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RESUMO

A leishmaniose tegumentar é uma doenca infecciosa negligenciada associada a deformidades
fisicas e efeitos psicologicos. A busca por novos agentes terapéuticos é necessaria e urgente,
devido a alta toxicidade dos medicamentos atualmente empregados para trata-la. Dentre os
novos candidatos a farmacos, os compostos derivados de tiossemicarbazonas e tiazdis tém
demonstrado atividade significativa contra tripanossomatideos. Desta forma, nos propomos a
avaliar a atividade bioldgica de novos derivados de isatina-tiossemicarbazonas e isatina-
hidrazona-tiazdis sobre Leishmania braziliensis. Inicialmente, realizamos a citotoxicidade
(CC50) dos compostos contra macrofagos J774 e eritrdcitos, por meio das técnicas do MTT e
atividade hemolitica, respectivamente. A atividade leishmanicida (IC50) foi avaliada em
formas promastigotas. A atividade antioxidante dos compostos também foi avaliada. A partir
dos dados de CC50 e IC50 foi determinado o indice de seletividade (IS). Os compostos com
melhores valores de IS foram testados quanto a atividade sobre formas amastigotas e efeitos
ultraestruturais, por meio de microscopia eletronica de varredura e transmissdo e citometria de
fluxo, em promastigotas. Todos os compostos das séries PA-Int e PA-1 foram capazes de
inibir o crescimento das formas promastigotas dos parasitos e apresentaram baixa toxicidade
em macroéfagos J774 e eritrécitos. Considerando que os derivados PA-Int5, PA-Int6, PA-1B e
PA-1J apresentaram os melhores indices de seletividade, foram avaliados seus efeitos frente a
formas amastigotas. Estes compostos foram capazes de causar efeitos antiproliferativos
reduzindo a sobrevivéncia dos parasitos intracelulares. Estas mesmas moléculas também
foram analisadas quanto ao potencial antioxidante, destacando-se PA-1J com melhor
atividade. Em relacdo as alteracBes ultraestruturais promovidas por estes 4 compostos em
formas promastigotas, os derivados da PA-Int5 e PA-Int6 promoveram modificacdes
sugestivas de morte celular por autofagia, como encolhimento do corpo celular, intensa
vacuolizacdo citoplasmética e presenca de perfis de membranas semelhantes ao reticulo
endoplasmatico circundando organelas. O composto PA-1J causou perda de material
citoplasmatico e de viabilidade celular. Diante de uma avaliacdo mais especifica destes sobre
a mitocondria dos parasitas, foi possivel notar que nenhum dos compostos induziu alteraces
significativas no potencial de membrana mitocondrial. Dessa forma, pode-se concluir que os
novos derivados de tiazois e tiossemicarbazonas representam protétipos promissores para o
tratamento da leishmaniose tegumentar. Nossos dados estimulam a realizagdo de estudos
futuros para modificagdes planejadas nestas moléculas, para que atuem de maneira mais

especifica contra L. braziliensis.



Palavras-chave: Leishmania braziliensis; Leishmaniose cutanea; Isatinas;

Tiossemicarbazonas; Tiazois.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is a neglected infectious disease associated with physical deformities
and psychological effects. The search for new therapeutic agents is necessary and urgent, due
to the high toxicity of the drugs currently available. Among the new drug candidates,
compounds derived from thiosemicarbazones and thiazoles have shown significant activity
against trypanosomatids. Thus, we evaluated the biological activity of new derivatives of
isatin-thiosemicarbazones and isatin-hydrazone-thiazoles on Leishmania braziliensis.
Initially, we assessed the cytotoxicity (CC50) of the compounds against J774 macrophages
and erythrocytes, using the MTT and hemolytic activity techniques, respectively.
Leishmanicidal activity (IC50) was evaluated in promastigote forms. The antioxidant activity
of the compounds was also evaluated. From the data of CC50 and IC50, the selectivity index
(IS) was determined. The compounds with the best IS values were tested for activity on
amastigote forms and ultrastructural effects on promastigotes, using scanning and
transmission electron microscopy and flow cytometry. All compounds in the PA-Int and PA-1
series were able to inhibit the growth of the parasitic promastigote forms and showed low
toxicity in J774 macrophages and erythrocytes. Considering that the derivatives PA-Int5, PA-
Int6, PA-1B, and PA-1J presented the best IS, we evaluated their effects against amastigotes.
These compounds were able to cause antiproliferative effects, reducing the survival of
intracellular parasites. These same molecules were also analyzed for antioxidant potential,
with PA-1J standing out with better activity. Regarding the ultrastructural changes promoted
by these 4 compounds in promastigote forms, the derivatives of PA-Int5 and PA-Int6
promoted modifications suggestive of cell death by autophagy, such as shrinking of the cell
body, intense cytoplasmic vacuolization, and presence of membrane profiles like endoplasmic
reticulum surrounding organelles. The compound PA-1J caused the loss of cytoplasmic
material and cell viability. Given a more specific evaluation of these on the mitochondria of
the parasites, it was possible to notice that none of the compounds induced significant
changes in the potential of the mitochondrial membrane. It can be concluded that the new
derivatives of thiazoles and thiosemicarbazones represent promising prototypes for the
treatment of cutaneous leishmaniasis. Our data encourage future studies for planned

modifications to these molecules so that they act more specifically against L. braziliensis.

Keywords: Leishmania braziliensis; Cutaneous leishmaniasis; Isatins; Tiazoles;

Thiosemicarbazones.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um grupo doengas tropicais negligenciadas (DTNs) com
altos indices de morbidade e mortalidade em regides tropicais e subtropicais do mundo
(LALATSA et al., 2020). Estas infeccBes sdo causadas por protozodrios pertencentes ao
género Leishmania responsaveis por diferentes caracteristicas clinicas, as quais variam de
manifestacGes tegumentares a viscerais com resultados potencialmente fatais (TORRES-
GUERRERO et al., 2017).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é a forma mais comum destas doengas,
caracterizada pelo desenvolvimento de lesGes ulcerativas limitadas, até nddulos disseminados
por todo corpo (BOCXLAER; CROFT, 2021). Estas lesdes geralmente sdo autocuraveis ao
longo de um periodo de meses ou ano (BAILEY et al., 2017). Porém, pacientes com LT,
infectados com Leishmania braziliensis, podem desenvolver lesdes crénicas que muitas vezes
ndo respondem ao tratamento com farméacos antiparasitarios (AMORIM et al., 2019).

Os agentes quimioterapicos como os antimoniais pentavalentes sdo indicados como
tratamento de primeira escolha da LT, e em casos de intoleréncia ou resisténcia a estes, a
anfotericina B, pentamidina e miltefosina podem ser utilizadas como terapia de segunda
escolha (ARONSON; JOYA, 2019). Embora sejam amplamente disponiveis, estes farmacos
sdo caros, causam efeitos adversos significativos, tem eficacia limitada, necessitam de
monitoramento continuo e administracdo em longo prazo (BERBERT et al., 2018). Além
disto, o surgimento e a disseminagdo de cepas resistentes a estes medicamentos e a auséncia
de uma vacina sdo fatores que contribuem para que a LT continue a ser um problema de
salide publica para os paises endémicos (SUNDAR; SINGH, 2018).

Novas moléculas provenientes de tiossemicarbazonas e tiazbis representam grande
interesse na quimica medicinal devido a sua viabilidade sintética e importancia bioldgica,
pois 0s mesmos estdo presentes em um grande nimero de compostos biologicamente ativos
(HALDYS; LATAJKA, 2013). As estruturas derivadas destes compostos possibilitam a
geracdo de diferentes tipos de derivados atraves de modificagcdes moleculares que permitem a
inibicdo de maltiplos alvos (FARIAS SANTIAGO et al., 2014). Além do design e sintese, a
avaliacdo bioldgica de novos derivados de tiossemicarbazonas e de tiazdis tem permitido a
descoberta de possiveis candidatos a farmacos para o tratamento de doengas causadas por
tripanossomatideos (MORAES GOMES et al.,, 2016; DA SILVA et al, 2017; DE
OLIVEIRA FILHO et al., 2017; QUEIROZ et al., 2020).
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Com isso, no presente estudo nos propomos a avaliar os efeitos bioldgicos e
ultraestruturais de novas isatina-tiossemicarbazonas e isatina-hidrazona-tiazois produzidas

dentro de uma visao mais especifica contra L. braziliensis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Tegumentar

A Leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada (DTN) causada por protozoarios
do género Leishmania. As DTNs compreendem um grupo de 20 diferentes doencas causadas

por microrganismos, responsaveis por significativa morbidade e mortalidade em todo o
mundo (VARIKUTI et al., 2018). Estima-se que uma a cada cinco pessoas em todo o0 mundo

corre risco de desenvolver uma DTN (WHO, 2018). Muitos fatores conduzem a
endemicidade e persisténcia da transmissédo destas doencas, pois as populacdes afetadas
geralmente vivem em infraestruturas inadequadas, com auséncia de saneamento adequado,
com contato proximo a vetores infecciosos e, muitas vezes, sem acesso a recursos meédicos
para diagnostico e tratamento (OKWOR;UZONNA, 2016).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é a forma de doenga mais comum de leishmaniose e
se manifesta com lesfes na pele e/ou mucosas. Estima-se que aproximadamente mais de 1
milhdo de novos casos de LT sdo notificados anualmente, envolvendo aproximadamnete 20
diferentes espécies de Leishmania. Cerca de 95% destes casos ocorrem nas Ameéricas, na
bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central (WHO, 2018).

Nas Américas, essa doenca estd presente em 19 paises, sendo o Brasil o pais mais
afetado, respondendo por 96% de todas as notificacdes. A transmissdo da doenca €
considerada estavel em paises como Colémbia e Venezuela; enquanto paises como
Argentina, Brasil e Paraguai apresentam um padrdo de transmissao que mostra expansao em
novos territorios afetados pela doenca (HERRERA-ACEVEDO et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo mundial de individuos com Leishmaniose Tegumentar.
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Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial da Saude (2018).

Inicialmente, a LT era restrita as populacfes de areas rurais. Todavia, processos como
urbanizacdo e desmatamento levaram a adaptacdo dos ciclos de transmissdo para ambientes
peridomiciliares, aumentando as areas de transmissdo da doenca (VALERO; URIARTE,
2019). Além do mais, 0 nimero de casos em &reas ndo endémicas tem crescido devido a
migracdo de individuos infectados, melhorias do diagnéstico e de notificacdo de casos,
incluindo aumento da detec¢do da doenca associada a infec¢cdes oportunistas e o surgimento
de resisténcia dos parasitos aos farmacos usados no tratamento (ANVERSA et al., 2018).

A LT é transmitida por fémeas de insetos flebotomineos dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia. Cerca de 700 espécies de flebotomineos ja foram descritas, destes 30 sdo vetores
responsaveis pela transmissdo da doenca, e mais de 40 sdo vetores suspeitos. O género
Phlebotomus, responsavel pela transmissdo no Velho Mundo, é encontrado em ecossistemas
deserticos ou semiaridos, como também podem estar situados em locais periurbanos;
enquanto Lutzomyia, é predominante no Novo Mundo, transmitindo a doenga em regides
florestais e locais préximos (ORYAN; AKBARI, 2016).

O ciclo de vida da Leishmania spp. envolve diferentes estagios evolutivos que se
alternam entre hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (vetor flebotomineo)
(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). A fim de se adaptar aos diferentes microambientes
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interiores de seus hospedeiros, os parasitas sofrem transformacdes bioldgicas que promovem
mudancas estruturais e metabdlicas. Estes protozoarios possuem duas formas evolutivas,
sendo estas: promastigotas, formas madveis extracelulares localizadas no vetor flebotomineo e
na corrente sanguinea do hospedeiro apos infeccdo; e amastigotas, formas intracelulares
imdveis encontradas dentro de fagolisossomos dos macréfagos e de outros fagocitos de

mamiferos (LIDANI et al., 2017), como mostrado na Figura 2.

Figura 2 - Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Legenda: Durante o repasto sanguineo, o inseto flebotomineo infectado regurgita promastigotas de
Leishmania spp. na pele do hospedeiro (1). Granulécitos e macr6fagos sdo recrutados para a area da
picada e fagocitam as promastigotas (2). Em macréfagos, promastigotas sdo convertidas em
amastigotas, que se multiplicam e rompem as células hospedeiras (3). As amastigotas sdo liberadas
para infectar outras células (4). Quando se alimentam de sangue em um hospedeiro infectado (5), o
vetor ingere macrofagos infectados com amastigotas (6). Estas formas se transformam em
promastigotas no intestino do mosquito (7). Promastigotas se multiplicam e sdo transformadas em
formas metaciclicas e migram para a probéscide do vetor, de onde sdo injetadas no hospedeiro
durante o repasto (8).

Fonte: Adaptado de Reithinger et al. (2007).

As lesdes caracteristicas da LT desenvolvem-se ap6s um longo periodo de incubacao
(2-8 meses), em partes do corpo que estdo principalmente expostas, tais como rosto,

antebracos e pernas. Estas lesdes geralmente se apresentam como uma Unica pépula



21

eritematosa acastanhada e indolor, ou como mudltiplas lesdes grandes e localmente destrutivos
(UZUN et al., 2018; BILGIC-TEMEL et al., 2019).

A Leishmania (Viannia) braziliensis é responsavel pela maioria dos casos de LT,
caracterizados por diferentes fenotipos clinicos: leishmaniose cuténea (LC), leishmaniose
disseminada (LD) e leishmaniose mucocutanea (LM) (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019)
(Figura 3).

Figura 3 — Manifestagdes clinicas da Leishmaniose Tegumentar.
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Legenda: (A) Leishmaniose Cténea; (B) Leishmaniose Disseminaa,
(C) Leishmaniose Mucocuténea.
Fonte: Murback et al. (2011); McGwire; Satoskar (2014).

A LC é caracterizada por lesdes benignas localizadas e autolimitantes; a LD é
relacionada ao desenvolvimento de lesdes nodulares distribuidas por todo o corpo; e a LM €
uma condigdo potencialmente fatal em 10% dos casos, caracterizada pelo acometimento das
mucosas da boca e do nariz, (BURZA et al., 2018). A LM e LD sdo variantes severas e
dificeis de tratar, que podem resultar em destruicdo parcial ou total das membranas mucosas
do nariz, boca e garganta, promovendo aos pacientes acometidos alteracbes tegumentares
desfigurantes (SILVA et al., 2017).

Embora estas lesfes sejam autocuraveis na maioria dos casos, o tratamento € util para
acelerar o processo de cicatrizacdo, prevenir complicacdes, desenvolvimento de disfuncgdes,
disseminacéo e recorréncia de lesdes (UZUN et al., 2018). As cicatrizes desfigurantes podem
perdurar ao longo da vida (BISETEGN et al., 2020) causando quadros de ansiedade, estresse,
depressao, e promovendo impactos sociais e econdmicos aos pacientes acometidos (BENNIS
etal., 2017; TAMIRU et al., 2019).
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Além disto, a infeccdo por L. braziliensis pode promover o desenvolvimento de lesdes
crbnicas, que muitas vezes nao respondem as terapias convencionais devido a mecanismos de
variaces na expressdo de genes correlacionados com a carga parasitaria em lesdes
tegumentares (AMORIM et al., 2019). Alguns individuos infectados apresentam lesdes
atipicas que se assemelham a outras condi¢bes dermatoldgicas, tais como micoses
subcutaneas e profundas, linfoma cutaneo, pseudolinfoma e carcinoma de células basais e
escamosas (MEIRELES et al., 2017), que necessitam de um diagnostico diferencial e preciso,
para evitar tratamentos desnecessarios, agravamento do quadro e continuidade da transmissao
do parasito (ATYATOLLAHI et al., 2015).

2.2 Biologia celular da Leishmania spp.

A Leishmania spp. possui uma organizagdo celular significativamente diferente das
demais células eucaridticas (TEIXEIRA et al., 2013) (Figura 4). Este protozoéario apresenta
organelas peculiares, tais como cinetoplasto, reservossomos, acidocalcissomas e
glicossomos, além de processos metabdlicos Unicos, que sdo potenciais alvos de novos
agentes terapéuticos (MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).

Figura 4- Representacdo esquematica da seccdo longitudinal das formas evolutivas de Leishmania spp.
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Legenda: A — Forma promastigota; B- Forma amastigota.
Fonte: Teixeira et al. (2013).
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2.2.1 Superficie celular

A membrana plasmatica, o glicocalice e o citoesqueleto sdo as principais estruturas
que compbem a superficie celular da Leishmania spp. A membrana plasmatica deste
protozoario, como em todas as celulas, é composta por uma bicamada lipidica constituida por
diferentes lipideos e proteinas. (SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010). Nos
tripanossomatideos, fendmenos que promovam aumento da rigidez da membrana causada
devido peroxidacdo de lipideos presentes nesta estrutura e o vazamento de eletrélitos podem
levar a morte celular, enquanto efeitos menores nesta rigidez causam diminuic¢éo potencial na
motilidade do parasita e na sua capacidade de infectar macr6fagos (ALONSO et al., 2020).

O glicocalice é constituido por carboidratos associados a proteinas periféricas e
lipideos. E uma estrutura localizada na camada externa da membrana plasmatica presente em
todos os estdgios evolutivos do parasito, responsavel pela interacdo parasito/hospedeiro
(SOUZA, 2008). Ja os microtabulos sub-peliculares sdo os principais componentes do
citoesqueleto do parasito. Essas estruturas sao encontradas abaixo da membrana plasmatica
dispostas por todo o corpo celular, estabelecendo maior rigidez e estabilidade. Estes
microtubulos estdo conectados entre si, com a membrana plasmatica e o reticulo
endoplasmatico (SOUZA; ATTIAS; RODRIGUEZ, 2009).

