos analisados apresentaram atividade contra promastigotas

de L. amazonensis, inibindo o crescimento da cultura in vitro;

A citometria de fluxo foi uma ferramenta util para a analise rapida e

caracterizacdo da morte celular do parasita induzida pelos compostos;

Os compostos TS02, PM01, PM04 e PM10 foram capazes causar morte
celular compativel com apoptose em promastigotas, sugerindo potencial agao

na resolugcao da doenga em um tratamento in vivo;

O composto TS02 além de induzir apoptose, induziu necrose em

promastigotas, sugerindo a um aumento in vivo de resposta inflamatoria;

Todos os compostos analisados reduziram o indice e o percentual de infecgao

de amastigotas intracelulares de L. amazonensis in vitro;

O composto TS11 foi capaz de recuperar a produgao de 6xido nitrico por
macrofagos infectados, que havia sido anulada por possiveis mecanismos de

escape do parasita;

O composto TS01 foi capaz de estimular a produgéo de TNF por macréfagos
infectados e nao infectados, mostrando-se como possivel indutor de perfil de

resposta Th1;

Os compostos TS09, TS11, TS15 e PM01 foram capazes de estimular a
producao de IL-12, uma citocina chave do perfil Th1;
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j) Os compostos TS01, TS09, TS10, TS11, TS12 e PM01 foram capazes de
inibir a producao de IL-10, o que seria favoravel para a inibicdo da resposta
Th2;

k) Os resultados sugerem a utilizagdo dos compostos TS01, TS11 e PMO01 para
ensaios in vivo, tendo em vista sua atuagao sobre L. amazonensis in vitro e
sobre a producado de mediadores importantes para o curso da LTA, onde

poderao ser melhor avaliadas suas propriedades imunomodulatérias.
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PERSPECTIVAS

Avaliar através da microscopia eletrénica de varredura e de transmissao as
alteragdes ultraestruturais em L. amazonensis tratadas com os diferentes

compostos derivados da estrutura das tiossemicarbazonas e ftalimidas;

Avaliar os efeitos dos compostos derivados da estrutura das
tiossemicarbazonas e ftalimidas sobre a leishmaniose cutdnea em modelo

animal.
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APENDICE 1

1. Sintese das tiossemicarbazonas

A figura 38 apresenta a sequéncia das reagdes envolvidas na sintese das aril-
tiossemicarbazonas. As aril-tiossemicarbazonas foram planejadas pela introdugéo
da subunidade fenila em C1. Inspirados pelas caracteristicas estruturais previamente
identificadas na série, o grupo etila foi introduzido na posicdo C5 no anel
tiazolidinico. Por razdes experimentais, foi decidido manter o NH livre. Ja na posicao
C1, os substituintes foram selecionados de tal forma a investigar grupos funcionais
com contribuicdes estereoeletrénicas diferentes: —H, -F, -Cl, -Br, -Me, -OMe, -OPh, -
‘Bu e -Ph.

Figura 38 - Planejamento sintético das tiossemicarbazonas

o 0
N a) "
o[ .
+ I R —_—
.
(1) @ 3)
N
R=
Z TS01: H TS15; 3,4-diCl
TS02: 4-CH,4 TS16: 4-tBu
H : TS22: 4-(Ph)Ph
TS09: 4-CH,0
© XN NHz 1510 4F T523: 4-(PhO)Ph
N \"/ TS11: 4-Cl TS27: 2-naftil
1812 4-Br TS28: 3,4,5-triCl
S T529: 3,4-di(CH;0),

“)

Fonte: Elaborado por Diogo Rodrigo de Magalh&es Moreira
Nota: Reagentes e condigdes: a) K,COs3, 80 °C, 5 horas; b) tiossemicarbazida; etanol, acido
acético, refluxo, 2 horas.

As tiossemicarbazonas foram preparadas com rendimentos satisfatorios (55—
83 %) e isoladas como solidos cristalinos. Estes compostos foram caracterizados por

técnicas espectrométricas (RMN de "H e "°C, IV) e por EMAR.



Aline Caroline da Silva Analise in vitro do potencial leishmanicida...

111

Nos espectros de RMN de 'H de algumas das tiossemicarbazonas, foram
observados sinais duplicados referentes aos hidrogénios do metileno. Nos espectros
de RMN de ™C, o mesmo tipo de duplicidade referente ao carbono do metileno foi
observado. Este comportamento, que foi observado anteriormente com as
tiossemicarbazonas, é sugestivo da formacao de uma mistura de diastereoisbmeros
(2) e (E).

Os compostos foram isolados como solidos cristalinos, mesmo assim nao foi
obtido sucesso na obtencdo de cristais apropriados para a difracdo de raios-X. Por
este motivo, nao foi possivel inferir com precisdo a geometria dos compostos.

Os reagentes foram adquiridos da Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-
Aldrich, enquanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou Dindmica. Os
solventes deuterados (DMSO-ds, CDCI3, D,O) sdo da marca CIL (Tédia Brazil).
Tiossemicarbazida foi adquirida pela Acros Organics e recristalizada em etanol.
Acetato de sédio foi fundido em bico de Bunsen antes do uso. Os solventes
ciclohexano, hexano, acetato de etila e tolueno foram destilados, enquanto que
etanol e 2-propanol foram usados como adquirido pelos fornecedores.

As reagbdes foram acompanhadas em cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente Fzs4. As placas
cromatograficas foram visualizadas em uma l|ampada ultravioleta (com duplo
comprimento de onda 365 ou 254nm. Usou-se silica gel de 70-230 mesh na
cromatografia em coluna.

As reagdes mediadas pela irradiagao no ultrassom foram realizadas em banho
de ultrassom modelo Unique EM-804 TGR usando frequéncia de 40 KHz (180 W).
Em todas as reacgdes no ultrassom, ndo houve aquecimento externo.

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de
Thomas Hoover e os valores ndo foram posteriormente corrigidos.

Para todos os compostos inéditos, foram feitas as analises de RMN de 'H e
3C e quando necessario, analises bidimensionais (DEPT, HSQC e HMBC) bem
como a adi¢do de D,O para a localizagdo dos sinais de NH. Os espectros de RMN "H
e °C foram adquiridos nos instrumentos Varian modelo Unity Plus (400 MHz para 'H;
100 MHz para C) ou Bruker AMX (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para o '*C), usando
o tetrametilsilano como padrao interno. A multiplicidade dos sinais nos espectros de
RMN 'H foi designada da seguinte forma: s / singleto; d / dubleto; t / tripleto; dd /
duplo dupleto; q / quarteto; m / multipleto.
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Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o instrumento Bruker (Modelo
IFS 66) usando pastilhas de KBr. As micro-analises para C, N, H, S foram feitas em
um analisador elementar Carlo Erba (modelo EA 1110). Para os espectros de
absorcdo no ultravioleta, o instrumento de varredura Shimadzu modelo 1240 foi
utilizado. Para os espectros de massas de alta-resolugao (EMAR), usou-se a técnica
de ionizagao por electrospray (ESI) nos modos positivos (ESI+) ou negativo (ESI-)
com detecgao no modo "time-of-flight" (TOF), medidos nos aparelhos LC-IT-TOF da
Shimadzu ou nanoUPLC-Xevo G2 Tof da Waters.

1.1 Metodologias sintéticas das tiossemicarbazonas

a) 1-(2-Fenoxi-1-feniletilideno)tiossemicarbazida (TS-01)

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 5 mmol (1.1 g) da 2-fendxi-1-
feniletanona, 50 mL de EtOH, 5.2 mmol (0.49 g) da tiossemicarbazida e uma gota de
acido acético glacial. A mistura foi mantida em agitagdo magnética em refluxo
durante 2 horas. Apds esse tempo, o volume do solvente foi reduzido até a metade
sob pressao reduzida. A mistura reacional foi entdo resfriada, onde observou-se a
formagao de um sdlido, que foi filtrado em funil de Blchner com filtro sinterizado,
lavando-se abundantemente com agua gelada. Apds seco no dessecador, o produto

foi recristalizado com tolueno a quente.
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Cristais amarelos. Rend: 1.0 g (70 %). P.F.: 190 °C. Rf = 0.3 (tolueno / acetato
de etila 7:3). L.V., principais absorcdes: 3345 e 3398 (NH,), 3258 (N-H), 1599
(C=N) cm™ .RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &: 5.00 e 5.33 (dois s, 2H, CH,), 6.99 (d,
3H, Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.39 (s largo, 3H, Ar), 7.92 (s, 2H, Ar), 8.09 e 8.49 (dois s,
2H, NH;), 10.80 (s, 1H, NH). RMN *C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), & : 61.2 (CH,),
114.8 (CH, Ar), 127.0 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 129.3 (CH, Ar), 129.4
(CH, Ar), 135.6 (Ar), 144.2 (C=N), 157.5 (C-O, Ar), 179.1 (C=S). EMAR (ESI):
Calculado para C1sH16SON3; [M+H]": 286.1014; encontrado 286.1000.

b) 1-[1-(4-Toluil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-02)

1 mmol (0.23 g) da 1-(4-metilfenil)-2-fendxietanona, e 1.1 mmol (0.1 g) da
tiossemicarbazida, 50 mL de EtOH e uma gota de acido acético glacial. O produto foi
recristalizado do benzeno a quente.

Cristais amarelos. Rend: 0.25 g (83 %). P.F.: 149-150 °C. Rf = 0.3 (tolueno /
acetato de etila 7:3). I.V., principais absorc¢des: 3416 e 3397 (NH3), 3255 (N-H),
1608 (C=N) cm™ . RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢), &: 2.23 (s, 3H, CH3), 4.97 e 5.29
(dois s, 2H, CHy), 6.97 (d, 3H, Ar), 7.20 (d, 2H, J 7.7 Hz, Ar), 7.33 (t, 2H, Ar) 7.82 (d,
2H, J 7.8 Hz, Ar), 8.07 e 8.46 (dois s, 2H, NHy), 10.74 (s, 1H, NH). RMN *3C (75.5
MHz, DMSO-dg), &: 55.2 (CH3), 61.1 (CHy), 114.8 (CH, Ar), 121.3 (CH, Ar), 126.9
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(CH, Ar), 128.9 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 132.8 (Ar), 139.0 (Ar), 144.2 (C=N), 157.5
(C-0, Ar), 178.9 (C=S). EMAR (ESI): Calculado para C4sH1gN3SO [M+H]": 300.1171;
encontrado 300.1165.

c) 1-[1-(4-Anisil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-09)

7~

@

1 mmol (0.25 g) da 1-(4-metdxifenil)-2-fendxietanona, 1.1 mmol (0.1 g) da
tiossemicarbazida 50 mL de EtOH e uma gota de acido acético glacial. O produto foi
re-cristalizado com etanol a quente.

Cristais incolores. Rend: 0.23 g (75 %). P.F.: 170-172 °C. Rf = 0.5 (tolueno /
acetato de etila 7:3). I.V., principais absor¢fes: 3453 (NH,), 3304 (N-H), 1597
(C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &: 3.77 (s, 3H, CH3), 4.98 e 5.30 (s, 2H,
CHy), 6.93 (d, 2H, J 8.3 Hz, Ar), 6.98 (m, 3H, Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.91 (d, 2H, J 8.4
Hz, Ar), 8.05 e 8.43 (dois s, 2H, NHy), 10.70 (s, 1H, NH).