2.2.2 Bolsa Flagelar, Flagelo e Citéstoma

O flagelo da Leishmania spp. € composto de nove pares de microtubulos periféricos
dispostos ao longo de um circulo com um par de microtibulo central, todos imersos em uma
matriz citoplasmatica revestida por uma membrana celular em toda a sua extensdo (SOUZA;
CARVALHO; BARRIAS, 2010). Envolvido em processos como mobilidade celular e adeséo
do parasito a superficie da célula dos hospedeiros, o flagelo emerge na mesma regido onde se
localiza uma invaginacdo da membrana plasméatica denominada bolsa flagelar. Esta é uma
regido de intensa atividade endocitica e exocitica, que difere do flagelo e da membrana do
corpo celular quanto a distribuicdo de particulas intramembranosas e a localizacdo de
algumas proteinas (HILL, 2003; DURANTE et al., 2015).

Além da bolsa flagelar, uma outra invaginacdo proxima a esta regido forma uma
estrutura denominada de citdstoma. Este é um compartimento isolado do meio extracelular

encontrado apenas em formas amastigotas, responsavel pela captacéo, através do mecanismo
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de endocitose, de macromoléculas essenciais para 0 metabolismo do parasita (SOUZA et al.,
2009).

2.2.3 Mitocondria e Cinetoplasto

Os tripanossomatideos possuem uma Unica mitocondria que se estende por todo o
corpo celular contendo func@es e estrutura analogas a das células eucaridticas. Esta organela
€ uma das principais estruturas nestes protozoarios responsavel pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) e de enzimas responsaveis pela regulacdo dos niveis destes
radicais livres. Sendo relevante a acdo destas enzimas antioxidantes, pois conforme o
estimulo fisiolégico, as ERO’s podem desencadear mecanismos de sinalizacdo ou
citotoxicidade, que comprometam a sobrevivéncia do protozoario (TOMAS; CASTRO,
2013; SALINAS, 2013).

Em uma regido especifica da mitocondria esta presente uma estrutura complexa
formada de DNA, chamada cinetoplasto, que varia sua ultraestrutura de acordo com o estagio
evolutivo do parasito (MENNA-BARRETO; CASTRO, 2014). O DNA mitocondrial que
forma o cinetoplasto é conhecido como kDNA e representa 30% do material genético total da
célula. Ele é composto de moléculas circulares que, juntas e interconectadas, formam uma
rede Unica. Dois tipos de KDNA podem ser encontrados, 0s minicirculos e os maxicirculos
(CAVALCANTI; SOUZA, 2018).

Os minicirculos correspondem a aproximadamente 90% do total da massa de DNA
mitocondrial e sua principal funcdo € codificar pequenos RNAs guias que controlam a
especificidade de edicdo do RNA nesta organela (FIDALGO;GILLE, 2011). Os maxicirculos
sdo estruturalmente e funcionalmente homoélogos ao DNA mitocondrial de eucariotos
superiores, e sdo responsaveis por codificar RNAs ribossomais para inimeras proteinas.
Muitas destas contribuem para fungdes vitais da célula, principalmente as envolvidas com 0s
mecanismos de transducgéo de energia (JENSEN; ENGLUND, 2012).

2.2.4 Acidocalcissomas

Uma caracteristica peculiar de tripanossomatideos parasitos, quando comparadas as
células de mamiferos, € a presenca de estruturas citoplasmaticas delimitadas por uma unidade
de membrana e que conttm em seu interior um material elétron-denso (DOCAMPO;
MORENO, 2013). Estas estruturas denominadas acidocalcissomas, sdo organelas acidas que
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estocam uma alta concentracdo de fésforo complexado com calcio (NI'YOGI et al., 2015).
Elas também armazenam quantidades consideraveis de magnésio, sodio, potassio e zinco,
além de desempenharem um papel importante na resposta ao estresse osmatico e na
manutencdo do pH intracelular (DOCAMPO; MORENO; ULRICH, 2010).

2.2.5 Glicossomos

Estas organelas sdo essenciais na sobrevivéncia dos tripanossomatideos, por apresentar
um grande nimero de enzimas importantes na via glicolitica destes protozoarios, razéo pela
qual foram denominadas glicossomos (BANERJEE et al., 2019). Os glicossomos
compartimentalizam enzimas da B-oxidacdo de acidos graxos, sintese de éter-lipidios,
esterdis, pirimidinas e enzimas da via de recuperagéo de purinas (GUTHER et al., 2014). No
entanto, estas estruturas ndo possuem um genoma e todas as suas proteinas sdo codificadas
por genes nucleares, transcritas em ribossomos livres, e encaminhadas para dentro destas
organelas (HANSTRA et al., 2016).

2.2.6 Megassomos

Algumas espécies de Leishmania apresentam organelas com atividade lisossomal,
denominadas megassomos devido ao seu grande tamanho. Estas estruturas apresentam
varia¢fes no nimero e no tamanho conforme a espécie de Leishmania spp. Estdo presentes
em formas amastigotas das espécies de L. amazonensis, L. mexicana e L. pifanoi, e em
formas promastigotas e amastigotas de L. chagasi (ALBERIO et al., 2004; UEDA-
NAKAMURA; ATTIAS; SOUZA, 2007), desempenhando papel importante na viruléncia e
favorecem a sobrevivéncia intracelular do parasito (MCMAHON-PRATT; UEDA-
NAKAMURA; TRAUB-CSEKO, 2010).

Essas organelas sdo ricas em cisteino-proteinases e exibem grandes quantidades de
hidrolases lisossomais. Estas enzimas desenvolvem um importante papel durante o processo
de endocitose, permitindo que 0s megassomos sejam capazes de armazenar macromoléculas
ingeridas pelos parasitos (SOUZA; ATTIAS; RODRIGUEZ, 2009).
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2.3 Fendtipos de morte celular da Leishmania spp.

A compreensdo detalhada da biologia celular do parasita, por meio de andlises
ultraestruturais, pode fornecer informacdes essenciais para novas abordagens quimioterapicas
baseadas nos mecanismos de morte celular (DAS et al., 2021). A apoptose, autofagia e
necrose (Figura 5) sdo fendtipos de morte que ocorrem em Leishmania e em outros
protozoarios parasitos (MIRANDA et al., 2017).

Figura 5 — Fendtipos de morte celular em Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Fernandes Rodrigues; Souza (2008).

A apoptose € um processo fisioldgico essencial que desempenha um papel critico no
desenvolvimento e na homeostase dos tecidos em organismos multicelulares, mas que
também é observado em outros microrganismos eucaridticos, como leveduras e protozoarios
(AWASTHI et al., 2018). Em Leishmania spp., este fen6tipo permite regular a densidade
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celular do parasito no hospedeiro para evitar o hiperparasitismo e modula a imunidade do
hospedeiro (BASMACIYAN et al., 2019).

Processos apoptdticos em tripanossomatideos sdo caracterizados por alteracdes
morfoldgicas e biogquimicas, tais como perda de adesdo e arredondamento associadas ao
encolhimento celular, a presenca de bolhas na membrana plasmatica, condensacdo da
cromatina, fragmentacgéo nuclear, alteracdes na fisiologia mitocondrial (MENNA-BARRETO,
2019). Neste caso, a mitocondria apresenta um incha¢o na sua estrutura acompanhada de
perturbacdes na homeostase do célcio, na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
despolarizacéo no potencial de membrana (MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).

Sugere-se que estes parasitos apresentem uma morte celular por apoptose bastante
primitiva. Nos tripanossomatideos, este tipo de morte necessita da formacdo de ERO’s e ndo
depende principalmente da acdo de proteinas pré-apoptdticas, como ocorre nas células de
mamiferos (RODRIGUES et al., 2019). Na morte celular da Leishmania spp. ha uma estreita
relacdo entre apoptose e autofagia mediada por metacaspases, que desempenham um papel
semelhante as caspases, ausentes neste parasita (MARINO et al., 2014; BASMACIYAN;
CASANOVA, 2019).

Na morte celular autofagica, também chamada de necrose programada, uma via de
sinalizacdo celular é regulada por proteinas responsaveis pela degradacdo e reciclagem de
componentes da célula (PEDRA-REZENDE et al., 2020). Dentre as -caracteristicas
morfolégicas da autofagia destacam-se o aumento no numero de inclusbes lipidicas e a
presenca de perfis de reticulo endoplasmético envolvendo organelas inteiras e danificadas
(BRITTA et al., 2014). Em resposta ao estresse, a autofagia induzida por xenobidticos é uma
estratégia de sobrevivéncia na Leishmania. Porém, em condicdes de estresse continuo, a
propria autofagia promove a morte do parasito (SCARIOT et al., 2017). Bem como, a
autofagia exacerbada também pode levar a uma necrose (PROTO et al., 2013).

A necrose, morte celular acidental, envolve a ruptura da membrana plasmatica,
alteracbes na homeostase do célcio, degradacdo dependente de hidrolases lisossomais e
vacuolizacdo citoplasmatica. A perda da integridade celular promove a liberacdo dos
componentes intracelulares e induz uma resposta inflamatéria (KROEMER et al., 2009;
MENNA-BARRETO, 2019). O fendtipo necrotico nesses protozoarios esta relacionado ao
estresse oxidativo, assim como ocorre na apoptose. A diminui¢do do potencial de membrana
mitocondrial ocasionado por modificagcGes nos niveis de ERO’s, e consequentemente a falta
de funcionalidade desta organela, favorece a morte celular dos parasitos (CORRAL et al.,
2016).
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2.4 Quimioterapia da Leishmaniose Tegumentar

A quimioterapia é fundamental para o controle e tratamento da leishmaniose
tegumentar. A vacinagdo € uma alternativa atraente e viavel porque a prote¢do de longo prazo
é tipica em pacientes que se recuperam da doenca. Poréem, nenhuma vacina humana foi ainda
aprovada para uso, mas varios candidatos estdo em varios estagios de teste (ZABALA-
PENAFIEL et al., 2020)

O manejo da doenga apresenta varias limitacbes devido a problemas associados a
eficacia, toxicidade e a necessidade de administracdo diaria dos medicamentos disponiveis
para o tratamento (OYAMA et al., 2018). Além disso, a resisténcia das diferentes espécies de
Leishmania spp. surge devido a mutagdes genéticas que diminuem a resposta dos parasitos
aos farmacos convencionais (PONTE-SUCRE et al., 2017).

Desde 1940, os antimoniais pentavalentes (antimoniato de meglumina [Glucantime®] e
estibogluconato de sédio [Pentostam®]) sdo os principais medicamentos empregados contra
as diferentes formas clinicas da LT (BRASIL et al., 2017). O mecanismo de acdo dos
antimoniais frente as formas evolutivas de Leishmania ndo é totalmente conhecido, e h&
divergéncias se o0 metabdlito ativo do antimonial é pentavalente ou trivalente
(HUSEINELAHMED et al., 2020). Porém, sugere-se que estes farmacos sdo capazes de
inibir a sintese de ATP do parasito (AN et al., 2019).

Os antimoniais podem causar efeitos adversos comuns como, mialgia, artralgia,
fadiga, anorexia, nausea e dor de cabeca; além de efeitos graves e potencialmente fatais, tais
como pancreatite, hepatite, arritmias e toxicidade renal (OLIVEIRA et al., 2011; LYRA et
al., 2016, RODRIGUES et al., 2020). Falhas no tratamento com estes farmacos de primeira
escolha foram relatadas em cerca de 30% dos casos na América Latina (NAVAS et al.,
2020). Apos conclusao do esquema terapéutico com os antimoniais, 0s casos de insucesso da
cura clinica sdo considerados falhas no tratamento. Por isso, um farmaco de segunda escolha
como a anfotericina B ou pentamidina devera ser utilizado (VASCONCELOS et al., 2018).

A anfotericina B (AMB) é um antibidtico macrolideo polieno, derivado do
Streptomyces nodosus, que apresenta potente atividade antifungica e leishmanicida. Este
farmaco interage com o ergosterol na membrana plasmatica da Leishmania, desencadeia a
perda de componentes intracelulares, e consequentemente a morte do parasito (JAAFARI et
al., 2019). Porém, o uso clinico da forma classica de AMB (Fungizone®) tem sido limitado

devido causar nefrotoxicidade e cardiotoxicidade, além de ser restrita a ambientes
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hospitalares. Por este motivo, a forma lipossomal da AMB (Ambisome®) tem apresentado
maior sucesso no tratamento da leishmaniose por demonstrar maior eficacia e causar menor
toxicidade renal (BERENGUER et al., 2020).

Em comparacéo ao AMB convencional, uma dose mais elevada da formulagdo lipidica
deve ser administrada para apresentar eficicia no tratamento (SHIRZADI, 2019). No entanto,
o principal fator limitante no tratamento com AMB lipossomal é o alto custo. Deste modo, a
sua utilizacdo pode ser limitada em paises em desenvolvimento ou entre individuos que
apresentem baixos recursos financeiros para tratamento (NGUYEN et al., 2019). Além disso,
a forma lipidica da AMB tem meia-vida de circulagdo curta e atinge rapidamente altas
concentragdes no figado e baco (AKBARI et al., 2017).

Nos casos de resisténcia e intolerancia aos antimoniais, a pentamidina, uma diamidina
aromatica, pode ser empregada para o tratamento da LT. Sintetizada no inicio da década de
40, este composto demonstrou atividade frente a Trypanosoma cruzi e a Pneumocystis

jirovecii (GADELHA et al., 2018). A atividade antiparasitaria das diaminas despertou o
interesse para a sua utilizacdo como um composto hipoglicémico que poderiam comprometer
o metabolismo energético das diferentes espécies de Leishmania (COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017). Porém, a pentamidina exerce agdo nos parasitos se
acumulando e blogueando a replicacdo do cinetoplasto (YANG et al., 2016).

A pentamidina é utilizada como tratamento de primeira escolha especificamente para
infeccdo por L. (V.) guyanensis, necessitando de um menor tempo de tratamento e menor
quantidade de doses quando comparado aos antimoniais (GADELHA et al., 2015). Apesar de
demonstrar uma eficacia comparavel tanto em casos de uso sisttmico gquanto intralesional, o
tratamento com a pentamidina apresenta uma alta frequéncia de efeitos tdxicos, como
cardiotoxicidade e distarbios metabdlicos (BASILE et al., 2020).

Outro agente de segunda escolha é a miltefosina, primeiro e Gnico medicamento oral
aprovado, nos Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA), para o tratamento
da leishmaniose (EMILIANO et al., 2018). O mecanismo de acdo deste farmaco, inicialmente
desenvolvido como um agente antineoplasico, é desconhecido, mas acredita-se que ele
interage com lipidios da membrana plasmaética e induzem morte celular dos parasitas por
apoptose (WARE et al., 2020). O tratamento com a miltefosina induz comumente o
surgimento de reagOes gastrointestinais; e como efeitos raros, incluem-se a hepatotoxicidade,
insuficiéncia renal e teratogenicidade. Outras desvantagens sdo o alto custo e 0s potenciais
riscos de falha terapéutica (MANN et al., 2020).
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A paromomicina, também conhecida como aminosidina, € o mais recente farmaco de
segunda linha que tem demonstrado atividade leishmanicida isolada ou em regimes de
combinacdo (SHAW et al, 2019). O mecanismo de acdo deste farmaco nédo foi
completamente elucidado, porém € sugerido que ele é capaz de inibir a translocacdo e a
reciclagem de subunidades ribossomicas, promover alteracdes no potencial de membrana
mitocondrial e interferir na sintese proteica do parasita (MATOS et al., 2020). As principais
vantagens da paromomicina estdo relacionadas a ndo inducdo de efeitos teratogénicos ou
mutagénicos, além do baixo custo (ESFANDIARI et al., 2019). Porém, necessita do
desenvolvimento de formulagfes injetaveis e tdpicas, pois este farmaco apresenta baixa
absorcéo oral e tempo de meia vida curto via administracdo parenteral, exigindo altas doses
multiplas que promovem ototoxicidade e nefrotoxicidade (SHALEV et al., 2015). Além do
mais, a sua utilizacdo no Brasil ndo é aprovada para o tratamento de espécies de Leishmania
responsaveis pelo desenvolvimento da LT (COSER et al., 2020).

Diante destas limitacbes, € urgentemente necessaria a busca por novos agentes
quimioterapicos com atividade anti-Leishmania que sejam seguros, eficazes, acessiveis,
administrados por vias ndo-invasivas, e que apresentem ciclos de duragéo curtos e bons perfis
de seguranca (DNDI, 2019). Nos ultimos anos, tem sido observado um esfor¢o crescente para
gue mais compostos leishmanicidas sejam descobertos e estudados utilizando diferentes,
incluindo terapia combinada, reposicionamento de farmacos e busca por novas formulacdes
(ALCANTARA et al., 2018; SANGENITO et al., 2019).

2.5 Derivados de Isatinas, Tiossemicarbazonas e Tiaz0is

No desenvolvimento de novos farmacos, a hibridizacdo molecular é uma estratégia
poderosa que permite o design de novos ligantes ou protétipos, com base no reconhecimento
de subunidades farmacoféricas na estrutura quimica de dois ou mais conhecidos derivados
bioativos (BERUBE et al., 2016). A construcio dessas moléculas hibridas se da por meio da
combinacdo de duas ou mais estruturas quimicas inteiras usando uma cadeia de ligacéo, ou
por meio da ligacdo direta de porcdes de diferentes compostos (VIEGAS-JUNIOR et al.,
2007; FRAGA et al., 2009).