RMN *C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), &: 55.2 (CH3), 61.3 e 70.5 (CH>), 113.6 (CH,
Ar), 114.7 (CH, Ar), 114.8 (CH, Ar), 121.4 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar),
129.4 (CH, Ar), 144.2 (C=N), 157.5 (C-0O, Ar), 160.3 (C-O, Ar), 178.9 (C=S).
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d) 1-[1-(4-Fluorfenil)-2-fenodxietilideno]tiossemicarbazida (TS-10)

1 mmol (0.29 g) da 1-(4-fluorfenil)-2-fendxietanona, 50 mL de EtOH e 1.1 mmol
(0.1 g) da tiossemicarbazida e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-
cristalizado do benzeno a quente.

Cristais incolores. Rend: 0.24 g (80 %). P.F.: 190 °C. Rf = 0.4 (tolueno /
acetato de etila 7:3). I.V., principais absorcdes: 3413 e 3341 (NH3), 3243 (N-H),
1601 (C=N) cm™ . RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds), &: 5.31 (s, 2H, CH,), 6.97 (t, 3H,
Ar), 7.20 (t, 2H, J 8.8 Hz, Ar), 7.30 (t, 2H, J 7.6 Hz, Ar), 7.91 (m, 2H, Ar), 8.12 e 8.46
(dois s, 2H, NHy), 10.79 (s, 1H, NH). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg), &: 61.6 (CH>),
115.2 (CH, Ar), 115.46 e 115.67 (C-F), 121.8 (CH, Ar), 129.8 (CH, Ar), 129.9 (CH,
Ar), 131.6 (CH, Ar), 132.6 (Ar), 143.8 (C=N), 157.9 (C-0O, Ar), 179.6 (C=S). EMAR
(ESI): Calculado para C4sH1sSON3F [M+H]": 304.0920; encontrado 304.0948.
Calculado para [M+Na]": 326.0739; encontrado 326.0773.

e) 1-[1-(4-Clorofenil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS11)



Aline Caroline da Silva Analise in vitro do potencial leishmanicida...

116

Cl

2 mmol (0.60 g) da 1-(4-clorofenil)-2-fendxietanona, e 2.1 mmol (0.20 g) da
tiossemicarbazida, 50 mL de EtOH e uma gota de acido acético glacial. O produto foi
re-cristalizado com benzeno a quente.

Cristais amarelos. Rend: 0.50 g (78 %). P.F.: 199-201 °C. Rf = 0.3 (tolueno /
acetato de etila 7:3). I.V., principais absorcdes: 3420 e 3343 (NH;), 3252 (N-H),
1596 (C=N) cm™ . RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds), &: 5.31 (s, 2H, CH,), 6.97 (t, 3H,
Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.42 (d, 2H, J 8.8 Hz, Ar), 7.96 (d, 2H, J 8.8 Hz, Ar), 8.15 e 8.49
(dois s, 2H, NHy), 10.85 (s, 1H, NH). Apds a adi¢cao de D,0O, os sinais com 3 em 8.15,
8.49 e 10.85 ppm diminuem. RMN **C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg), 8: 60.9 (CHy),
114.7 (CH, Ar), 121.3 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 133.9
(Ar), 134.5 (Ar), 143.1 (C=N), 157.4 (C-0O, Ar), 179.2 (C=S). EMAR (ESI): Calculado
para C15H15SON3CI [M+H]": 320.0624; encontrado 320.0615.

f) 1-[1-(4-Bromofenil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-12)
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Br

1 mmol (0.3 g) da 1-(4-bromofenil)-2-fendxietanona, 30 mL de EtOH e 1.1 (0.1
g) mmol de tiossemicarbazida e uma gota de acido acético glacial. O produto foi re-
cristalizado do benzeno a quente.

Cristais amarelos. Rend: 0.19 g (565 %). P.F.: 200-202 °C. Rf = 0.3 (tolueno /
acetato de etila 7:3). I.V., principais absorc¢des: 3398 e 3330 (NH3), 3257 (N-H),
1599 (C=N) cm™. RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢), &: 4.98 e 5.30 (s, 2H, CH>), 6.94 (t,
2H, Ar), 7.26-7.35 (m, 3H, Ar), 7.56 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar), 7.89 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar),
8.10 e 8.53 (dois s, 2H, NHy), 10.09 (s, 1H, NH). RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), & :
60.03 (CHy), 114.7 (CH, Ar), 121.3 (CH, Ar), 122.0 (CH, Ar), 128.3 (CH, Ar), 129.1
(CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 131.1 (Ar), 134.9 (Ar), 143.2 (C=N), 157.5 (C-0, Ar), 179.2
(C=S). EMAR (ESI): Calculado para CisH1sN3SOBr [M+H]": 364.0119; encontrado
364.0150.
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g) 1-[1-(3,4-Diclorofenil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-15)

Cl

Cl

0 N N
N/\"/

2 mmol (0.64 g) da 1-(3,4-diclorofenil)-2-fenoxietanona, 50 mL de EtOH e 2.1
mmol de tiossemicarbazida (0.2 g) e uma gota de acido acético glacial. O produto foi
re-cristalizado com etanol a quente.

Cristais amarelos. Rend: 0.39 (56 %). P.F.: 189 °C. Rf = 0.4 (tolueno / acetato
de etila 7:3). L.V., principais absorc¢des: 3398 e 3345 (NH,), 3257 (N-H), 1599
(C=N) cm1. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &: 5.32 (s, 2H, CHy), 6.94-7.00 (m, 3H,
Ar), 7.31 (t, 2H, Ar), 7.60 (d, 1H, J 8.7 Hz, Ar), 7.86 (dd, 1H, J 8.7 e 1.8 Hz, Ar), 8.28
(d, 1H, J 1.8 Hz, Ar) 8.36 e 8.59 (dois s, 2H, NHy), 10.95 (s, 1H, NH). RMN **C (75.5
MHz, DMSO-dg), &: 60.7 (CH,), 114.8 (CH, Ar), 121.4 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 128.7
(CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 129.8 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.4 (Ar), 131.7 (Ar), 136.2
(Ar), 141.9 (C=N), 157.4 (C-O, Ar), 179.2 (C=S). EMAR (ESI): Calculado para
C15H14N3SOCI, [M-H]": 352.0078; encontrado 352.1129.
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h) 1-[1-(4-Tercbutilfenil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-16)

1 mmol (0.27 g) da 1-(4-tercbutilfenil)-2-fendxietanona, 30 mL de EtOH e 1.1
mmol (0.1 g) da tiossemicarbazida e uma gota de acido acético glacial. O produto foi
re-cristalizado do benzeno a quente.

Cristais incolores. Rend.: 0.25 g (73 %). P.F.: 145-147 °C. Rf = 0.5 (tolueno /
acetato de etila 7:3). I.V., principais absorc¢cdes:3453 (NHy), 3304 (N-H), 1596
(C=N) cm™. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg), &: 1.24 (s largo, 9H, 3xCHs), 5.29 (s, 2H,
CHy), 6.90 (m, 2H, Ar), 7.31 (d, 2H, J 8.4 Hz, Ar), 7.39 (d, 3H, J 8.4 Hz, Ar), 7.93 (s
largo, 2H, Ar), 8.08 e 8.47 (dois s, 2H, NHy), 10.74 (s, 1H, NH). RMN 13C e DEPT
(100 MHz, DMSO-dg), 8: 31.2 (CH3), 33.8 (C—CHs), 61.4 (CH3), 114.2 (CH, Ar), 126.0
(CH, Ar), 126.9 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 135.6 (Ar), 143.6 (Ar), 144.2
(C=N), 155.2 (C-O, Ar), 179.0 (C=S). EMAR (ESI): Calculado para C1gH24N3SO
[M+H]": 342.1640; encontrado 342.1663. Calculado para [M+Na]": 364.1460;
encontrado 364.1493.
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i) 1-[1-(1,1-Bifenil)-2-fendxietilidenoltiossemicarbazida (TS-22)

H
N N NH»
N/ T
S

1.5 mmol (0.43 g) da 1-[4-fenil(4’-fenil)-2-fendxietanona, 30 mL de EtOH e 1.6
mmol de tiossemicarbazida (0.14 g) e uma gota de acido acético glacial. O produto foi
re-cristalizado do benzeno a quente.

Cristais amarelos. Rend: 0.30 g (55 %). P.F.: 210 °C. Rf = 0.3 (tolueno). I.V.,
principais absorcdes: 3418 e 3351 (NH,), 3243 (N-H), 1600 (C=N) cm™
RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg), & : 5.36 (s, 2H, CH,), 6.97-7.02 (m, 3H, Ar), 7.31 e
7.40 (dd, 2H, J 8.4 e 1.2 Hz, Ar), 7.48 (t, 3H, Ar), 7.72 (t, 4H, Ar), 8.04 (d, 2H, J 8.4
Hz, Ar), 8.17 e 8.52 (dois s, 2H, NH3), 10.85 (s, 1H, NH). Apds a adi¢cado de D,0O, os
sinais com 6 8.17, 8.52 e 10.85 diminuem. EMAR (ESI): Calculado para C,1H2oN30S
[M+H]": 362.1327; encontrado 362.1319.
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i) 1-[1-(4-Fenodxifenil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-23)

2 mmol (0.60 g) da 1-(4-fendxifenil)-2-fendxietanona, 2.1 mmol (0.2 g) da
tiossemicarbazida, 50 mL de MeOH e uma gota de acido acético glacial. O produto
foi recristalizado do tolueno a quente.

Cristais incolores. Rend.: 0.42 g (55 %). P.F.: 210-213 °C. Rf = 0.3 (tolueno).

V., principais absorcdes: 3414 e 3339 (NH,), 3253 (N-H), 1609 (C=N) cm™. RMN
'H (300 MHz, DMSO-dg), 8: 5.39 (s, 2H, CHy), 6.92-6.95 (m, 2H, Ar), 6.99-7.10 (m,
5H, Ar), 7.32-7.42 (m, 5H, Ar), 7.91-7.94 (m, 2H, Ar), 8.05 e 8.43 (dois s, 2H, NH>),
10.73 (s, 1H, NH). RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-ds), &:
61.9 (CHy), 116.6 (CH, Ar), 117.3 (CH, Ar), 120.3 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 126.9 (CH,
Ar), 128.1 (CH, Ar), 129.7 (CH, Ar), 135.6 (Ar), 144.2 (C=N), 150.2 (C-O, Ar), 153.3
(C-0, Ar), 157.6 (C-0, Ar), 179.1 (C=S). EMAR (ESI): Calculado para C1H2oN30,S
[M+H]": 378.1276; encontrado 378.1302. Calculado para [M+Na]™: 400.1096;
encontrado 400.1126.
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k) 1-[1-(1-Naftil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-27)

0 N N
N/\n/

2 mmol (0.60 g) da 1-(1-naftil)-2-fendxietanona, 2.1 mmol (0.2 g) da
tiossemicarbazida, 50 mL de MeOH e uma gota de acido acético glacial. O produto
foi recristalizado do tolueno a quente.