Esta ferramenta tem promovido o desenvolvimento e a modificagdo estrutural de
prototipos com espectro bioldgico mais amplo, maior eficacia, menor toxicidade e que atuem
em multiplos alvos farmacoldgicos (GOMES et al., 2017). Dentre 0s grupos quimicos

explorados, isatinas, tiossemicarbazonas e tiazolil-hidrazonas séo notaveis por apresentarem
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uma ampla gama de atividades bioldgicas, principalmente antiparasitarias (P1ZZO et al.,
2011; MASOUD et al., 2012; MOREIRA et al., 2012; BANDGAR et al., 2013).

Nos ultimos anos, a isatina (indol-2,3-diona) (Figura 6) tem sido amplamente utilizada
juntamente com outros grupos farmacoforicos na sintese de uma variedade de compostos
organicos (GANIN et al., 2019). Por causa da propriedade altamente reativa do grupo
carbonila na posicdo C3, a isatina é essencial nos estudos de sintese organica (RAMADAM
et al., 2020). As bases de Schiff destas estruturas também sdo comumente utilizadas devido
suas propriedades biolégicas (MORADI; ZIARANI; LASHGARI, 2017).

Figura 6 - Estrutura quimica da isatina.
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Fonte: SAGNOU et al. (2020).

Este derivado do indol foi obtido pela primeira vez em 1841 por Erdman e Laurent,
como um produto da oxidacdo do corante indigo por meio de &cido nitrico e crémico. A
isatina estd presente nas plantas do género Isatis, e Couroupita guianensis e na secre¢do da
glandula parétida de sapos Bufo. Além do mais, € um composto endégeno encontrado no
cérebro de mamiferos, tecidos periféricos e fluidos corporais (PHOGAT et al., 2015;
SAGNOU et al., 2020). Vérios estudos sugerem a importancia do desenvolvimento de
hibridos a base de isatina como agentes antineoplasicos, antioxidantes, antimicrobianos,
antiinflamatérios (WANG et al., 2018), anticonvulsivantes, ansioliticos e antivirais
(MEDVEDEV et al., 2018).

As tiossemicarbazonas e os tiazois também sdo compostos que tem se destacado
devido possuirem atividades sob diversos sistemas biologicos, sendo promissores no
desenvolvimento de possiveis agentes quimioterapicos (FONSECA et al., 2015). As
estruturas destes compostos despertam interesse na quimica medicinal por possibilitarem a
geracdo de diferentes tipos de derivados através de modificacbes em suas estruturas, por
apresentarem facilidade de sintese e baixo custo associado (CARDOSO, 2014).
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As tiossemicarbazonas (Figura 7) sdo uma classe de compostos derivados da
condensacédo da tiossemicarbazidas com cetonas ou aldeidos adequados (RAMADAN et al.,
2020). Estas moléculas geralmente s@o capazes de se complexar com ions metalicos por meio
de seus atomos de enxofre e nitrogénio, sendo seu mecanismo de acdo modulado pela

estrutura do ligante e pela natureza do metal (SOARES et al., 2017).

Figura 7 - Estrutura quimica geral da tiosemicarbazona.
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Fonte: JAMAL et al. (2019).

Estas moléculas conseguem atravessar facilmente membranas bioldgicas in vivo com
alta probabilidade de interagir com macromoléculas, tais como 0 DNA e proteinas (DU et al.,
2002; DILOVIC et al., 2008). Diversos estudos ja comprovaram que derivados destas
moléculas apresentam potencial valor como substancias biologicamente ativas apresentando
atividades antimicrobiana (IBRAHIM et al., 2018), antiproliferativa (BRAGA et al., 2016),
antitumoral (SANTOS et al., 2016), antiparasitaria (ESPINDOLA et al., 2015) e antiviral
(MORAES GOMES, 2018) e larvicida (SILVA et al., 2015).

As estruturas derivadas de tiossemicarbazonas possibilitam a geracdo de diferentes
tipos de derivados através de modificacbes em suas estruturas que permitem a inibicdo de
maultiplos alvos (PRAJAPATI et al., 2019). Por este motivo, estes compostos representam
excelentes protétipos para o desenho e desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas
(BLAU et al., 2013).

As moleculas derivadas de tiossemicarbazonas sdo potenciais moléculas
antiparasitarias contra T. cruzi, Plasmodium falciparum e T. brucei, os quais atuam através da
inibicdo de cisteino-proteinases e sdo capazes de inibir multiplos alvos desconhecidos
(GREENBAUM et al., 2004). Essas moléculas sdo bons agentes quelantes capazes de inibir
ou mimetizar a acdo de enzimas, por meio de reagdes de redox ou complexacdo de metais
enddgenos (BERALDO, 2004).
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Estes derivados tém demonstrado eficacia na inibicdo de cisteina proteases de
Leishmania spp., as quais sdo essenciais para viruléncia, viabilidade, manutencdo da
morfologia deste protozoario e nos mecanismos de evasdo frente a resposta imunologica
executada pelas células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro (SCHRODER et al.,
2013; SCHAD et al., 2015).

O tiazol (1,3 tiazol) (Figura 8) é um composto com estrtutura quimica pequena que
contém atomos de enxofre e nitrogénio, e ocupa um lugar importante na quimica medicinal
devido seus derivados estarem presentes em diversas moléculas com propriedades bioldgicas
(ABDU-RAHEM et al., 2021).

Figura 8 - Estrutura quimica do 1,3 tiazol.
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Fonte: ABDU-RAHEM et al. (2021).

Novos compostos provenientes de anéis de tiazol tém demonstrado eficacia em
tratamentos de doencas fungicas e parasitarias, devido inibirem a biossintese de ergosterol
(WISASTRA et al., 2011; PAIVA et al., 2014). Esta via metabolica é essencial para a
sobrevivéncia dos tripanossomatideos, representando desta forma, um alvo de acdo atrativo
para farmacos leishmanicidas, uma vez que células do hospedeiro ndo possuem esta via
(KESSLER et al., 2013).

Dentre as atividades bioldgicas ja relatadas, os compostos derivados de tiazol incluem-
se como agente antineoplasicos (SANTOS et al., 2016), anti-inflamatérios (HELAL et al.,
2013; DEB et al., 2013), antivirais (PACCA et al, 2017; SINGH et al., 2020),
antimicrobianos (ARORA et al., 2015; MISHRA et al., 2020) e antiparasitarios (CARDOSO
etal., 2014; FARIAS SANTIAGO et al., 2014; GOMES et al., 2016; DE OLIVEIRA FILHO
et al., 2017; OLIVEIRA BARBOSA et al., 2019; FILHO et al., 2020). Além do mais, nosso
grupo de pesquisa também demonstrou a atividade leishmanicida de novos derivados
tiazdlicos que atuam de forma mais seletiva contra L. infantum (ALIANCA et al. 2017
QUEIROZ et al., 2020).
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Até o presente momento, nenhum estudo relatou os efeitos de derivados a base de
derivados isatinas-tiossemicarbazonas e isatinas-hidrazonas-tiazois frente a Leishmania
braziliensis. Nossos resultados visam contribuir para o desenvolvimento de um possivel
candidato a agente quimioterapico e/ou uma nova abordagem terapéutica contra a

leishmaniose tegumentar.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Avaliar a atividade bioldgica de novos derivados de isatina-tiossemicarbazonas e

isatina-hidrazona-tiazéis sobre Leishmania braziliensis.

3.2 ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito citotdxico dos compostos sobre macréfagos J774 e eritrocitos;

b) Analisar o efeito dos compostos sobre a viabilidade de formas promastigotas de L.
braziliensis;

c) Avaliar in vitro a acdo dos compostos sob o indice e o percentual de infeccdo de
amastigotas intracelulares de L. braziliensis em macréfagos J774;

d) Analisar o potencial antioxidante dos compostos;

e) ldentificar possiveis alvos intracelulares dos compostos em promastigotas de L.

braziliensis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Derivados de isatina-tiossemicarbazonas e isatina-hidrazona-tiazoéis

A sintese e a caracterizagdo quimica de novas moléculas de isatina-tiossemicarbazonas
(PA-Intl a PA-Int7) e de isatina-hidrazona-tiazdis (PA-1A a PA-1J) foram realizadas pelo
grupo de pesquisas da Dr® Ana Cristina Lima Leite, no Laboratério de Planejamento em
Quimica Medicinal (LPQM), Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Os sete compostos da série PA-Int avaliados neste estudo sdo estruturalmente
diferentes em dois aspectos. O primeiro aspecto de diferenciacdo para 0s compostos da série
sdo os substituintes encontrado ligado a posi¢cdo R1lem C-5 da isatina (hidrogénio, nitro ou
cloro). A diferenca estrutural adicional diz respeito ao padréo de substituicdo da posicdo R2
em N-4 da tiossemicarbazona (hidrogénio, fenil ou metil). Em relacdo aos compostos da série
PA-1, a posicdo R3 do tiazol apresenta como substituintes o anel fenil, metil, metoxi, nitro ou

halogénios (flGor e cloro) (Figura 9).
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Figura 9 — Sintese de novos derivados isatina-tiossemicarbazonas e isatina-hidrazona-
tiazdis
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Legenda: (A) Sintese dos compostos da série isatina-tiossemicarbazonas; (B) Sintese dos compostos
isatina-hidrazona-tiazois.

Para a realizacdo dos testes, estes compostos foram diluidos em 1 % DMSO,
concentracdo nao tdxica ao parasita inferior a 1%. O preparo da solucdo de trabalho foi
realizado sempre no momento da montagem do experimento para garantir a estabilidade dos

compostos.

4.2 Cultivo celular

Formas promastigotas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram
mantidas em meio Schneider (Gibco, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) a 26 °C foram utilizadas para experimentos na fase log de crescimento (3 dias).
Formas amastigotas foram obtidas a partir da infeccdo de macréfagos J774 (1 x 10° céls /
mL) com formas promastigotas de L. braziliensis na propor¢do de 1:10 por 14 horas,
mantidas em meio RPMI 1640 a 37 °C e 5% de CO, (ALIANCA et al., 2017).
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4.3 Atividade Citotdxica

Macréfagos J774 foram semeados em placas de 96 pocos na concentracio de (1 x 10°
cels / mL) contendo meio RPMI com vermelho de fenol suplementado com 10% de SFB e
incubados em uma atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas. Em seguida, diferentes
concentracdes dos compostos (6.25 - 200 ug/mL) foram adicionados a cada pogo e as células
foram cultivadas por 24 horas a 37°C, em atmosfera umidificada com 5% de CO,. Apos a
incubagédo, o meio foi retirado ¢ em cada pogo foi adicionado 10 pL. de MTT (5 mg/mL)
(MOSMANN, 1983). A microplaca foi incubada por 3 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de
COa,. Os cristais de formazan formados foram solubilizados em DMSO, e a absorbancia foi
determinada a 540 nm por meio do espectrofotobmetro Benchmark plus (Bio-Rad®,
California, EUA). A concentragdo citotoxica para 50% das células (CCsp) foi calculada por
regressdo linear. Em seguida, o indice de seletividade (SI), que indica a toxicidade do
composto frente ao parasita sem causar dados a viabilidade das células de mamiferos, foi
calculado a partir da razdo entre os valores de CCsy e ICso. Foram realizados dois

experimentos independentes em quadruplicata.
4.4 Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica foi investigada por meio da incubagdo de 100 pL dos
compostos diluidos em série em solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM) com 100 uL de
suspensdo de eritrocitos a 2% (O+ humano) por 3 horas a 37°C em uma microplaca de 96
pocos (fundo em formato de U) sob agitacdo constante. Em seguida, a microplaca foi
centrifugada a 1500 por 4 minutos. A lise celular foi entdo medida
espectrofotometricamente a 540 nm. Eritrécitos em solucdo salina e tratados com 1% de
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) foram utilizados como controle
negativo e positivo de hemdlise, respectivamente. Os resultados foram determinados pela
porcentagem de hemolise em comparagdo com o controle positivo (100% de hemolise) e
controle negativo (0% de hemdlise) (QUEIROZ et al., 2020). Os experimentos foram

realizados em quadruplicata em dois ensaios independentes.
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4.5 Atividade Leishmanicida

Formas promastigotas de L. braziliensis cultivadas por 72 horas (fase log) foram
ajustadas para uma concentracdo final de 2 x 10° células/mL em meio Schneider com 10% de
SFB. Posteriormente, as células foram adicionadas a uma microplaca de 24 pocos contendo
concentracdes de cada composto teste (6.25 — 100 ug/mL) e incubadas a 26°C. Apos 24
horas, o ndmero de parasitas viaveis foi estimado por contagem direta em camara de
Neubauer. Cada experimento foi realizado em quadruplicata e os grupos controle (formas
promastigotas ndo tratadas) foram cultivados na presenca de DMSO 0.1%.

Para avaliar os efeitos dos compostos frente a formas amastigotas, uma suspensao de
macréfagos J774 (1 x 10° células/mL) foi semeada em uma microplaca de 24 pocos contendo
laminulas no fundo de cada poco. As células foram cultivadas em RPMI suplementado com
10% de SFB a 37°C por 3 horas até a adesdo completa na laminula. Posteriormente, as
formas promastigotas foram adicionadas aos poc¢os na propor¢do de 1: 10 parasitos / célula
hospedeira. ApoOs 14 horas, 0s parasitos ndo internalizados foram removidos, e as células
infectadas foram incubadas na auséncia (grupo controle) e na presenca de diferentes
concentragdes dos compostos (25 — 100 pug/mL) por 24 horas a 37°C em uma atmosfera de
5% de CO,. Em seguida, as células foram fixadas com solucdo de Bouin, coradas com
solucdo de Giemsa, e as laminulas foram montadas permanentemente com Entellan (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Foram realizados 2 ensaios independentes em triplicata. Em cada
laminula foi contado um total de 100 células usando microscopio de luz. A porcentagem de
células infectadas e o nimero de parasitos intracelulares por célula infectada foi estimado. O
indice de sobrevivéncia (porcentagem de células infectadas x nimero de amastigotas por
célula) e o valor de ICsy (concentracdo inibitéria média) também foram determinados
(ALIANCA et al., 2017).

4.6. Atividades antioxidantes
4.6.1 Atividade de eliminacéo de DPPH

A avaliagéo da atividade antioxidante dos compostos derivados de tiossemicarbazonas
e tiazois pelo método de sequestro de radical livre foi medida por meio da doagdo de

hidrogénio usando o radical estavel DPPH (2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazil) (KOSE et al.,
2010). As mensuragOes foram realizadas em triplicata e as atividades de inibigdo foram
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calculadas baseadas na porcentagem de DPPH removido. Um andlogo da vitamina E
(Trolox®) e o hidroxitolueno butilado (BHT) foram usados como padrdes. O percentual de
inibicdo (1%) foi calculado por meio da equacéo: 1% = [(Ac-As) / (Ac)] x 100, onde Ac ¢é a
absorbancia do controle e As é a absorbancia da amostra. A I1Cso do DPPH foi calculada com
base na regressao linear da porcentagem do DPPH remanescente em rela¢do a concentracdo

da amostra.
4.6.2 Atividade de remocéao do ABTS

A atividade antioxidante dos compostos pelo ensaio ABTS (&cido 2,2'-azino-bis 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi baseada na geracédo do radical cromoforo catidnico obtido
a partir da oxidacdo do ABTS pelo persulfato de potéassio (RE et al., 1999). As mensuracdes
foram realizadas em triplicata e as atividades de inibicdo foram calculadas com base na
porcentagem de ABTS removido. Um anélogo da vitamina E (Trolox®) e hidroxitolueno
butilado (BHT) foram usados como padrBes. A porcentagem de inibicdo (1%) foi calculada
usando a seguinte equacdo: 1% = [(Ac-As) / (Ac)] x 100, onde Ac é a absorbancia do
controle, enquanto As é a absorbancia da amostra. O valor de ICsy da atividade de ABTS foi
calculado com base na regressdo linear da porcentagem de ABTS removido em relacdo a

concentracdo da amostra.
4.6.3. Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (CAT) foi determinada pelo método do
fosfomolibdénio (PIETRO et al., 1999; COSTA et al., 2011). O ensaio foi baseado na
reducdo de Molibdénio (+6) a Molibdénio (+5) pela amostra e posterior formagdo de um
complexo esverdeado Fosfato / Molibdénio (+5). Tubos contendo as amostras com a solucéo
reagente (acido sulfarico 0,6 M, fosfato de sédio 28 mM e molibdato de amdénio 4 mM)
foram incubados a 100°C por 90 min. Posteriormente, as absorbancias de cada solugcéo foram
medidas a 695 nm em relacdo a um controle (solugdo contendo 1 mL da solucéo reagente e
100 pL de metanol). O acido ascérbico foi usado como referéncia. A capacidade antioxidante
total (1%) foi calculada usando a seguinte equacgéo: 1% = [(Ac-As) / (Ac)] x 100, onde Ac é a
absorbancia do controle e As é a absorbancia da amostra. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata. A 1Cso da CAT foi calculada com base na regressao do linear da capacidade

antioxidante dos compostos em relagdo a concentragcdo da amostra.
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4.7 Estudo ultraestrutural

Formas promastigotas de L. braziliensis néo tratadas (grupo controle) ou tratadas com
ICs0 e 2 x 1Cso por 24 horas foram colhidas por centrifugacdo a 1500 g, lavadas em tampao
fosfato 0,1 M, pH 7,2, e fixadas por 2 horas a 4°C em solucéo contendo 2,5% glutaraldeido /
4% paraformaldeido em tampédo fosfato 0,1 M, pH 7,2. Posteriormente, as células foram
lavadas no mesmo tampao e pos-fixadas em solucédo de tetroxido de 6smio a 1%, ferrocianeto
de potassio a 0,8% e cloreto de célcio a 5mM em tampéo cacodilato 0,1 M por 1 hora. As
células foram desidratadas em concentracGes crescentes de acetona e incluidas em resina
PolyBed 812 (PolySciences, Warrington, PA, EUA). Cortes ultrafinos contrastados com
acetato de uranila e citrato de chumbo foram observados ao microscopio eletrénico de
transmissdo (MET) TecNai G2 Spirit. Para a realizacdo de analises de microscopia eletronica
de varredura (MEV), as promastigotas tratadas e nao tratadas foram fixadas e pos-fixadas
conforme descrito acima, e aderidas em laminulas revestidas com poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA). As amostras foram desidratadas em séries crescentes de
etanol, secas pelo metodo do ponto critico (HCP-2 critical point dryer, Hitachi).
Posteriormente, foram revestidas com 20nm ouro-paladio (Fine Coat fon Sputter JFC-1100,
JEOL) e observadas ao MEV JEOL T-200 (DA SILVA et al., 2019).