Cristais incolores. Rend.: 0.41 g (50 %). P.F.: 210-213 °C. Rf = 0.3 (tolueno).
V., principais absorcdes: 3414 e 3339 (NH,), 3253 (N-H), 1609 (C=N) cm™. RMN
'H (300 MHz, DMSO-dg), 8: 5.39 (s, 2H, CHy), 6.92-6.95 (m, 2H, Ar), 6.99-7.10 (m,
5H, Ar), 7.32-7.42 (m, 5H, Ar), 7.91-7.94 (m, 2H, Ar), 8.05 e 8.43 (dois s, 2H, NH>),
10.73 (s, 1H, NH). RMN *C (75.5 MHz, DMSO-ds), §:

61.9 (CHy), 116.6 (CH, Ar), 117.3 (CH, Ar), 120.3 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 126.9 (CH,
Ar), 128.1 (CH, Ar), 129.7 (CH, Ar), 135.6 (Ar), 144.2 (C=N), 150.2 (Ar), 157.6 (C-0O,
Ar), 179.1 (C=S).
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1) 1-[1-(3,4,5-tricloro)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-28)

Cl

Cl Cl

0 \H
N/\n/

Cristais amarelos. Rend.: 0.59 g (61 %);

P.F.: 230-232 °C;

I.V., principais absorc¢des

3414 e 3339 (NH,), 3253 (N-H), 1609 (C=N) cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg), &

5.39 (s, 2H, CHy), 6.92-6.95 (m, 2H, Ar), 6.99-7.10 (m, 5H, Ar), 7.32-7.42 (m, 5H, Ar),
7.91-7.94 (m, 2H, Ar), 8.05 e 8.43 (dois s, 2H, NH>), 10.73 (s, 1H, NH).

RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), &

61.9 (CHy,), 116.6 (CH, Ar), 117.3 (CH, Ar), 120.3 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 126.9 (CH,
Ar), 128.1 (CH, Ar), 129.7 (CH, Ar), 135.6 (Ar), 144.2 (C=N), 150.2 (Ar), 157.6 (C-O,
Ar), 179.1 (C=S).
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m) 1-[1-(3,4-dimetoxifenil)-2-fendxietilideno]tiossemicarbazida (TS-29)

OMe

OMe

0 N N
N/\"/

Cristais incolores. Rend.: 0.39 g (48 %). P.F.: 119 °C. L.V., principais
absorcées: 3414 e 3339 (NHy), 3253 (N-H), 1609 (C=N) cm™. RMN 'H (300 MHz,
DMSO-de), &: 5.39 (s, 2H, CHy), 6.92-6.95 (m, 2H, Ar), 6.99-7.10 (m, 5H, Ar), 7.32-
7.42 (m, 5H, Ar), 7.91-7.94 (m, 2H, Ar), 8.05 e 8.43 (dois s, 2H, NHy), 10.73 (s, 1H,
NH). RMN *C (75.5 MHz, DMSO-dg), 8: 61.9 (CH,), 116.6 (CH, Ar), 117.3 (CH, Ar),
120.3 (CH, Ar), 122.6 (CH, Ar), 126.9 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 129.7 (CH, Ar), 135.6
(Ar), 144.2 (C=N), 150.2 (Ar), 157.6 (C-O, Ar), 179.1 (C=S).

2. Sintese das ftalimidas

A figura 39 apresenta o planejamento da sintese da série ftalil-hidrazona-
tiazol. A sintese da série ftalil-hidrazona tiazol teve como grupamentos base a
ftalimida e a tiazoli-hidrazona (bioiséstero ciclico da tiossemicarbazona). De posse
desses grupos farmacoféricos foi utilizada a ferramenta quimica de hibridacao
molecular. Somado a esta técnica foi empregado o bioisosterismo, onde foram
utilizados variados substituintes quimicos como grupo metil, metéxi, nitro, halogénios
(F, Cl, Br).
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Figura 39 - Planejamento sintético da série ftali-hidrazona-tiazol

xf = Oy O
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Anidrido ftalico
(©)
(©)
o]
N
(o) HN%
Int3b NH _\= S
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Codigo da amostra Ar
PMO1 Ph

PMO02 4-Me-Ph
PMO03 4-MeO-Ph
PM04 3-NO2-Ph
PMO5 4-NO2-Ph
PMO06 4-Cl-Ph
PMO7 4-Br-Ph
PMO08 4-F-Ph
PM10 3,4-Cl-Ph

Fonte: Elaborado por Paulo André Teixeira
Nota: Reagentes e condigdes: (a) 1-aminoacetaldeido dietil acetal, tolueno, refluxo, 4h; (b): Agua,
H,SO,, refluxo, 1h; (c) tiossemicarbazida (para obtencao de do Int 3a) ou 4-fenil-3-tiossemicarbazida
(para obtengéo do Int3b), EtOH, HCI, refluxo, 3h; (d) respectiva acetofenona, isopropanol, ultrassom.

As metodologias de sintese propostas foram eficazes na obtencdo dos
produtos desejados, com bons rendimentos e tempo reacional variando em torno de

trés horas, além de serem utilizados reagentes economicamente viaveis.
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Os reagentes foram adquiridos da Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-
Aldrich, enquanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou Dindmica. Os
solventes deuterados (DMSO-dg, CDCl3, D,O) sdo da marca CIL (Tédia Brazil).

As reacbes foram acompanhadas em cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente Fzs4. As placas
cromatograficas foram visualizadas em uma lampada ultravioleta (com duplo
comprimento de onda 365 ou 254nm.

As reagdes mediadas pela irradiacdo no ultrassom foram realizadas em
banho de ultrassom modelo Unique EM-804 TGR usando frequéncia de 40 KHz (180
W). Em todas as reagdes no ultrassom, ndo houve aquecimento externo. Os
pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de Thomas
Hoover e os valores ndo foram posteriormente corrigidos.