4.8 Efeitos sobre o potencial de membrana mitocondrial

Para a andlise dos possiveis efeitos dos compostos sobre o potencial de membrana
mitocondrial foi utilizada a sonda fluorescente rodamina 123 (SigmaAldrich, Co., St. Louis,
MO, USA). Formas promastigotas de L. braziliensis (1 x 10° células/mL) foram tratadas com
ICs0 € 2 % ICs0 por 24 horas. Apos o tratamento, os parasitos foram incubados com 10 pg/mL
de rodamina 123 por 15 minutos a temperatura ambiente (ALIANCA et al., 2014). As células
foram analisadas no equipamento e software BD Accuri C6 (BD Biosciences California,
EUA), e posteriormente, analises foram realizadas no software WinMDI2.8 (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, San Diego, EUA). Foi obtido um total de 20.000 eventos em

todas as andlises realizadas.
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4.9 Anélises estatisticas

Os valores de ICsy e CCso foram estimados por analise de regressao linear utilizando o
software Statistical Package for the Social Sciences - SPSS v 18.0 para Windows (IMB®,
Armok, EUA). Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas pela anélise de
variancia ANOVA e pos-teste de Tukey realizado no pacote de software Prism v 5.03 para
Windows (GraphPad®, San Diego, EUA). Todos os testes estatisticos consideraram p < 0,05

como valor de significancia.
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RESUMO

A Leishmania braziliensis é responsavel pela maioria dos casos de leishmaniose
tegumentar na América do Sul. O desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
continua sendo uma prioridade, uma vez que os medicamentos disponiveis tém eficacia
limitada e causam efeitos adversos significativos. Além disso, o surgimento de cepas
resistentes e a falta de vacina dificultam o controle da doenga O desenvolvimento da
quimica medicinal tem permitido o aprimoramento da estrutura de novas moléculas de
tiossemicarbazonas para que atuem com maior seletividade contra L. braziliensis, sem
causar danos ao hospedeiro. Neste trabalho, sintetizamos e investigamos o potencial
citotoxico e leishmanicida de novos derivados de isantina-tiossemicarbazonas contra L.
braziliensis. Todos os compostos da série Pa-Int foram capazes de inibir o crescimento
de formas promastigotas de L. braziliensis, com valor de 1Cs, variando de 7,24 a
59,5ug/mL. Os valores de CCso em macrofagos J774 variaram de 70,1 a 130,7ug/mL, e
a atividade hemolitica foi superior a 100pug/mL. Os compostos PA-Int5 e PA-Int6
apresentaram melhores indices de seletividade (6,8 e 11, respectivamente). Assim,
exploramos a atividade destes compostos frente as formas amastigotas e avaliamos as
alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais nas formas promastigotas. Esses compostos
foram capazes de causar efeitos antiproliferativos em amastigotas intracelulares, com
valores de ICs de 62,4+7,6 e 64,9+6,6pg/mL para PA-Int5 e PA-Int6, respectivamente.
Ambos promoveram alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais nos parasitas, como
encolhimento do corpo celular, intensa vacuolizacdo citoplasmatica e perfis de
membrana semelhantes ao reticulo endoplasmatico ao redor das organelas, achados
sugestivos de morte celular por autofagia. Assim, 0S novos compostos isatina-
tiossemicarbazonas sdo promissores, pois apresentam baixa citotoxicidade, baixa

atividade hemolitica e atividade leishmanicida.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis; Leishmaniose cutanea; Tiossbemicarbazonas;

Derivados de isatina; Ultraestrutura.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente mais de 1
milhdo de novos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) séo notificados
anualmente, e cerca de 95% destes casos ocorrem nas Américas, na bacia do
Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central [1]. A Leishmania (Viannia)
braziliensis é responsavel pela maioria dos casos de LTA na América do Sul, ocorrendo
as vezes nas formas de leishmaniose cutanea (LC), com lesfes benignas autolimitantes,
ou por meio do acometimento das mucosas, sendo classificada como leishmaniose
mucocutanea (LM). Assim como, esta espécie tem sido associada ao desenvolvimento
de leishmaniose disseminada (LD) [2].

As lesbes da LTA néo sdo fatais e podem curar espontaneamente ao longo de
meses ou anos. No entanto, essas lesdes também podem ser graves e de dificil
tratamento, o que resulta na destruicdo parcial ou total das mucosas do nariz, boca e
garganta, promovendo cicatrizes desfigurantes aos pacientes [3]. Consequentemente, as
deficiéncias relacionadas a LTA imp&em uma alta carga social, econémica e psicoldgica
aos individuos afetados [4].

O tratamento da LTA deve atingir dois objetivos: eliminar o parasita e acelerar o
processo de cicatrizacdo, prevenindo complicacbes, desenvolvimento de disfuncdes,
disseminacdo e recorréncia da lesdo [5]. Além disso, pacientes infectados com L.
braziliensis podem desenvolver lesbes crbnicas, que muitas vezes ndo respondem as
terapias convencionais devido a mecanismos de variacdes na expressao de genes
correlacionados com a carga parasitaria nas lesGes cutaneas [6].

Os quimioterapicos, como os antimoniais pentavalentes, sdo indicados como
tratamento de primeira linha para a LTA e, nos casos de intolerancia ou resisténcia a
estes, a anfotericina B, pentamidina, fluconazol e miltefosina podem ser utilizados como
terapia de segunda escolha [7]. Embora sejam amplamente disponiveis, esses
medicamentos sdo caros, tém eficacia limitada, requerem monitoramento continuo e
administragcdo em longo prazo. Além disso, causam efeitos adversos significativos, e até
mesmo morte por complicac@es renais, hepéticas e cardiacas [8].

Devido ao surgimento e disseminagdo de cepas resistentes a esses

medicamentos, auséncia de vacina e falhas no controle de vetores, a LTA continua
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sendo um problema de salde publica em paises endémicos [9]. Além disso, com o
aumento da migracdo, ha risco significativo de disseminacdo da LTA para outras areas,
favorecendo o estabelecimento da doenca em locais ndo endémicos, levando a mutacdes
e ao surgimento de subtipos mais virulentos do patégeno [10,11].

Notadamente, é urgente a busca por novos quimioterapicos com atividade
antileishmania que sejam seguros, eficazes, acessiveis e, quando possivel, com vias de
administracdo nao invasivas, ciclos de curta duracdo e bons perfis de seguranca [12].
Tem havido um esforco crescente para descobrir novos compostos leishmanicidas, pois
muitas entidades quimicas descobertas na fase in vitro falham em ensaios clinicos e in
vivo [13-15].

Novas entidades quimicas das tiossemicarbazonas representam moléculas de
grande interesse na quimica medicinal devido a sua viabilidade sintética e importancia
bioldgica, pois estdo presentes em um grande nimero de compostos biologicamente
ativos [16]. As estruturas derivadas das tiossemicarbazonas permitem a geracdo de
diferentes tipos de derivados, através de modificagdes estruturais, capazes de inibir
mdaltiplos alvos [17].

Vaérios estudos ja comprovaram que derivados de tiossemicarbazonas tém valor
potencial como substancias biologicamente ativas apresentando atividades
antimicrobianas [18], antiproliferativas [19], antitumorais [20], antiparasitarias [21],
antivirais [22] e larvicidas [23].

Esses derivados tém demonstrado eficacia no tratamento de doencas fungicas e
parasitarias via inibicdo da biossintese de ergosterol [24]. Esta via metabdlica é
essencial para a sobrevivéncia de tripanossomatideos e estd ausente nas células
hospedeiras, representando um alvo atraente [25]. Estudos tém demonstrado que as
cisteina proteases de Leishmania spp. também sd3o alvo de derivados de
tiossemicarbazonas, as quais sdo essenciais para viruléncia, viabilidade, manutencao da
morfologia do protozoario e nas estratégias de evasao imune [26,27].

Derivados de tiossemicarbazonas tém sido classificados como excelentes
prototipos para 0 projeto e desenvolvimento de novos agentes contra
tripanossomatideos. Dentre 0s grupos quimicos explorados, destacam-se isatinas,
tiossemicarbazonas e tiazolil-hidrazonas devido a uma ampla gama de atividades

bioldgicas, especialmente antiparasitarias. [28—-31]. Nossos estudos anteriores relataram
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atividade leishmanicida de derivados de indol-tiossemicarbazonas contra L. infantum e
L. amazonensis e baixa citotoxicidade em células de mamiferos. Neste trabalho,
propusemos a sintese e caracterizacdo estrutural, avaliacdo dos efeitos bioldgicos e
ultraestruturais de novas isatina-tiossemicarbazonas produzidas dentro de uma viséo

mais especifica contra L. braziliensis.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Sintese quimica

2.1.1 Equipamentos e reagentes

Os reagentes usados foram como adquiridos de fontes comerciais (Acros
Organics, Vetec, Sigma-Aldrich ou Fluka). O progresso da reacdo foi seguido por
analise de cromatografia em camada fina (TLC) (Merck, silica gel 60 F254,folha de
aluminio). Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho de ponto de fusdo
capilar eletrotérmico Fisatom 430D e ndo foram corrigidos. Os espectros de RMN
foram medidos em um Varian UnityPlus 400 MHz (400 MHz para *H e 100 MHz para
3C) ou em um instrumento Bruker AMX-300 MHz (300 MHz para *H e 75.5 MHz for
3C). DMSO-d6 e D20 foram adquiridos da CIL ou Sigma-Aldrich e foi usado
tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. O ndmero de sinais nos espectros de 1H
RMN foi designado como: s/simpleto; /d dupleto, t/tripleto, dd/duplo dupleto,
g/quadrupleto, m/multipleto e as constantes de acoplamento, em hertz, como J. A
espectroscopia de infravermelho foi realizada em um instrumento Bruker (modelo IFS
66) usando pellets de KBr. Os experimentos de espectrometria de massa foram
realizados em um LC-IT-TOF (Shimadzu). Salvo especificacdo, a ESI foi conduzida no
modo positivo de ionizacdo. As condicdes tipicas foram as seguintes: voltagem capilar

de 3 kV, voltagem do cone de 30 V e varredura de pico entre 50 e 1000 m/z.

2.1.2 Preparacao geral das tiossemicarbazonas PA-Intl a PA-Int7:
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Em um baldo de fundo redondo, a isatina (indolina-2,3-diona; 5-nitroindolina-
2,3-diona ou 5-cloroindolina-2,3-diona), a tiosemicabazida (hidrazinacarbotioamida; N-
metilhidrazinacarbotioamida) ou N-fenilhidrazinacarbotioamida) (na proporcao 1:1),
etanol (20mL) e HCI (7 gotas, cat.) foram adicionados. A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo magnética e refluxo por 3 horas. As reacdes foram monitoradas por placa
cromatografica de camada fina. O precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado,

obtendo-se o produto puro.

2.1.2.1 PA-Intl: (Z2)-2-(2-oxoindolin-3-ylidene) hydrazinacarbothioamide

Rendimento: 62%. Ponto de fusdo: 254°C. Fator de Retencdo (Rf): 0,53 (Sistema
- 6: 4 Tolueno/AcOEt). Infravermelho (KBr): 3235 (NH), 1682 e 3145 (HN-C = O),
1498 e 1137 (C = S) cm™. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): & 6.92 (d, 1H, J 7.6 Hz,
ArH), 7.08 (t, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.35 (t, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.65 (d, 1H, J 7.6 Hz,
ArH), 8.68 (s, 1H, NH,), 9.04 (s, 1H, NH,), 11.2 (s, 1H, NH), 12.47 (s, 1H, NH). RMN
de *C (100 MHz, DMSO-dg): & 111.0 (CH, Ar), 119.9 (CH, Ar), 120.9 (C-Ar), 122.4
(CH, Ar), 131.2 (CH, Ar), 132.0 (C=N), 142.3 (C-NH, Ar), 162.6 (C=0), 178.7 (C=S).
Formula molecular: CgHgN4OS. HRMS: 220,04 [M+H]".

2.1.2.2 PA-Int2: (Z) -2-(5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno) hidrazinacarbotioamida

Rendimento: 60%. Ponto de fusdo: 280°C. Fator de Retencdo (Rf): 0,50 (Sistema
- 6:4 Tolueno/AcOEt). Infravermelho (KBr): 3276 (NH), 1697 e 3195 (HN-C = O),
1481 1139 (C = S) cm™. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): & 7.1 (d, 1H, J 8.4 Hz,
ArH), 8.25 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 8.59 (s, 1H, ArH), 9.02 (s, 1H, NH2), 9.18 (s, 1H,
NH,), 11.78 (s, 1H, NH), 12.21 (s, 1H, NH). RMN de **C (100 MHz, DMSO-d6): &
111.1 (CH, Ar), 116.4 (CH, Ar), 120.9 (C-Ar), 126.9 (CH, Ar), 129.9 (C = N), 142.7
(C- NOy, Ar), 147.4 (C-NH, Ar), 162.9 (C = 0), 178.8 (C = S). Formula molecular:
CgH7N503S. HRMS: 265.03 [M + H]".

2.1.2.3 PA-Int3: (Z) -2-(5-cloro-2-oxoindolin-3-ilideno) hidrazinacarbotioamida
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Rendimento: 90%. Ponto de fusdo: 270°C. Fator de Retencéo (Rf): 0.66 (Sistema
- 6: 4 Tolueno / AcOEt). Infravermelho (KBr): 3219 (NH), 1697 e 3164 (HN-C = O),
1496 and 1143 (C = S) cm™. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): & 7.05 (d, 1H, J 8.4
Hz, ArH), 7.38 (d, 1H, J 8.4 Hz, ArH), 7.72 (s, 1H, ArH), 8.2 (s, 1H, NH2), 8.57 (s, 1H,
NH2), 10.2 (s, 1H, NH), 12.62 (s, 1H, NH). RMN de *C (75.5 MHz, DMSO-d6): &
113.3 (2CH, Ar), 121.5 (C-Ar), 123.1 (CH, Ar), 128.4 (C-Cl, Ar), 131.4 (C=N), 141.8
(C-NH, Ar), 163.3 (C=0), 181.2 (C=S). Formula molecular: CgH;CIN,OS. HRMS:
254.00 [M + H]".

2.1.2.4 PA-Int4: (Z) -2-(2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida

Rendimento: 65%. Ponto de fusdo: 246°C. Fator de Retencéo (Rf): 0.77 (Sistema
- 6:4 Tolueno/AcOEt). Infravermelho (KBr): 3298 (NH), 1694 (HN-C=0), 1496 e 1148
(C=S) cm™. RMN de 'H (300 MHz, DMSO0-d6): § 7.04 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.11 (t,
1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.25 (t, 2H, J 7.2 Hz, ArH), 7.4 (m, 3H, ArH), 7.75 (m, 3H, ArH),
10.14 (s, 1H, NH), 10.37 (s, 1H, NH), 12.95 (s, 1H, NH). RMN de *C (75.5 MHz,
DMSO0-d6): & 111.9 (CH, Ar), 121.2 (C-Ar), 121.9 (CH, Ar), 1235 (CH, Ar), 125.3
(CH, Ar), 125.4 (CH, Air), 126.7 (CH, Ar), 129.2 (2CH, Ar), 132.3 (CH, Ar), 1325
(Ph-C-NH), 139.5 (C=N), 143.4 (C-NH, Ar), 163.6 (C=0), 177.4 (C=S). Férmula
molecular: C15H12N4OS. HRMS: 296.07 [M + H]".