Para todos os compostos inéditos, foram feitas as analises de RMN de 'H e
3C e quando necessario, analises bidimensionais (DEPT, HSQC e HMBC) bem
como a adi¢gao de D,O para a localizagdo dos sinais de NH. Todos os compostos
foram solubilizados em DMSO-d6. Os espectros de RMN 'H e "*C foram adquiridos
nos instrumentos Varian modelo Unity Plus (400 MHz para "H; 100 MHz para "*C) ou
Bruker AMX (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para o '*C), usando o tetrametilsilano
como padrdo interno. A multiplicidade dos sinais nos espectros de RMN 'H foi
designada da seguinte forma: s / singleto; d / dubleto; t / tripleto; dd / duplo dupleto; q
/ quarteto; m / multipleto. Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o

instrumento Bruker (Modelo IFS 66) usando pastilhas de KBr.
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2.1 Metodologias sintéticas dos compostos intermediérios

a) Sintese do composto intermediario 1 (Int1), 2-(2,2-dietoxietil)isoindolina-1,3-diona:
a partir do anidrido ftalico, obtido comercialmente, foi sintetizado primeiramente o
produto intermediario Int1 com funcido dietdxi através de uma reacdo de

imidificacdo com o reagente aminoacetaldeido-dietil-acetal.

: )
H,N ? q
@) + j\ - N\}\O
/\O O/\ \\
(e} 0 Intl

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se o anidrido ftalico, o
aminoacetaldeido dietil acetal, dimetil-amino-piridina (DMAP) e quantidade suficiente
para solubilizar(q.s.p.s) de tolueno. A mistura reacional foi mantida em agitagéo
magnética e refluxo por 2 horas. A reagao foi acompanhada por placa cromatografica
de camada delgada. Apds o término da reagao, foram realizadas trés extragdes tendo
como fase organica o tolueno. Em seguida realizou-se uma secagem do tolueno com
sulfato de sédio anidro. Por fim, o tolueno foi evaporado a vacuo, obtendo-se
precipitado puro.

Intl = 13,5 mmols de anidrido ftalico, 16,2 mmols de aminoacetaldeido dietil acetal,
0,82 mmols de dimetil-amino-piridina (DMAP)

C14H17NO4. Rend: 33,35%. P.F.: 74 a 76°C. Rf= (6:4 — Hexano:Acetato de etila):
0,82. I.V., principais absorc¢des: (KBr, cm™): 1772 e 1717 (C=0), 1070(C-O)

b) Sintese do composto intermediario 2 (Int2), 2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)acetaldeido:

através da hidrolise em meio acido catalitico do Int1
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o) o)
N / o o N
Qizé ‘>7° * HO>\S/<OH 7 _\:O
o O

Int1 > Int2

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se Int1, acido sulfurico catalitico e
g.s.p.s. de agua como solvente. A mistura reacional foi mantida em agitagcado
magnética e refluxo por 2 horas. A reagéo foi acompanhada por placa cromatografica
de camada delgada. Apds o término da reacdo, aguardou-se atingir a temperatura
ambiente e foi colocada sob resfriamento para indugao da precipitagdo. O precipitado
formado foi filtrado em funil sinterizado com agua destilada, obtendo-se o produto
puro.

Int2 = 4,5 mmols de Int1, 7 gotas de H,SO4
C10H7NO3. Rend: 86,82%. P.F.: 93°C. Rf= (6:4 — Hexano:Acetato de etila): 0,65
V., principais absorcdes: (KBr, cm™): 1774 e 1699 (C=0).

C) Sintese dos compostos intermediarios 3a e 3b (Int3a e Int3b): foram obtidos
através de uma reagao de aminacdo em meio acido com etanol como solvente, onde
o nitrogénio 4 da tiossemicarbazida (Int3a) ou da 4-fenil-3-tiossemicarbazida (Int3b)
ataca o carbono da carbonila do 2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)acetaldeido (Int2) e como
resultado da desidratagcdo subsequente obtém-se as ftalil-tiossemicarbazonas. Os
dois produtos apresentaram tempos reacionais de até 6 horas e rendimentos

superiores a 54%.

O

@]
N_ N
N + ~ ~ N
H,N R e ——
_\:Q 2 T ' _\:N\ S
S ¢} HN—(

HN—R;

Compostos: R1:
Int3a H
Int3b Ph
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Em baldo de fundo redondo, adicionou-se o Int2, a tiossemicarbazida (na
propor¢cao de 1:1), etanol (q.s.p.s) e HCI. A mistura reacional foi mantida em
agitacdo magnética e refluxo por 4 horas. As reagbes foram acompanhadas por
placa cromatografica de camada delgada. O precipitado formado foi filtrado em funil

sinterizado com etanol, obtendo-se o produto puro.

Int3a = 3,85 mmoils Int2, 3,85mmols tiossemicarbazida, 7 gotas de HCI,;
C11H10N4O2S. Rend: 76%. Rf= (6:4 - Hexano:Acetato de etila): 0,45

PF: 220 a 224°C. I.V., principais absorcdes: (KBr, cm™): 3423 e 3308 (N-H), 1769
e 1713 (C=0), 1602 (C=N). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢), &: 6.61 (s, 1H, NH2),
7.54-7.68 (m, 4H, Ar), 9.13 (s, 1H, NH). RMN *3C (75.5 MHz, DMSO-dg), §:122.5
(Ar), 123.2 (Ar), 129.6 (Ar), 130.3 (Ar), 174.5 (C=0), 176.9 (C=0).

Int3b = 3,85 mmols Int2, 3,85mmols 4-fenil-3-tiossemicarbazida, 7 gotas de HCI;
C17H14N4O,S. Rend: 70%. Rf= (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,52. PF:173 - 176°C.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg), 5: 4.454 e 4.468 (d, 2H, CHs), 7.144 (t, 1H, Ar), 7.297
(t, 2H, Ar), 7.481 (t, 2H), 7.518 (t, 1H, Ar), 7.845-7.999 (m, 4H, Ar), 9.660 (s, IH, NH),
11.718 (s, 1H, NH). RMN **C (75.5 MHz, DMSO-dg), &: 40 (Alif), 129.228 - 138.711
(Ar), 140.917 (C=N), 167.610 (C=0), 175.790 ((NH)2C=S).

Na sintese da série das ftalil-hidrazona-tiazol o enxofre do Int3 faz ataque
nucleofilico ao carbono ligado ao halogénio. Posteriormente ocorre um rearranjo
eletrbnico da estrutura formada, apds perda do hidrogénio ligado ao nitrogénio. Em
seguida, ocorre um ataque nucleofilico do nitrogénio ao carbono da carbonila. Esta
etapa é finalizada com perda de uma molécula de agua e o carbono vizinho perde
um hidrogénio. Como resultado, ocorre a formagao de uma ligagao 1T entre carbonos

e ciclizagcao do anel (Figura 40). Nesta série, foi utilizado apenas Int3b.
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Figura 40 - Reacédo da série PM01-10
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PMO01: Ph
PMO02: 4-Me-Ph

PMO03: 4MeO-Ph
PMO04: 3-NO2-Ph
PMO05: 4-NO2-Ph
PMOQ6: 4-CI-Ph
PMO7: 4-Br-Ph
PMO08: 4-F-Ph
PM10: 3,4-ClI-Ph
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2.2 Metodologias sintéticas das ftalimidas

Em baldo de fundo redondo adicionou-se o Int3b, a respectiva cetona
halogenada e isopropanol (g.s.p.s). A mistura reacional foi mantida em ultrassom por
1-2 horas. As reagbes foram acompanhadas por placa cromatografica de camada
delgada. O precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado com agua destilada,

obtendo-se o produto puro.

PMO01= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-acetofenona;

e PMO02= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-4’-metil-acetofenona;

e PMO03= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-4’-metoxi-acetofenona;
e PMO04= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-3’-nitro-acetofenona;

e PMO05= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-4’-nitro-acetofenona;

e PMO06= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-4’-cloro-acetofenona;
e PMO07= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2,4’-dibromo-acetofenona;

e PMO08= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-4’-fluor-acetofenona;

e PM10= 1,14 mmol de Int3b, 1,14mmol de 2-bromo-3’,4’-dicloro-acetofenona;

a) PMO1: 2-(2-( (3,4-difeniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona )etil)isoindolina-1,3-diona

o

PMO1 Nx
_N\_ s
N—< |
N
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Cz5H18N402S. Rend: 56%.RMN 1H (300 MHz, DMSO-de), 5. 4.419 (S, 2H, CHZ),
6.450 (s, 1H, CH, tiazol), 7.091-7.320 (m, 10H, CH Ar), 7.442 (t, 1H, HC=N), 7.912-
7.883 (m, 4H, CH A, ftalimida). RMN 3C (75.5 MHz, DMSO-ds), & : 40.057 (CH,),

104.240 (Tiazol), 128.124-144.561 (CH, Ar), 148.239 (Tiazol), 165.965 (Tiazol),
167.514 (C=N), 169.987 (C=0).

b) PMO02: 2-(2-((3- fenil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)ethil) isoindolina-1 ,3-
diona

PMO02 N
_\:N S
\
o N*< ‘
N

C26H20N4O2S. Rend: 52%. Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,7. PF: 154- 158°C.
V., principais absorcdes: (KBr,cm™): 1712.39 (C=0). RMN *H (300 MHz, DMSO-
de¢), &: 2.190 (s, 3H,CH3), 4.418 (s, 2H, CH2), 6.409 (s, 1H, CH tiazol), 6.945-6.986
(m, 4H, CH Ar), 7.167-7.445 (m, 6H, CH Ar), 7.881-7.948 (m, 4H, CH Ar ftalimida);
RMN *C (75.5 MHz, DMSO-d), &: 20.660 (CH3), 38.867 (CH2), 100.669 (CH,
tiazol), 123.096-139.456 (CH, Ar), 148.208 (C=N).
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c) PM03: 2-(2-(( 4-( 4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno ) hidrazona)
etil)isoindolina- 1,3-diona

PMO03 N1
_N\ B .
N—< ‘
N

C26H20N403S. Rend: 54%. PF: 173-175°C. V., principais absorc¢des: (KBr, cm™):
1713.83 (C=0). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), &: 4.177 (s, 3H, CH3), 4.436-4.446
(d, 2H, CHy), 6.826-8.104 (m, 14H, Ar). RMN *C (75.5 MHz, DMSO-dg), &: 40.057
(CHy), 123.073-137.536 (Ar), 146.782 (Tiazol), 167.492 (C=N), 169.643 (C=0).

d) PMO04: 2-(2-((4-(3-nitrofenil)-3- feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona) etil) isoindolina-

1,3- diona

PMO04 Nx
_N\ B .
0 N—< ‘
N
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C2sH17N504S. Rend: 49%. Rf (6:4-Hexan6:Acetato de etila): 0,64. PF: 154-154°C.
l.V., principais absorc¢ées: (KBr, cm™): 1712.80 (C=0). RMN *H (300 MHz, DMSO-
de), 8: 4.427-4.436 (d, 2H, CH,), 6.758 (s, 1H, CH tiazol), 7.250-7.377 (m, 5H, CH
Ar), 7.477-7.511 (m, 3H, CH Ar), 7.859-7.947 (m, SR, CH Ar), 8.069 (t, IH, HC=N).

e) PMO5: 2-(2-((4-( 4-nitrofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)ethil) isoindoli-
na-1,3- diona