2.1.25 PA-Int5: 2 -2-(5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno) -N-fenil-

hidrazinacarbotioamida

Rendimento: 75%. Ponto de fusdo: 249°C. Fator de Retencéo (Rf): 0.60 Sistema
- 6:4 Tolueno/AcOEt). Infravermelho (KBr): 3303 (NH), 1695 e3175 (HN-C=0), 1484
e 1148 (C=S) cm™. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): 5 7.1 (d, 1H, J 9 Hz, ArH), 7.3
(t, 1H, J 6 Hz, ArH), 7.45 (t, 2H, J 6 Hz, ArH), 7.6 (d, 2H, J 6 Hz, ArH), 8.25 (d, 1H, J
9 Hz, ArH), 8.66 (s, 1H, ArH), 11.06 (s, 1H, NH), 11.83 (s, 1H, NH), 12.53 (s, 1H,
NH). RMN de *C (75.5 MHz, DMSO0-d6): & 111.2 (CH, Ar), 116.7 (CH, Ar), 120.9
(C-Ar), 126.0 (CH, Ar), 126.4 (CH, Ar), 127.0 (2CH, Ar), 128.5 (2CH, Ar), 130.2 (Ph-
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C-NH), 138.3 (C=N), 142.7 (C-NO,, Ar), 147.4 (C-NH, Ar), 162.9 (C=0), 176.4 (C=S).
Formula molecular: C1sH11NsO3S. HRMS: 341.06 [M + H]".

2.1.2.6 PA-Int6: 2) -2-(5-cloro-2-oxoindolin-3-ilideno) -N-fenil-

hidrazinacarbotioamida

Rendimento: 79%. Ponto de fusdo: 255°C. Fator de Retencédo (Rf): 0.68 Sistema
- 6:4 Tolueno/AcOEt). Infravermelho (KBr): 3317 (NH), 1691 e 3172 (HN-C=0), 1487
e 1158 (C=S) cm™. RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6): & 7.29 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH),
7.37 (d, 1H, J 2.1 Hz, ArH), 7.39 (d, 1H, J 2.1 Hz, ArH), 7.44 (t, 2H, J 7.5 Hz, ArH),
7.61 (d, 2H, J 7.5 Hz, ArH), 7.88 (s, 1H, ArH), 10.88 (s, 1H, NH), 11.33 (s, 1H, NH),
12.61 (s, 1H, NH). RMN de *C (75.5 MHz, DMSO-d6): & 112.5 (CH, Ar), 120.9 (CH,
Ar), 121.8 (C-Ar), 125.7 (2CH, Ar), 126.6 (CH, Ar), 128.4 (2CH, Ar), 126.2 (C-ClI, Ar),
130.6 (CH, Ar), 131.0 (C = N), 138.27 (Ph-C-NH), 141.1 (C-NH, Ar), 162.4 (C=0),
176.3 (C=S). Férmula molecular: C;5H1;CIN4OS. HRMS: 330.03 [M + H]".

2.1.2.7 PA-Int7: (Z) -N-metil-2-(2-oxoindolin-3-ilideno) hidrazinacarbotioamida

Rendimento: 73%. Ponto de fusdo: 252°C. Fator de Retencdo (Rf): 0.64 (Sistema
- 6:4 Tolueno/AcOEt). Infravermelho (KBr): 3230 (NH), 1708 e 3169 (HN-C=0), 1546
e 1149 (C=S) cm™. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): & 3.08 (d, 3H, J 4.8 Hz, CH3),
6.91 (t, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.09 (t, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.33 (d, 1H, J 7.2 Hz, ArH),
7.63 (d, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 9.23 (q, 1H, J 4.8 Hz, NH), 11.19 (s, 1H, NH), 12.59 (s,
1H, NH). RMN de **C (75.5 MHz, DMSO-d6): & 31.3 (CH3), 111.0 (CH, Ar), 120.6
(CH, Ar), 119.9 (CH, Ar), 121.7 (C-Ar), 122.3 (CH, Ar), 132.4 (C=N), 142.2 (C-NH,
Ar), 162.6 (C=0), 177.6 (C=S). Formula molecular: C19H10N4,OS. HRMS: 234.06 [M +
H]".
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2.2 Ensaios Biologicos

2.2.1 Cultura de Células

Formas promastigotas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903)
foram mantidas em meio Schneider (Gibco, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) a 26 °C foram utilizadas para experimentos na fase log de crescimento.
Macréfagos J774.A1 foram mantidos em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, USA)
suplementado com 10% SFB (Gibco, USA) e incubadas a 37°C e 5% de CO,. Formas
amastigotas foram obtidas a partir da infeccdo de macréfagos J774 (1 x 10° céls/mL)

com formas promastigotas de L. braziliensis na proporcéo de 1:10 por 14 horas.

2.2.2 Atividade Citotoxica

Macréfagos J774.A1 (1 x 10° céls/mL) foram semeados em placas de 96 pogos
contendo meio RPMI com vermelho de fenol suplementado com 10% de SFB e
incubados em uma atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas. Em seguida,
diferentes concentragdes dos compostos (6.25 - 100 ug/mL) foram adicionados a cada
poco e as amostras foram cultivadas por 24 horas a 37°C, em atmosfera umidificada
com 5% de CO,. Apo6s a incubacdo, o meio foi retirado e em cada poco foi adicionado
10 puL de MTT (5 mg/mL) [32]. A microplaca foi incubada por 3 horas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,. Os cristais de formazan formados foram solubilizados em
DMSO, e a absorbancia foi determinada a 540 nm por meio do espectrofotdmetro
Benchmark plus (Bio-Rad®, California, EUA). A concentracao citotdxica para 50% das
células (CCsp) foi calculada por regressdo linear. Em seguida, o indice seletivo (IS) foi
calculado a partir da razdo entre os valores de CCsy e ICso. Foram realizados dois

experimentos independentes em quadruplicata.

2.2.3 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi investigada por meio da incubacdo de 100 uL dos

compostos diluidos em série em solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10 mM) com 100
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puL de suspensdo de eritrocitos a 2% (O+ humano) por 3 horas a 37°C em uma
microplaca de 96 pogos (fundo em formato de U) sob agitacdo constante. Em seguida, a
microplaca foi centrifugada a 15009 por 4 minutos. A lise celular foi entdo medida
espectrofotometricamente a 540 nm. Eritrocitos em solucéo salina e tratados com 1% de
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) foram utilizados como
controle negativo e positivo de hemdlise, respectivamente. Os resultados foram
determinados pela porcentagem de hemolise em comparacdo com o controle positivo
(100% de hemolise) e controle negativo (0% de hemdlise). Os experimentos foram
realizados em quadruplicata em dois ensaios independentes [33].

2.2.4 Atividade Leishmanicida

Formas promastigotas de L. braziliensis (2x10° céls/mL) foram incubadas na
auséncia ou na presenca de diferentes concentra¢Ges de cada composto teste (6.25 - 100
pg/mL) por 24 horas a 26°C. O numero de parasitas vidveis foi estimado por contagem
direta em camara de Neubauer. Cada experimento foi realizado em quadruplicata.
Promastigotas néo tratadas e tratadas com Anfotericina B foram usadas como controle
negativo e positivo, respectivamente. Para avaliar os efeitos dos compostos frente a
formas amastigotas, uma suspensdo de macréfagos J774 (1 x 10° células/mL) foi
semeada em uma microplaca de 24 pog¢os contendo laminulas no fundo de cada poco.
As células foram cultivadas em RPMI suplementado com 10% de SFB a 37°C por 3
horas até a adesdo completa na laminula. Posteriormente, as formas promastigotas
foram adicionadas aos po¢os na proporcao de 1: 10 parasitos / célula hospedeira. Apos
14 horas, os parasitas ndo internalizados foram removidos, e as células infectadas foram
incubadas na auséncia (grupo controle) e na presenca de diferentes concentragdes dos
compostos (25 — 100 pg/mL) por 24 horas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO,. Em
seguida, as células foram fixadas com solugdo de Bouin, coradas com solugdo de
Giemsa, e as laminulas foram montadas permanentemente com Entellan (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Foram realizados 2 ensaios independentes em triplicata. Em
cada laminula foi contado um total de 100 células usando microscopio de luz. A
porcentagem de células infectadas e o nimero de parasitas intracelulares por célula

infectada foi estimado. O indice de sobrevivéncia (porcentagem de células infectadas x
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ndmero de amastigotas por célula) e o valor de ICsy (concentragdo inibitdria média)

também foram determinados [34].

2.2.5 Andlise ultraestrutural

Formas promastigotas de L. braziliensis ndo tratadas (grupo controle) ou tratadas
com ICsp e 2 x ICso por 24 horas foram colhidas por centrifugacéo a 1500 g, lavadas em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2, e fixadas por 2 horas a 4°C em solucdo contendo 2,5%
glutaraldeido / 4% paraformaldeido em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,2. Posteriormente,
as células foram lavadas no mesmo tampéo e pos-fixadas em solucdo de tetroxido de
O6smio a 1%, ferricianeto de potassio a 0,8% e cloreto de calcio a 5mM em tampédo
cacodilato 0,1M por 1 hora. As células foram desidratadas em concentragdes crescentes
de acetona e incluidas em resina PolyBed 812 (PolySciences, Warrington, PA, EUA).
Cortes ultrafinos contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo foram
observados ao microscépio eletronico de transmissdao (MET) Zeiss EM109. Para a
realizacdo de analises de microscopia eletronica de varredura (MEV), as promastigotas
tratadas e ndo tratadas foram fixadas e p6s-fixadas conforme descrito acima, e aderidas
em laminulas revestidas com poli-L-lisina (Sigma- Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA).
As amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol, secas pelo método do
ponto critico (HCP-2 critical point dryer, Hitachi). Posteriormente, foram revestidas
com 20nm ouro-paladio (Fine Coat lon Sputter JFC-1100, JEOL) e observadas ao MEV
JEOL T-200 [35].

2.2.6 Citometria de fluxo

Para a analise dos possiveis efeitos dos compostos sobre o potencial da
membrana mitocondrial, formas promastigotas de L. braziliensis (1x10° céls/mL) foram
tratadas com 1Csy e 2xICso por 24 horas. ApOs o tratamento, os parasitos foram
incubados com 10 pg/mL de rodamina 123 (Sigma Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA)
por 15 minutos em temperatura ambiente [36]. As células foram analisadas no
equipamento e software BD Accuri C6 (BD Biosciences Califérnia, EUA), e

posteriormente, analises foram realizadas no software WinMDI2.8 (Joseph Trotter,
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Scripps Research Institute, San Diego, EUA). Foi obtido um total de 20.000 eventos em

todas as andlises realizadas.
2.2.7 Analises estatisticas

Os valores de ICsp e CCsy foram estimados por analise de regressdo linear
utilizando o software Statistical Package for the Social Sciences - SPSS v 18.0 for
Windows (IMB®, Armok, USA). A diferenca significativa entre os grupos foi avaliada
por anélise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey realizado no pacote de software
Prism v 5.03 para Windows (GraphPad®, San Diego, USA). Todos 0s testes estatisticos

consideraram p < 0,05 como valor de significancia.

3 RESULTADOS
3.1 Sintese quimica

Para obter os compostos PA-Int-1-7, uma metodologia semelhante a de Karah
foi utilizada, que trabalhou com derivados de isatina em 2002. Karah reagiu derivados
de isatina com tiossemicarbazida e obteve tiossemicarbazonas com altos rendimentos. A
sintese € realizada em solugdo etandlica, sob refluxo, na presenca de um catalisador
acido [37].

Com base nesta metodologia, as tiossemicarbazonas PA-Intl a PA-Int7 foram
obtidas por meio da reacdo de diferentes isatinas (isatina, 5-nitroisatina e 5-
cloroisatina), obtidas comercialmente, com diferentes  tiossemicarbazidas
(tiossemicarbazida, fenil-tiossemicarbazida e metil-tiossemicarbazida), também obtidas
comercialmente. As reacdes duraram cerca de trés horas e os rendimentos foram de 60 a
85% (Esquema 1).
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Esquema 1 - Esquema de sintese.

S
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H N PA-Int2 NO, H
Isatins PA-Int3 H

PA-Int4 H Ph
PA-IntS NO, Ph
PA-Int6 Ph
PA-Int7 H Me

Reagentes e condicdes: Etanol, HCI, refluxo, 3h

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por infravermelho (IR),
ressonancia magnética nuclear (1H, 13C RMN) e espectroscopia de massa (ESI-TOF).
Para representar a caracterizacdo dos compostos de tiossemicarbazona PA-Intl a PA-
Int7, o composto PA-Intl foi escolhido como representante estrutural. Atraves de
analise espectroscdpica na regido do infravermelho, foi possivel verificar a presenca das
principais bandas de absorgdo. A banda que aparece em 3235 cm™ sugere a deformagéo
axial da ligacdo N-H. Em 1682 e 3145 cm™, podem ser observadas bandas sugestivas da
presenca do grupo HN-C = O. Nas frequéncias de 1498 e 1137 cm™, o trecho C = S
pode ser identificado.

No RMN, 1H do composto PA-Intl, 6,92-7,65 ppm sdo picos referentes aos
hidrogénios do anel aromatico. Em 8,68 e 9,04 ppm ha dois singletos dos hidrogénios
da amina priméaria (NHz). Em 11,2 ppm e 12,47 ppm estdo os picos para hidrogénios
das duas aminas secundérias (NH).

Em RMN, 13C os picos que aparecem em 111,0-131,2 ppm, correspondem aos
carbonos aromaticos da molécula. O pico a 132,0 ppm corresponde a C=N. O pico em
142,3 ppm corresponde ao carbono aromatico que esta ligado ao NH. 162,6 ppm € o
pico correspondente ao carbono carbonilico. A 178,7 ppm esta o pico caracteristico de
C=S.
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3.2 Ensaios bioldgicos

Os sete compostos da seérie isatina-tiossemicarbazona (Int) avaliados neste estudo
sdo estruturalmente diferentes nos substituintes encontrados ligados & posi¢cdo R1 da
tiossemicarbazona (hidrogénio, nitro ou cloro) e a posicdo R2 (hidrogénio, fenil ou
metil). Todos os compostos derivados dessas modificacdes moleculares foram avaliados

contra macréfagos J774, eritrocitos e formas promastigotas de Leishmania braziliensis.

3.2.1 Atividade Citotéxica

A analise do potencial citotoxico dos derivados de isatinas tiossemicarbazonas
em macrofagos J774 permitiu a observacdo da variagdo citotoxica entre 0s compostos
testados (70.1 a 130.7 pg/mL) (Tabela 1). O composto PA-Int2, substituido na posicao
R1 por um grupo nitro e na posicdo R2 por hidrogénio, foi 0 menos citotdxico da série,
com valor de 130,7+10,3 pg/mL. No entanto, a substituicdo na posicdo R2 da
tiossemicarbazona PA-Int5 por um grupo fenil reduziu o valor da CCsy para 70,8+1,8
pug/mL. A substituicdo com cloro na posicdo R1 também apresentou toxicidade
aumentada, como observado nos compostos PA-Int3 (79,248,2 pg/mL) e PA-Int6
(80,2+1,8 upg/mL). Todos os derivados de isatina-tiossemicarbazona também
apresentaram baixa atividade hemolitica com valores de CCsg superiores a 100 pg/mL
(Tabela 1).

3.2.2 Atividade Leishmanicida

A atividade leishmanicida verificou a eficacia dos derivados de isantina-
tiossemicarbazona na diminuicdo da viabilidade das formas promastigotas de L.
braziliensis. A substituicdo do grupo cloro ou nitro na posi¢do R1 da tiossemicarbazona,
associada ao grupo fenil na posicdo R2, proporcionou melhores valores de ICs, para 0s
compostos PA-Int5 (7,24 ng/mL) e PA-Int6 (10,3 png/mL), respectivamente. No entanto,
a substituicdo em R1 por cloro e néo substituinte em R2 (PA-Int3) aumentou a I1Csy para
38,4 + 0,7 pg/mL. A ndo substituicdo de hidrogénio na posicdo R1 e a substituicdo na
posicdo R2, sendo hidrogénio (PA-Intl), fenil (PA-Int4) ou metil (PA-Int7), também
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diminuiu a atividade leishmanicida com valores de I1Csp de 46,2 + 7,0, 47,4 £+ 26 e 41,4
+ 0,1 ug/mL, respectivamente. A substituicdo com o grupo nitro na posicdo R1 e com
hidrogénio na posicdo R2 (PA-Int2) apresentou a menor atividade leishmanicida, cujos
valores de 1Cso foram de 59,5 pg/mL (Tabela 1).

O indice de seletividade (IS) foi calculado para identificar, dentre os derivados,
aqueles com maior seletividade contra L. braziliensis do que para células de mamiferos.
Os compostos PA-Int5 e PA-Int6 apresentaram melhores resultados, com valores de IS
de 6,8 e 11, respectivamente (Tabela 1). Além disso, tanto o PA-Int5 quanto o PA-Int6
exibiram valores de ICso mais baixos. Portanto, eles foram escolhidos para avaliar a
atividade contra amastigotas intracelulares e investigar sua a¢do na ultraestrutura de L.

braziliensis.

Tabela 1- Atividades leishmanicida e citotoxica in vitro de derivados
de isatina-tiossemicarbazonas.

J774.A1  Eritrocitos Promastigotas ~ Amastigotas Promastigotas Amastigotas

Compostos
CCso (ng/mL) I1Cs0 (ng/mL) IS
PA-Intl 87971 >100 46,2+7,0 - 19 -
PA-Int2 1307 >100 59,5+ 1,3 - 2,2 -
+10,3

PA-Int3 79,2+8.2 >100 38,4+0,7 - 2,1 -
PA-Int4 81,9+47 >100 47,4+ 2.6 - 1,7 -
PA-Int5 70,8+1,8 >100 10,3+£0,2 62,4+7,6 6,9 0,9
PA-Int6 80,2+1,8 >100 72+272 64,9+ 6,6 111 0,8
PA-Int7 70,1+£57 >100 41,4+0,1 - 1,7 -

AmB 94,8 +7,6 - 0,12 £ 0,04 - 79 -

ICso: Concentragdo que inibe em 50% o crescimento de promastigotas ou amastigotas de L.
braziliensis; CCsy: Concentracdo capaz de causar efeito citotoxico em 50% dos macrofagos
J774A1 ou eritrdcitos; 1S (indice de Seletividade): CCs, de macréfagos J774A1 / ICs L.
braziliensis; AmB: Anfotericina B.

Nossos dados demonstraram que 0s compostos PA-Int5 e PA-Int6 diminuiram o
numero de parasitas por macréfago J774.A1 (Figura 1). O composto PA-Int5 causou
uma reducdo significativa no indice de sobrevivéncia de formas amastigotas na
concentracdo mais baixa testada (25 pg/mL; p <0,05; Figura 1A). Por outro lado, o

composto PA-Int6 causou uma reducédo significativa em 50 pg/mL (p <0,005; Figura
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1B). Essas formas se mostraram mais resistentes ao tratamento quando comparadas as
formas promastigotas. A concentracdo estimada para reduzir o numero de formas
amastigotas intracelulares em 50% (1Cs) em relagéo ao controle ndo tratado foi de 62,4
+ 7,6 ng/mL para PA- Int5 e 64,9 £ 6,6 ug/mL para PA-Int6 (Tabela 1).

Figura 1 - Efeito dos derivados de isatina-tiossemicarbazonas PA-Int5 (A) e PA-Int6 (B)

em formas amastigotas intracelulares.
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*valor de p < 0,05,

3.2.3 Andlise ultraestrutural de promastigotas de L. braziliensis

Apos identificar PA-Int5, com um grupo nitro em R1, e PA-Int6, com um grupo
cloro, ambos com fenil em R2, como 0s compostos mais promissores, avaliamos as
alteracdes morfoldgicas que esses compostos causaram nas formas promastigotas de L.
braziliensis. A analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrou células
controle apresentando morfologia fusiforme tipica do parasita, com aspecto liso, além
de um longo flagelo livre (Figura 2 A). As promastigotas submetidas ao tratamento com
0 composto PA-Int5 a 10,3 ug/mL (1 x 1Csp) e 20,6 pg/mL (2 x 1Csp), respectivamente,
apresentaram encolhimento e deformacéo do corpo celular e flagelo (Figura 2 B-C). O
composto PA-Int6 tambem alterou a morfologia das promastigotas, em concentragdes
de 7,2 pg/mL (1 x ICs) e 14,4 pg/mL (2 x ICs), respectivamente, causando
arredondamento do corpo e enrugamento substancial da superficie celular ( Figura 2 D-
E).
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Figura 2 - Eletromicrografia de promastigotas de L.braziliensis ndo tratadas e tratadas com os compostos PA-Int5 e PA-Int6 observadas pela microscopia eletrdnica

de transmissao.
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(A) Controle de promastigotas apresentando corpo celular alongado e membrana integral. (B) Promastigotas tratados com 10,3 e (C) 20,6 ug/mL de composto PA-
Int5 mostrando alteracGes na topologia celular. (D) Promastigotas tratadas com 7,2 e (E) 14,4 ng/mL do composto PA-Int6 apresentando alteragcbes na morfologia,

formas arredondadas e enrugamento da membrana.
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Também avaliamos o alvo ultraestrutural de PA-Int5 e PA-Int6 por meio de
analise de microscopia eletrénica de transmissdo (MET). As ceélulas controle
apresentaram morfologia e organelas bem preservadas, como nucleo, cinetoplasto e
bolsa flagelar (Figura 3A). As células tratadas com 10,3 pg/mL e 20,6 pg/mL do
composto PA-Int5 apresentaram vacuoliza¢do citoplasmatica e perfis de membrana
(semelhante ao reticulo endoplasmatico) em torno das organelas (Figura 3B-C). Essas
alteracdes também foram observadas em promastigotas tratadas com 7,2 ug/mL e 14,4
pug/mL do composto PA-Int6. Além disso, observou-se a presenca de um nucleo
picnético com condensacdo de cromatina aumentada (Figura 3D) em ambas as
concentracdes testadas, bem como perda de conteddo citoplasmatico levando a

destruicdo celular (Figura 3E).
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Figura 3 - Eletromicrografia de L. braziliensis tratadas e ndo tratadas com compostos PA-Int5 e PA-Int6 observadas pela microscopia eletronica de varredura.

Promastigota ndo tratada, apresentando estrutura preservada de organelas como nucleo (N), cinetoplasto (K) e bolsa flagelar (FP). (B) Promastigota tratada com 10,3
ug/mL do composto PA-Int5 é possivel notar intensa vacuolizacdo do citoplasma, em (C) parasitos tratados com 20,6 ug/mL do composto PA-Int5 mostrando a
presenca de perfis de membrana (seta). (D) Promastigota tratada com 7,2 pg/mL do composto PA-Int6 mostrando perda de material citoplasmatico (*). Observe em
(E), promastigota tratada com 14,4 ng/mL do composto PA-Int6, presenca de um grande espaco eletroluscente e mostrando perfis de reticulo (seta) circundando o

nucleo.
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As alteragdes induzidas por PA-Int5 e PA-Int6 na membrana mitocondrial
potencial sdo apresentadas pelo indice de Variacdo (IV) na Tabela 2. Promastigotas de
L. braziliensis tratadas com concentracfes de 10,3 pg/mL (1 x 1Csp) e 20,6 ng/mL (2 x
ICs0) de PA-Int5 e 7,2 ng/mL (1 x ICsp) e 14,4 pg/mL de PA-Int6 (2 x ICsp), por 24
horas, ndo diminuiram a intensidade de fluorescéncia da rodamina 123, com valores de
I.V. muito proximos do zero. Rhol23 ndo demonstrou alteracdo A¥Ym em células
tratadas. Esses dados corroboram com a analise ultraestrutural: PA-Int5 e PA-Int6 ndo
prejudicam a fisiologia das mitocondrias de promastigotas de L. braziliensis em
nenhuma das condicdes testadas.

Tabela 2 - Efeito dos compostos PA-Int5 e PA-Int6 no potencial de membrana mitocondrial.

Concentracao o . )
Tratamento Fluorescéncia media Indice de variacéo
(Hg/mL)
Controle 0.00 75.508.2 + 7,189.7 000 <+ 0.00
C,HsOH 99% viv 11366.4 =+ 359470 -090 £ 0.10
103 (1 x1Cs)  77,909.3 =+ 3,522.5 -0.04 + 0.02
PA-Int5
20.6 2x1Cs) 76,4657 + 5,496.0 000 =+ 001
7.2 (1 x 1Cg) 80,789.4 =+ 8,829.6 -0.01 =+ 0.02
PA-Int6
144 (2x1Cs) 69,5953 + 5,551.3 -0.04 + 0.04

indice de Variagdo = MT-MC/MC, onde MT ¢é a média da intensidade de fluorescéncia nas células

tratadas; MC é a média da intensidade de fluorescéncia em células ndo tratadas.

4. DISCUSSAO

Embora a quimioterapia seja o Unico tratamento eficaz para leishmaniose
tegumentar, os farmacos disponiveis sdo limitados pela toxicidade, custo, acesso,
requerem tratamento em longo prazo, por dificuldades na obtencdo de formulacGes orais
e falhas no tratamento [38]. Estas desvantagens demonstram a necessidade da
identificacdo de novos compostos a fim de aumentar o atual arsenal quimioterapico,
superar as limitagdes e combater os parasitas resistentes aos medicamentos, sendo esta a
guestdo mais preocupante [39].

O desenvolvimento de novos compostos com agéo leishmanicida requer baixa
ou nenhuma toxicidade para células de mamiferos [40]. Todos os compostos ineditos

testados neste estudo exibiram baixa toxicidade em relacdo as células de mamiferos. .
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Resultados semelhantes ao de Scariot et al. (2017) que também testaram a
citotoxicidade derivados de tiossemicarbazona e observaram baixos valores de
toxicidade para macréfagos J774.A1 em comparacdo com o medicamento de referéncia
anfotericina B [41].

A anfotericina B € conhecida por ter alta taxa de cura, mas o uso de sua
formulacdo convencional é limitado por induzir hemdlise e nefrotoxicidade [3]. Outra
droga convencional para o tratamento da leishmaniose é a miltefosina, que, assim como
a Anfotericina B, causa anemia hemolitica como efeito colateral [42]. Assim, testes para
avaliar a atividade hemolitica de um composto inédito sdo relevantes, pois detectam sua
capacidade de causar danos as membranas eritrocitarias, uma vez que a ruptura dessas
células é uma barreira para a implantacdo de ensaios in vivo [43]. Os resultados da
presente investigacdo mostraram que todas as isatina-tiossemicarbazonas testadas néo
induziram hemolise na maior concentracdo testada. Estes dados corroboram com o0s
achados de Rodrigues et al. (2018) e Queiroz et al. (2020) que também verificaram a
auséncia de hemolise em eritrocitos humanos apds o tratamento com um derivado
tiossemicarbazonico.

Conforme demonstrado no presente estudo, 0s compostos derivados da estrutura
das tiossemicarbazonas apresentaram baixa toxicidade em macrofagos e os valores de
CCso foram sempre inferiores aos de ICsy para promastigotas e amastigotas. A baixa
toxicidade dos compostos para macréfagos teve efeito direto sobre os valores do indice
de seletividade, que foram mais seletivos para parasitas do que para células de
mamiferos.

Compostos que possuem a fracdo tiossemicarbazona apresentam estruturas
privilegiadas e Uteis no tratamento de vérias doencas, principalmente as doengas
tropicais infecciosas. Estes prot6tipos sdo atrativos a quimica medicinal e excelentes
candidatos a novos farmacos para o tratamento destas doencas, por serem acessiveis,
possuirem baixos custos relativos a reatividade, boas reagdes de rendimento, além da
capacidade de gerar uma série de anadlogos por meio da otimizacdo de propriedades
fisico-quimicas [45].

Todos os derivados de isatinas-tiossemicarbazonas testados foram capazes de
inibir as formas promastigotas de L. braziliensis. Essa atividade pode estar relacionada a
presenca do grupo isatina e as substituicbes nas posicdes R; e R, das

tiossemicarbazonas. Isatina € um conhecido grupo farmacoférico bastante pesquisado
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em quimica sintética e medicinal [46]. Ganhou atencdo da comunidade cientifica devido
ao seu tamanho unico e propriedades eletrénicas privilegiadas que permitem a obtencédo
de moléculas biologicamente ativas [47]. Este grupo apresenta uma notavel e conhecida
atividade antiproliferativa contra vérias linhagens de células cancerosas. Ja as
tiosemicarbazonas derivadas de isatina ttm demonstrado uma variedade de atividades
bioldgicas, como antimicrobiana, antineoplasica, antiplasmddica, antiviral e
leismanicida [48].

Os compostos avaliados neste estudo (PA-Intl a PA-Int7) foram obtidos por
meio da reacdo de trés diferentes isatinas (isatina, 5-nitroisatina e 5-cloroisatina) com
trés diferentes tiossemicarbazidas (tiossemicarbazida, fenil- tiossemicarbazida e metil-
tiossemicarbazida). As variacdes observadas na atividade leishmanicida sugerem uma
relacdo estrutura-atividade, devido as trocas de substituintes adicionados nas posi¢des
R1 e R2. Os compostos PA-Int5 e PA-Int6 apresentaram os melhores valores de 1Cs
quando testados contra L. braziliensis, com valores de 10.3 e 7.2 pg/mL,
respectivamente. Esses dois compostos tém um grupo fenil em R2 em comum. De
acordo com Silva et al. (2019), a presenca do grupo fenil na estrutura de derivados de
tiossemicarbazonas propicia uma melhor atividade destes compostos frente as cepas de
L. infantum e de L. amazonenses. Estes resultados corroboram com os nossos, inferindo
que a presenca desse substituinte é importante para a atividade leishmanicida [49].

Nossos compostos mais promissores diferenciam-se por apresentarem um grupo
nitro (NO,) na posicdo R1 (PA-Int5) e um halogénio (Cl) nesta mesma posi¢do (PA-
Int6). Nitro é um grupo farmacofdrico antiparasitario bem conhecido [31]. Sugere-se
que a atividade deste grupo funcional esta relacionada com o potencial de reducdo do
grupo nitro, um forte aceptor de elétrons, capaz de gerar espécies reativas, e por
consequéncia a inducdo de efeitos bioldgicos [50]. Embora moléculas que possuem
grupamentos nitro ndo sejam a primeira escolha para o desenvolvimento de um
farmaco, devido a frequéncia efeitos colaterais indesejaveis, este grupamento se mostra
importante para o tratamento de doencas causadas por tripanossomatideos [51]. ). Para
tal, € necessario o desenvolvimento de testes com novos prototipos com toxicidade
seletiva aos parasitos e que ndo causem prejuizos as células do hospedeiro [52].

O uso de substituintes halogenados, como no composto PA-Int6, permite melhor
permeabilidade em membranas bioldgicas, interacdo com alvos farmacolégicos e

estabilidade metabdlica e quimica. Além disso, compostos derivados de
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tiossemicarbazonas que contém substituintes halogenados apresentam melhor atividade
bioldgica contra tripanossomatideos [31,49,53-56].

Com base nos resultados de triagem dos compostos da série Pa-Int e no indice de
seletividade, identificamos PA-Int5 e PA-Int6 como compostos promissores. Assim,
buscamos estudar seu efeito contra as amastigotas de L. braziliensis. O indice de
sobrevivéncia mostrou que tanto o PA-Int5 quanto o PA-Int6 reduziram
significativamente o numero de amastigotas por macrofago. Ao comparar nossos
resultados com os obtidos por Carvalho e Melo (2018), é possivel reforcar que os
derivados de tiossemicarbazonas sao eficazes na reducdo da infeccdo de macréfagos por
Leishmania spp. Segundo esses autores, compostos dessa classe podem bloquear o
desenvolvimento de parasitas intracelulares e elimina-los sem causar efeitos toxicos na
celula hospedeira [57].

Diante dos resultados promissores de PA-Int5 e PA-Int6 contra as principais
formas evolutivas de L. brasiliensis, aprofundamos nossa investigacdo a fim de
identificar possiveis alteragdes morfofisioldgicas causadas por esses compostos.
Estudos de biologia celular por microscopia eletronica fornecem contribuicfes
importantes para a identificacdo dos principais alvos de diferentes drogas contra
tripanossomatideos, permitindo algumas dedugbes sobre os possiveis mecanismos de
morte celular [58]. Alteracdes no volume celular e na estrutura da membrana plasmatica
do parasita, compativeis com a perda de viabilidade celular e morte celular, foram
observadas por meio de microscopia eletrénica de varredura. Tais mudangas também
estiveram presentes no estudo de Britta et al. (2012), que avaliaram compostos quimicos
derivados de tiossemicarbazonas contra promastigotas de L. amazonensis e observaram
alteragBes morfoldgicas na forma e tamanho da célula, bem como desintegragéo celular
e severos danos as organelas [59].

Neste contexto, Basmaciyan e Casanova (2019), reforcam a necessidade do
conhecimento sobre possiveis alteracdes morfologicas associadas a perda da viabilidade
celular e morte da Leishmania spp. em comparacdo a eucariotos superiores, a fim de
permitir o desenvolvimento de novos tratamentos, especificos e néo citotoxicos [60]. As
alteracdes observadas na morfologia do parasito causadas pelos compostos PA-Int5 e
PA-Int6, como intensa vacuolizagdo citoplasmatica, perfis de membrana semelhantes ao
reticulo endoplasmatico ao redor das organelas e perda de material citoplasmatico

também foram descritas em outros estudos.
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Britta et ai. (2014) observaram que as promastigotas de L. amazonensis tratadas
com um derivado tiossemicarbazona de S-limoneno apresentaram intensa vacuolizacdo
e presenca de estruturas de membrana concéntricas citoplasmaticas [61]. Nossos
achados também corroboram com as investigaces de Macedo-Silva et al. (2015) que
descreveram alteracbes na morfologia de promastigotas tratadas por 24 horas com
amiodarona, um antiarritmico utilizado no tratamento da doenca de Chagas,
apresentaram  alteracbes drasticas, destruicdo do citoplasma, presenca de
autofagossomos por vezes associados ao perfil do reticulo endoplasmético [62]. De
Mello et al. (2016) investigaram mudancas ultraestruturais e morfolégicas em L.
braziliensis ap06s tratamento com trés chalconas sintéticas e notaram intensa
vacuolizacdo, bem como desorganizacdo completa do citoplasma, assim como
demonstrado neste estudo apos tratamento da mesma espécie com derivados inéditos de
tiossemicarbazonas [63].

Segundo Rodrigues e de Souza (2008), dentre os diferentes fenotipos de morte
celular descritos em Leishmania spp. e em outros protozoarios parasitos, a autofagia é
caracterizada pela presenca de perfis de reticulo endoplasmatico envolvendo organelas
inteiras e danificadas para formar estruturas autofagossomicas [64]. Sabe-se que 0s
tripanossomatideos diante de condicdes de estresse, principalmente o tratamento
medicamentoso, muitas vezes induzem um fenotipo autofagico com estruturas
mielinicas, corpos multivesiculares e aumento do nimero de autofagossomos [65].

A autofagia é um processo importante na morte celular, porém seu fendtipo em
parasitas é pouco descrito [66]. Pouco se sabe também sobre as tiossemicarbazonas que
induzem esse mecanismo de morte celular. A morte celular por autofagia também foi
sugerida ap6s o tratamento com outras moléculas de tiossemicarbazona contra linhagens
de células cancerigenas [67], T. cruzi [68] e L. amazonensis [41].