PMO05

N
O\ .
o \N:< |
N

NO,

C25H17N504S. Rend. 46%. Rf= (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,75. PF: 186-189°C.
l.V., principais absorcdes: (KBr, cm™): 1713.38 (C=0). RMN 'H (300 MHz, DMSO-
de), 8: 4.438 e 4.471 (d, 2H, CH,), 6.778-8.102 (m, 15H, Ar). RMN "*C (75.5 MHz,
DMSO-ds), &: 40.057 (CH,), 123.027- 146.689 (CH,, Ar), 167.484 C=N, Tiazol),
169.605 (C=N), 175.748 (C=0).
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f) PMO06: 2-(2-((4-( 4-chlorofenil)-3- fenil tiazol-2(3H)- iliden o )hidrazona )

etil)isoindoli-na-1,3- diona

PMO0O6 Nx
_N\ B .
o N—< ‘
N

Cl

C25H17CIN4O2S. Rend. 58%. Rf= (6:4-Hexano:Aeetato de etila): 0,844. PF: 176-
179°C. L.V., principais absorg¢des: (KBr, cm™): 1717.30 (C=0). RMN *H (300 MHz,
DMSO-dg), &: 4.412 e 4.422 (d, 2H, CH,), 6.503-7.940 (m, 15H, Ar). RMN **C (75.5
MHz, DMSO-dg), 8: 56.021 (CH;), 101.844 (Tiazol), 123.088-138.682 (Ar). 167.575
(C=N), 169.888 (C=0).

g) PMO7: 2-(2-((4-(4-bromofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)etil)

isoindolina- 1,3-diona

PMO7 N
O\ s

Br
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C25H17BrN4O2S. Rend. 55%. Rf= (6:4-Hexano:Aeetato de etila): 0,73. PF: 189-
193°C. I.V., principais absor¢des: (KBr, cm™): 1717.05 (C=0).

h) PMO08: 2-(2-((4-(4-fluorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno )hidrazona)etil) isoindoli-
na-1,3- diona

PMO08

N
O\ .
o \N:< |
N

Ca5H17FN4O2S. Rend. 50%. Rf= (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,63. PF: 176-179°C.
V., principais absorcdes: (KBr, cm™): 1714.47 (C=0). RMN *H (300 MHz, DMSO-
de), 8: 4.430 e 4.420 (d, 2H, CH2), 6.465 (s, 1H, CH tiazol), 7.022-7.359 (m, 9H, CH
Ar), 7.446 (t, 1H, CH), 7.860-7.947 (m, 4H, CH Ar ftalimida). RMN *3C (75.5 MHz,
DMSO-dg), 3 38.875 (CH2), 101.279 (CH tiazol),

115.060-138.304 (CH Ar), 148.323 (C=N), 160.151 e 163.417 (C-F), 167.583 (C=0),
169.933 (S-C=N).
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i) PM10: 2-(2-((4-(3,4-diclorofenil)-3- feniltiazol- 2(3H)-ilideno)hidrazona)etil) isoin -
dolina- 1,3-diona

PM10 Nx
_N\— .
0 N—< ‘
N

Cl

C25H16CI2N4O2S. Rend. 48%. Rf= (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,89. PF: 154-
157°C. I.V., principais absorcdes: (KBr, cm™): 1714.45 (C=0). RMN *H (300 MHz,
DMSO-d¢), &: 4.448 (s, 2H, CH,), 6.807-7.918 (m, 14H, Ar). RMN *C (75.5 MHz,
DMSO-dg), &: 40.127 (CHz), 104.590 (Tiazol), 123.109-137.337 (CH, Ar), 149.249
(Tiazol), 167.489 (C=N), 169.619 (C=0).
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APENDICE 2

Graficos de inibicdo de crescimento de promastigotas de L. amazonensis

submetidas ao tratamento com os compostos.

1. Tiossemicarbazona (TS)
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Ftalil-hidrazona-tiazol (PM)
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APENDICE 3

Graficos de inibicdo do numero de amastigotas intracelulares de L.

amazonensis submetidas ao tratamento com os compostos.

1. Tiossemicarbazona
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Ftalil-hidrazona-tiazol
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ANEXO 1

Alir bslunio da sou by
FIOCRUZ
L Fundagiio Oswaldo Cruz

Ceniro re Pesguisa Aggen Magalhaes

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacido

Certificamos que o Projeto intitulado. AVALIACAO DA POTENCIAL
ATIVIDADE ANTI-PARASITARIA E IMUNOMODULADORA DE COMPOSTOS
NATURAIS OU OBTIDOS POR SINTESE ORGANICA™ Protocolado sob o N°

26/2011, coordenado pelo (a) pesquisador (a) VALERIA REGO
ALVES PEREIRA esta de acordo com a Lei 11.794/2008 e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes/ Fundagcdo Oswaldo Cruz (CEUA-

CPgAM) em reunifo 09/02/2012. Na presente versao, este projeto esta

licenciado e tem validade até fevereiro de 2016

Quantitativo de Animais Aprovados

Espécie N° de Animais
CAMUNDONGO MUS MUSCULUS S8
BALB/c 60 dias 20g
TOTAL 600

We certify that the project entitied AVALIACAO DA POTENCIAL
ATIVIDADE ANTI-PARASITARIA E IMUNOMODULADORA DE COMPOSTOS
NATURAIS OU OBTIDOS POR SINTESE ORGANICA.(CEUA Protocol N°
26/2011), coordinated by VALERIA REGO ALVES PEREIRA is
according to the ethical principles in animal research adopted by the
Brazilian law 11.794/2008 and so was approved by the Ethical
Committee for Animal Research of the Centro de Pes
quisas Aggeu Magalhaes/ Fundacdo Oswaldo Cruz on Febuary 09,
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