Para parasitas do género Leishmania, o papel desempenhado pela autofagia no
contexto da infeccdo ainda ndo é bem compreendido [69]. A reciclagem de
componentes celulares ndo funcionais e/ou danificados representa um passo central para
a sobrevivéncia dos tripanossomatideos, explicando o surgimento de fendtipos
autofagicos induzidos por diferentes drogas, pois um parasito tenta sobreviver em
condigdes de estresse degradando estruturas danificadas [41]. A autofagia pode preceder
Oou mesmo ativar a apoptose, pois provoca a ativacdo de caspases ou a deplecdo de

inibidores enddgenos da apoptose [66,70].
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A hipétese de um processo autoféagico induzido pelos compostos PA-Int5 e PA-
Int6 ndo pode ser descartada. A intensa vacuolizacdo e a presenca de membranas
concéntricas no citoplasma semelhantes a perfis de reticulo sdo caracteristicas desse
processo, podendo estar associadas ao acumulo de lipidios aberrantes que ndo estdo
totalmente incorporados & membrana plasmaética ou as membranas que revestem as
diversas organelas celulares. A autofagia representa uma estratégia parasitaria de
sobrevivéncia em situacdes estressantes, levando a morte celular em condicdes extremas
[71]. Este processo cataboélico celular pode induzir apoptose pela degradagdo de partes
da célula apds o sequestro em autofagossomos e subsequente degradacdo dentro dos
lisossomos, ou pela ativacdo da via apoptdtica [60]. Esta pode ser outra rota relevante na
infeccdo por Leishmania spp., pois promove uma reducdo no numero de células
infectadas e minimiza as reacGes inflamatérias [72]. Novos estudos utilizando
marcadores celulares podem elucidar o papel da autofagia no mecanismo de acdo das
isatina-tiossemicarbazonas.

Em conclusdo, nossos resultados suportam a potencial utilidade de novos
derivados de isatinas-tiossemicarbazonas como candidatos a agentes quimioterapicos
contra Leishmania braziliensis. Mais investigacbes sobre o mecanismo de agédo e
modelos in vivo sdo necessarias para apoiar a aplicabilidade de tais compostos como

novas drogas para o tratamento da leishmaniose cutanea.
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RESUMO

A leishmaniose cutanea € uma doenca tropical negligenciada com altos indices de
morbimortalidade. N&o ha vacina disponivel e os tratamentos convencionais apresentam
efeitos colaterais e eficacia limitada, reforcando a urgéncia na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos. Na prospeccdo de possiveis agentes
quimioterapicos, compostos derivados de tiazois sdo candidatos promissores e sdo
conhecidos por terem eficacia contra tripanossomatideos. Neste estudo, investigamos o
potencial leishmanicida, citotoxico, antioxidante e as alteragBes ultraestruturais
promovidas por isatina-hidrazona-tiazois em Leishmania braziliensis. Todos o0s
compostos inibiram o crescimento de formas promastigotas de L. braziliensis e
apresentaram baixa citotoxicidade frente a macréfagos J774 e eritrocitos humanos. Os
compostos PA-1B e PA-1J se destacaram por apresentarem maior seletividade aos
parasitas, e por isso foram selecionados para analises posteriores. Esses compostos
foram capazes de diminuir a taxa de sobrevivéncia de formas amastigotas. O composto
PA-1J é um potente antioxidante. Tanto o PA-1B quanto o PA-1J promoveram
alteragBes ultraestruturais relacionadas & morte celular. Diante desses achados, é
possivel concluir que os compostos tiazolicos da série PA-1 apresentam atividade in
vitro contra L. braziliensis. Como prot6tipos promissores, as estruturas do PA-1B e PA-
1J podem ser racionalmente modificadas para apresentar maior seletividade aos

parasitos juntamente com melhor atividade anti-leishmania

Palavras-chave: Desenvolvimento de medicamentos; Leshmania braziliensis;

Leishmaniose Cutanea; Tiazois.

1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Cutanea (LC) € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada
por protozoarios do género Leishmania. Essa doenca se propagou nas Ultimas décadas,
com cerca de 0,6 a 1 milhdo de casos anualmente [1]. Segundo a Organizagédo Mundial
de Saude (OMS), a LC é um problema de salde publica em 10 paises: Afeganistao,
Argélia, Bolivia, Brasil, Colémbia, Ird, Iraque, Paquistdo, Republica Arabe Siria e

Tunisia, onde ocorrem aproximadamente 95% dos casos [2].
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No Brasil, a Leishmania (V.) braziliensis é o principal agente etiologico da LC,
que esta associada ao desenvolvimento de lesdes cutaneas, principalmente Ulceras, em
partes expostas do corpo, capazes de produzir deformidades para toda a vida e graves
incapacidades ou estigma [3]. Quando ndo tratadas adequadamente, essas lesdes podem
se agravar devido a infecgbes secundérias, ulceracbes e resposta inflamatoria
exacerbada [4-7].

Desde a década de 1940, os antimoniais pentavalentes tém sido os principais
farmacos utilizados no tratamento da LC. No entanto, tem-se observado baixa adesdo
dos pacientes ao tratamento devido ao surgimento de graves efeitos tdxicos. O alto
custo, a longa duracdo do tratamento e a disponibilidade também sdo fatores
importantes que reduzem a adesdo ao tratamento em paises em desenvolvimento [8].
Essa interrupcdo do tratamento favorece o0 surgimento de cepas resistentes aos
medicamentos, dificultando o controle da doenga [9].

Considerando que nos ultimos 70 anos ainda ndo foram desenvolvidos novos
medicamentos ou vacinas eficazes para LC, a quimioterapia tornou-se a Unica
abordagem pratica e eficaz [10]. Portanto, considerando 0s inconvenientes
mencionados, a busca por novas opc¢des terapéuticas € urgente [11]. Os compostos
heterociclicos representam alternativas terapéuticas devido as suas ilimitadas
combinages estruturais de variadas atividades fisicas, quimicas e bioldgicas, o que 0s
torna atrativos para a quimica medicinal [12].

Os compostos tiazdlicos sdo protdtipos heterociclicos promissores com grande
importancia na farmacologia devido a sua presenca na maioria dos agentes terapéuticos
[13]. A atividade bioldgica dos compostos derivados do tiazol é ampla, como agentes
antineoplésicos [14], anti-inflamatérios [15,16], antivirais [17,18], antimicrobianos
[19,20] e antiparasitarios. [21-25].

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a atividade leishmanicida
de novos derivados tiazol que atuam de forma mais seletiva contra Leishmania infantum
[26,27]. Dando continuidade a linha de pesquisa, este trabalho investigou o potencial
leishmanicida, citotoxico, antioxidante e alteracfes ultraestruturais promovidas por

derivados de isatina-hidrazona-tiazois contra L. braziliensis.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese Quimica

2.1.1 Equipamentos e reagentes

Os reagentes usados foram adquiridos de kits comerciais (Acros Organics, Vetec,
Sigma-Aldrich ou Fluka). A cromatografia em camada fina (TLC) foi usada para
monitorar o progresso de uma reacdo (Merck, silica gel 60 F254 em folha de aluminio).
Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho de ponto de fusdo capilar
eletrotérmico Fisatom 430D e ndo foram corrigidos. Os espectros de RMN foram
medidos em um instrumento Varian UnityPlus 400 MHz (400 MHz para 1H e 100 MHz
para 13C) ou Bruker AMX-300 MHz (300 MHz para 1H e 75,5 MHz para 13C).
DMSO-d6 e D20 foram adquiridos da CIL (Cambridge Isotope Laboratories) ou
Sigma-Aldrich, e tetrametilsilano (tms) foi usado como padrdo interno. O namero de
sinais nos espectros de 1H NMR foram designados da seguinte forma: s/singleto;/d
dupleto, t/triple, dd/duplo dupleto, g/quarteto, m/multipleto e as constantes de
acoplamento, em hertz, como J. A espectroscopia de infravermelho foi realizada em um
instrumento Bruker (modelo IFS 66) usando pastilhas de KBr. Os experimentos de
espectrometria de massa foram realizados em um LC-IT-TOF (Shimadzu). A menos que
especificado de outra forma, a ESI foi conduzida no modo de ions positivos. As
condicdes tipicas foram as seguintes: voltagem capilar de 3 kV, voltagem do cone de 30

V e varredura de pico entre 50 e 1000 m/z.

2.1.3 Preparacdo geral dos tiazéis (PA 1A-J):

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 2-(2-oxoindolin-3-ilideno)
hidrazinacarbotioamida (PA-Intl), uma das dez a-halo-cetonas e isopropanol (20 mL).
A mistura reaccional foi mantida sob refluxo durante 2 horas. As reagdes foram
monitoradas por placa cromatografica de camada fina. O precipitado formado foi

filtrado em funil sinterizado e recristalizado em THF, obtendo-se o produto puro.
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2.1.2.1 PA-1A: (2)-3-[2-(4-feniltiazol-2-il)-hidrazona]indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 259-260 °C. Infravermelho (KBr): 3140 (NH), 1708 (HN-C=0).
RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): 6 7.02 (d, 2H, ArH), 7.46 (m, 6H, ArH), 7.88 (s,
1H, ArH), 8.41 (d, 1H, ArH), 11.22 (s, 1H, NH), 13.25 (s, 1H, NH). RMN de 13C (75.5
MHz, DMSO-d6): & 106.7 (CH, Ar), 110.9 (CH, Ar), 119.7 (CH, Ar), 119.7 (C-Ar),
122.3 (CH, Ar), 125.6 (2CH, Air), 127.9 (CH, Ar), 128.6 (2CH, Ar), 130.4 (CH, Ar),
132.1 (C-Ph), 133.8 (C=N), 141.2 (C-NH, Ar), 150.8 (CN, Ar), 163.1 (C=0), 166.0
(N=CS). Molecular formula: C;;H12N40S. HRMS: 320.07 [M + H]".

2.1.2.2 PA-1B: (2)-3-[2-(4-toluiltiazol-2-il)-hidrazona]indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 261-263 °C. Infravermelho (KBr): 3330 (NH), 1711 (HN-C=0).
RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): 6 2.32 (s, 3H, CH3), 6.95 (m, 8H, ArH), 7.77 (s,
1H, ArH), 11.21 (s, 1H, NH), 13.26 (s, 1H, NH). RMN de 13C (75.5 MHz, DMSO-d6):
8 20.7 (CHs), 105.8 (CH, Ar), 110.9 (CH, Ar), 119.7 (CH, Ar), 119.7 (C-Ar), 122.3
(CH, Ar), 125.6 (2CH, Ar), 129.1 (2CH, Ar), 130.4 (CH, Ar), 131.1 (CH, Ar), 132.0 (C-
Ph), 137.2 (C=N), 141.2 (C-NH, Ar), 150.8 (CN, Ar), 163.1 (C=0), 165.9 (N=CS).
Formula molecular: C1gH14N4OS. HRMS: 334.09 [M + H]".

2.1.2.3 PA-1C: (Z)-3-{2-[4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il]-hidrazona}indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 268 °C. Infravermelho (KBr): 3171 (NH), 1689 (HN-C=0). RMN
de 1H (300 MHz, DMSO0O-d6): 3 3.8 (s, 3H, CH3), 6.97 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.98 (d,
2H, J 8.7 Hz, ArH), 7.09 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.34 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.43 (s,
1H, ArH), 7.54 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.83 (d, 2H, J 8.7 Hz, ArH), 11.2 (s, 1H, NH),
13.32 (s, 1H, NH). RMN de 13C (75.5 MHz, DMSO-d6): & 55.07 (CH3), 104.5 (CH,
Ar), 110.9 (CH, Ar), 113.9 (2CH, Ar), 119.7 (CH, Ar), 119.7 (C-Ar), 122.3 (CH, Ar),
126.8 (C-Ph), 127.0 (2CH, Ar), 130.3 (CH, Ar), 131.8 (C=N), 141.2 (C-NH, Ar), 150.9
(CN, Ar ), 159.0 (CO, Ar), 163.1 (C=0), 165.8 (N=CS). Formula molecular:
C1gH14N40,S. HRMS: 350.08 [M + H]".
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2.1.2.4 PA-1D: (2)-3-{2-[4-(3-nitrofenil)tiazol-2-il]-hidrazona}indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 278-279 °C. Infravermelho (KBr): 3381 (NH), 1698 e 3181 (HN-
C = 0). RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6): 5 6.97 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.1 (t, 1H, J
7.5 Hz, ArH), 7.36 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.55 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.73 (t, 1H, J 7.8
Hz, ArH), 7.94 (s, 1H, ArH), 8.18 (d, 1H, J 7.8 Hz, ArH), 8.35 ( d, 1H, J 7.8 Hz, ArH),
8.68 (s, 1H, ArH), 11.22 (s, 1H, NH), 13.37 (s, 1H, NH). RMN de 13C (75.5 MHz,
DMSO-d6): & 105.0 (CH, Thiazole), 119.2 (CH, Ar), 120.7 (CH-Ar), 123.0 (CH, Ar),
124.2 (CH, Ar), 125.6 (CH, Ar), 126.3 (CH, Ar), 128.9 (CH, Ar), 133.1 (CH, Ar), 134.2
(C=N), 139.0 (C, Ar), 141.3 (C-NH, Ar), 150.0 (CN, Thiazole), 148.2 (C-NO,, Ar),
169.1 (C=0), 170.5 (N=CS, Thiazole). Férmula molecular: Ci7H;1N503S. HRMS:
365.06 [M + H]".

2.1.2.5 PA-1E: (2)-3-{2-[4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il]-hidrazona}indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 273 °C. Infravermelho (KBr): 3169 (NH), 1692 (HN-C=0). RMN
de 1H (300 MHz, DMSO0-d6): & 6.96 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.09 (t, 1H, J 7.5 Hz,
ArH), 7.34 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.53 (d, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.96 (s, 1H, ArH), 8.15
(d, 2H, J 9 Hz, ArH), 8.26 (d, 2H, J 9 Hz, ArH), 11.21 (s, 1H, NH), 13.36 (s, 1H, NH).
RMN de 13C (75.5 MHz, DMSO-d6): & 110.9 (CH, Ar), 111.2 (CH, Ar), 115.6 (CH,
Ar), 119.8 (C-Ar), 122.3 (CH, Ar), 123.9 (2CH, Ar), 126.5 (2CH, Ar), 130.6 (CH, Ar),
136.4 (C=N), 139.8 (C-Ph), 141.3 (C-NH, Ar), 146.5 (C-NO,, Ar) 148.8 (CN, Ar),
163.0 (C=0), 166.5 (N=CS). Formula molecular: C17H1:NsO3S. HRMS: 365.06 [M +
H]".

2.1.2.6 PA-1F: (2)-3-{2-[4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il]-hidrazona}indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 265-267 °C. Infravermelho (KBr): 3243 (NH), 1675 (HN-C=0).
RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 6.95 (d, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.07 (t, 1H, J 7.6
Hz, ArH), 7.22 (d, 1H, J 8.8 Hz, ArH), 7.24 (d, 1H, J 8.8 Hz, ArH), 7.32 (t, 1H, J 7.6
Hz, ArH), 7.51 (d, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.57 (s, 1H, ArH), 7.91 (d, 1H, J 8.8 Hz, ArH),
7.93 (d, 1H, J 8.8 Hz, ArH), 11.2 (s, 1H, NH), 13.32 (s, 1H, NH). RMN de 13C (100
MHz, DMSO-d6): § 106.5 (CH, Ar), 111.0 (CH, Ar), 115.4 (CH, Ar), 115.6 (CH, Ar),
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119.7 (C-Ar), 119.8 (CH, Ar), 122.4 (CH, Ar), 127.7 (CH, Ar), 127.8 (CH, Ar), 130.4
(CH, Ar), 130.6 (C-Ph), 132.1 (C=N), 141.3 (C-NH, Ar), 150.0 (CN, Ar), 160.6 (CF,
Ar), 163.2 (C=0), 166.1 (N=CS). Férmula molecular: C;7H1;FN,OS. HRMS: 338.06
[M+H]".

2.1.2.7 PA-1G: (2)-3-{2-[4-(4-clorofenil)tiazol-2-il]-hidrazona}indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 279-280 °C. Infravermelho (KBr): 3260 (NH), 1693 (HN-C=0).
RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 6.95 (d, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.08 (t, 1H, J 7.2
Hz, ArH), 7.33 (t, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.46 (d, 2H, J 8.8 Hz, ArH), 7.52 (d, 1H, J 7.2
Hz, ArH), 7.67 (s, 1H, ArH), 7.90 (d, 2H, J 8.8 Hz, ArH), 11.23 (s, 1H, NH), 13.33 (s,
1H, NH). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 107.5 (CH, Ar), 111.0 (CH, Ar),
119.7 (C-Ar), 119.8 (CH, Ar), 122.4 (CH, Ar), 127.4 (2CH, Ar), 128.7 (2CH, Ar), 130.5
(CH, Ar), 132.2 (C-Ph), 132.4 (C=N), 132.8 (C-Cl, Ar), 141.3 (C-NH, Ar), 149.8 (CN,
Ar), 163.2 (C=0), 166.2 (N=CS). Formula molecular: C,7H;;CIN,OS. HRMS: 354.03
[M+H]".

2.1.2.8 PA-1J: (2)-3-{2-[4-(2,4-diclorofenil)tiazol-2-il]-hidrazona}indolin-2-ona

Ponto de fusdo: 285-286 °C. Infrared (KBr): 3447 (NH), 1698 and 3264 (HN-
C=0). ' H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 6.97 (d, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.1 (t, 1H, J 7.6
Hz, ArH), 7.35 (t, 1H, J 7.6 Hz, ArH), 7.51 (d, 1H, J 8.8 Hz, ArH), 7.55 (d, 1H, J 7.6
Hz, ArH), 7.69 (s, 1H, ArH), 7.7 (s, 1H, ArH), 7.94 (d, 1H, J 8.8 Hz, ArH), 11.2 (s, 1H,
NH), 13.32 (s, 1H, NH). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 110.9 (CH, Ar), 112.2
(CH, Ar), 119.8 (CH, Ar), 119.8 (C-Ar), 122.3 (CH, Ar), 127.4 (2CH, Ar), 129.7 (CH,
Ar), 130.5 (CH, Ar), 131.4 (C-Ph), 131.4 (C = N), 132.3 (2CH, Ar), 132.8 (C-ClI, Ar),
141.2 (C -NH, Ar), 163.0 (C = O). Férmula molecular: C17H1,CI,N40OS. HRMS: 388.00
[M+H]".

2.2 Ensaios Bioldgicos

2.2.1 Cultivo celular
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Formas promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram
mantidas em meio Schneider (Gibco, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), a 26°C e utilizadas para experimentos na fase exponencial de
crescimento. Os macrdfagos J774.A1 foram mantidos em meio RPMI 1640 (Sigma
Aldrich, USA) suplementado com 10% de SFB (Gibco, USA) e incubados a 37°C e 5%
de CO,. As formas amastigotas foram obtidas de macréfagos J774.A1 (1x10° céls/mL)

infectadas com as formas promastigotas do parasita, na proporcéao de 1:10, por 14 horas.

2.2.2 Atividade leishmanicida

Formas promastigotas de L. braziliensis (2x10° céls/mL) foram incubadas na
auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de cada composto (6,25 - 100 pug/mL)
por 24 horas a 26 °C. O numero de parasitas viaveis foi estimado por contagem direta
em camara de Neubauer. Cada experimento foi realizado em quadruplicata e os grupos
controle (formas promastigotas ndo tratadas) foram cultivados na presenca de 0,1% de
DMSO.

Para avaliar os efeitos dos compostos contra formas amastigotas, macréfagos
J774.A1 (1x10° céls/mL) foram semeados em uma microplaca de 24 pocos contendo
laminulas de 13 mm no fundo de cada poco. As células foram cultivadas em RPMI
1640 suplementado com 10% SFB a 37°C por 3 horas até a adesdo completa.
Posteriormente, formas promastigotas foram adicionadas aos pocos na proporcao de
1:10 parasitas/célula hospedeira. Ap6s 14 horas, os parasitas ndo internalizados foram
removidos e as células infectadas foram incubadas na auséncia (grupo controle) ou na
presenca de diferentes concentragdes dos compostos (25 - 100 pg/mL) por 24 horas a
37°C em uma atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, as células foram fixadas com
solucdo de Bouin, coradas com solugdo de Giemsa e as laminulas foram montadas
permanentemente com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). Dois testes
independentes foram realizados em triplicata. Em cada laminula, um total de 100 células
foi contado usando um microscopio optico. A porcentagem de células infectadas e o
namero de parasitas intracelulares por célula infectada foram estimados. O indice de
sobrevivéncia (porcentagem de células infectadas x nimero de amastigotas por célula) e

o valor de 1Csp (concentracgdo inibitéria média) também foram determinados [28].
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2.2.3 Atividade citotdxica

Macréfagos J774 (1 x 10° céls/mL) foram semeados em placas de 96 pogos,
contendo meio RPMI com vermelho de fenol suplementado com 10% SFB, e incubados
em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas. Em seguida, diferentes concentragoes
dos compostos (6,25 - 100 ug/mL) foram adicionados a cada poc¢o e as células foram
cultivadas por 24 horas a 37°C, em atmosfera umidificada com 5% de CO,. Apés a
incubacdo, o meio foi removido ¢ 10 uL. de MTT (5 mg/mL) foi adicionado a cada
poco. A microplaca foi incubada por 3 horas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO,.
Os cristais de formazan formados foram solubilizados em DMSO, e a absorbéncia foi
determinada em 540 nm usando o Benchmark plus espectrofotdmetro (Bio-Rad®,
California, USA). A concentracéo citotdxica para 50% das células (CCsp) foi calculada
por regressdo linear. Em seguida, o indice seletivo (IS) foi calculado como a razéo entre
os valores de CCsg e ICso. Dois experimentos independentes em quadruplicata foram

realizados [26].
2.2.4 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi avaliada por meio da incubacdo 100 pL dos
compostos diluidos em série em solucéo salina (0,85% NaCl + 10 mM CaCl,) com 100
uL de suspensdo de eritrécitos humanos a 2% (grupo sanguineo O +) por 3 horas a 37°C
em uma microplaca de 96 poc¢os (fundo em forma de U) sob agitacdo constante. Em
seguida, a microplaca foi centrifugada a 15009 por 4 minutos, e a lise celular foi entédo
medida espectrofotometricamente a 540 nm. Eritrocitos com solugdo salina ou tratados
com 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) foram usados como
controle negativo e positivo da hemdlise, respectivamente [27]. Os resultados foram
determinados pela porcentagem de hemolise em relagdo ao controle positivo (100%
hemolise) e ao controle negativo (0% hemolise). Os experimentos foram realizados em

quadruplicata em dois testes independentes.
2.2.5 Atividade antioxidante

2.2.5.1 Atividade de eliminacéo de DPPH
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A avaliacdo da atividade antioxidante de diferentes compostos tiazolicos pelo
método de sequestro de radicais livres foi medida por meio de doacdo de hidrogénio
utilizando o radical estavel DPPH [29]. As medicOes foram realizadas em triplicata e as
atividades de inibi¢cdo foram calculadas com base na porcentagem de DPPH removido.
Um analogo da vitamina E (Trolox®) e Hidroxitolueno (BHT) butilado foram usados
como padrdes. A porcentagem de inibicdo (I%) foi calculada usando a seguinte
equacdo: 1% = [(Ac -As) / (Ac)] x 100, onde Ac é a absorbancia do controle e As é a
absorbancia da amostra. A ICs, da atividade de DPPH foi calculada com base na
regressdo linear da porcentagem de DPPH restante em relacdo a concentracdo da

amostra. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.2.5.2 Atividade de eliminagao de ABTS

A atividade antioxidante dos derivados tiazol pelo ensaio de ABTS (acido 2,2'-
azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi baseada na geracéo do radical croméforo
catiébnico obtido a partir da oxidacdo de ABTS por persulfato de potéassio [30]. As
medicdes foram realizadas em triplicata e as atividades de inibicdo foram calculadas
com base na porcentagem de ABTS removido. Um analogo da vitamina E (Trolox®) e
Hidroxitolueno (BHT) butilado foram usados como padrdes. O percentual de inibigéo
(1%) foi calculado usando a seguinte equacdo: 1% = [(Ac -As) / (Ac)] x 100, onde Ac é
a absorbancia do controle e As é a absorbancia da amostra. A ICsy da atividade de
ABTS foi calculada com base na regressao linear da porcentagem de ABTS restante em

relacdo a concentracdo da amostra.

2.2.5.3 Capacidade antioxidante total (CAT)

A Capacidade Antioxidante Total foi determinada pelo método de
fosfomolibdénio [31,32]. O ensaio foi baseado na reducdo de Molibdénio™ a
Molibdénio* pela amostra e posterior formac&o de um complexo Fosfato/Molibdénio™*
esverdeado. Os tubos contendo as amostras e reagentes (acido sulfarico 0,6 M, fosfato
de sddio 28 mM e molibdato de aménio 4 mM) foram incubados a 100°C por 90 min.

Subsequentemente, as absorbancias de cada solucdo foram medidas a 695 nm contra o
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branco. O &cido ascorbico foi usado como referéncia. A capacidade antioxidante total
(1%) foi calculada usando a seguinte equacao: 1% = [(Ac -As) / (Ac)] x 100, onde Ac ¢
a absorbéncia do controle e As ¢ a absorbancia da amostra. A 1Cso de CAT foi calculada
com base na atividade de regressdo do linear em relagcdo a concentracdo da amostra.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.2.6 Andlise ultraestrutural

Formas promastigotas de L. braziliensis ndo tratadas (grupo controle) ou tratadas
com ICsp e 2 x 1Cso por 24 horas foram coletadas por centrifugagdo a 1500 g, lavadas
em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2, e fixadas por 2 horas a 4°C em um solucdo contendo
2,5% de glutaraldeido / 4% de paraformaldeido em tampédo fosfato 0,1 M pH 7,2.
Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo tampéao e pés-fixadas em solugéo de
tetroxido de 6smio 1%, ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de céalcio 5mM em
tampdo cacodilato 0,1 M, por 1 hora. As células foram desidratadas em concentragdes
crescentes de acetona e incluidas em resina PolyBed 812 (PolySciences, Warrington,
PA, USA). Cortes ultrafinos contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo
foram observados usando o microscépio eletrbnico de transmissao Zeiss EM109
(MET). Para analise de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), promastigotas
tratadas e ndo tratadas foram fixadas e pos-fixadas conforme descrito acima e aderidas a
laminulas revestidas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO, USA). As
amostras foram desidratadas em série crescente de etanol, secas pelo método do ponto
critico (HCP-2 critical point dryer, Hitachi). Posteriormente, foram revestidas com
ouro-paladio 20nm (Fine Coat lon Sputter JFC-1100, JEOL) e observadas no MEV
JEOL T-200 [33].

2.2.7 Analise estatistica

Os valores de ICsp e CCsy foram estimados por analise de regressdo linear
utilizando o software Statistical Package for the Social Sciences - SPSS v 18.0 para
Windows (IMB®, Armok, USA). A diferenca significativa entre os grupos foi avaliada

por analise de variancia ANOVA e pds-teste de Tukey realizado no software Prism v
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5.03 para Windows (GraphPad®, San Diego, USA). Todos os testes estatisticos

consideraram p < 0,05 como valor de significancia.

3 RESULTADOS

3.1 Sintese quimica

Todos os compostos da série PAO1A-J foram obtidos por meio de uma

metodologia simples de duas etapas. Para obter os compostos intermediarios, a isatina

reagiu com tiossemicarbazida, obtendo-se tiossemicarbazona com altos rendimentos. A

sintese foi realizada em solucdo etandlica, sob refluxo, na presenca de um catalisador

acido [34].

A segunda etapa da sintese aqui proposta foi a obtencdo de tiazois inéditos que

compdem a série PAO1A-J. Para tanto, foi escolhida a tiossemicarbazona sem

substituintes na posicdo N4, PA-Intl. Este intermediario foi condensado com diferentes

a-halo-cetonas, seguindo a metodologia desenvolvida por Hantzsch em 1887 [35].

Nesta metodologia as reacOes sdo realizadas sob agitacdo magnética sob refluxo

(Esquema 1).
Esquema 1- Esquema de sintese.
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Reagentes e condicdes: Etanol, HCI, refluxo, 3h.
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Para representar a caracterizacdo dos compostos PA0O1A-J, o composto PA0LG

foi escolhido como exemplo. Através da analise espectroscdpica na regido do

infravermelho, foi possivel verificar as principais bandas de absor¢cdo. A banda de 3260

cm sugere deformacéo axial N-H. A banda em 1693 cm™ corresponde a HN-C=0.
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No RMN1H do composto PA01G, observou-se a presenca de picos de 6,95-7,90
ppm para hidrogénios do anel aromatico. Em 7,67 ppm h& um singleto integrando para
um hidrogénio aromatico, um sinal caracteristico para indicar a formacéo do anel tiazol.
Em 11,23 e 13,33 ppm, aparecem dois singuletos referentes aos dois hidrogénios das
duas aminas secundarias (NH).

No 13C RMN de PAO1G, os picos em 107,5, 111,0, 119,8, 122,4, 130,5 e 127,4
ppm correspondem a carbonos aromaticos. O pico em 119,7 ppm corresponde a um
carbono aromatico quaternario. O pico a 132,4 ppm corresponde a C = N. A 132,8 ppm
observa-se carbono quaternario aromatico ligado ao cloro. A 163,2 ppm esta o carbono
carbonilico (C = O). Finalmente, o pico em 166,2 ppm corresponde ao carbono ligado
ao nitrogénio e ao enxofre (N = C-S).

Além das andlises descritas acima, também foi possivel realizar uma andlise
cristalogréfica, utilizando um cristal obtido a partir do composto PA-1G. Com esta
técnica foi possivel confirmar a estrutura dos compostos obtidos. Assim como, foi

possivel confirmar a planaridade da molécula (Figura 1).

Figura 1 - Cristalografia da molécula PA-1G.
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(1) Resolucéo estrutural da molécula PA01G por difragdo de raios X; (2) Proje¢do paralela aos anéis para
visualizacdo da planaridade da molécula; (3) Arranjo das 4 moléculas na célula unitaria gerada pela

simetria do grupo espacial P21/c.
3.2 Atividade Bioldgica

Todos os compostos tiazélicos (PA-1A a PA-1J) foram capazes de inibir o
crescimento de promastigotas de L. braziliensis em 24 horas de tratamento. Os valores
da concentragdo inibitoria maxima (ICsg) variaram de 33,6 a 89,33 pg/mL (Tabela 1).
Os compostos mais eficazes foram PA-1B (33,6 £ 5,1 pg/mL) e PA-1J (39,9 = 2
pg/mL).

Quando testados contra macréfagos J774.Al1, a concentracdo que reduziu a
viabilidade celular em 50% (CCsp) variou de 40 a 54,1 pg/mL (Tabela 1). Alguns
compostos apresentaram efeito citotoxico em concentracfes de CCsy proximas aos
valores de 1Csq determinados para promastigotas de L. braziliensis. No entanto, através
dos valores do indice de seletividade, foi possivel verificar que os compostos sdo mais
seletivos contra o parasita do que para as células de mamiferos. Dentre 0s compostos
que apresentaram o melhor indice de seletividade, destacam-se PA-1B (IS = 1,4) e PA-
1J (IS = 1,1). Com relacédo a atividade hemolitica, estimou-se que todos 0s compostos
da série PA-1, com excecdo do composto PA-1E (CCsp = 59,8 pg/mL), promoveram
50% de lise da membrana plasmatica dos eritrocitos em concentracfes superiores a 100
pg/mL (Tabela 1).

Considerando que PA-1B e PA-1J foram os derivados que apresentaram as
melhores atividades, realizamos outros experimentos para avaliar seus efeitos nas
formas amastigotas intracelulares, atividade antioxidante, bem como investigar 0s

possiveis alvos intracelulares desses compostos por meio de analise ultraestrutural.
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Semelhante as formas promastigotas, os derivados mais promissores, PA-1B e PA-1],
foram capazes de induzir acdo leishmanicida nas formas intracelulares de L.
braziliensis. As concentracdes capazes de reduzir em 50% o numero de formas
amastigotas intracelulares (ICsp) estimadas para esses compostos foram 36,8 + 1,5
ug/mL (PA-1B) e 41,7 £ 2,3 ng/mL (PA-1J) (Tabela 1).

Tabela 1- Atividades leishmanicida e citotoxica in vitro de derivados de isatina-tiazois.

c Promastigota J774A1 Amastigota Eritrdcito Promastigota Amastigota
omposto 1Csq CCx 1Cx CCs
pug/mL IS
PA-1A 80,92+ 12 54,1+4]1 - > 100 0,7 -
PA-1B 33651 48,3+12,2 36,8+15 > 100 14 1,3
PA-1C 54,3+8,2 455+121 - > 100 0,8 -
PA-1D 59,24 +9 42,0+57 - > 100 0,7 -
PA-1E 67,2+3,2 42,6 £6,3 - 59,8 £ 12,7 0,6 -
PA-1F 46,1+28 499+59 - > 100 1,0 -
PA-1G 89,33 £3,2 448 +54 - > 100 0,5 -
PA-1J 399+2/4 43,0+£2,8 41,7+2,3 > 100 11 1

ICs0: Concentracdo que inibe em 50% o crescimento de promastigotas ou amastigotas de L. braziliensis;
CCso: Concentragdo capaz de causar efeito citotoxico em 50% dos macrofagos ou eritrocitos J774A1;
IS (Indice de Seletividade): CCs, de macréfagos J774A1 / I1Cs, L. braziliensis.

Os compostos PA-1B e PA-1J também foram submetidos a trés testes de atividade
antioxidante a fim de avaliar se 0s mesmos possuem propriedades redutoras efetivas na
prevencdo ou minimizacdo do dano oxidativo as células vivas. As concentracdes necessarias
para reduzir o estagio inicial e a propagacdo do processo oxidativo dos radicais 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH+) e ABTS+, e referentes a capacidade total de oxidagdo dos compostos
testados sdo demonstradas na Tabela 2.

Observa-se que o composto PA-1B apresentou maiores valores de ICsy quando
comparado aos controles positivos (trolox, BHT e &cido ascdrbico), demonstrando ser menos
ativo que os antioxidantes padrbes, nos trés testes antioxidantes realizados. Enquanto o
derivado PA-1J mostrou-se um antioxidante mais eficaz, com atividade semelhante ao Trolox
controle em dois dos testes realizados (DPPH+ e ABTS+) (Tabela 2).



Tabela 2 - Atividade antioxidante de derivados de isatina-tiazgis.
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DPPH" ABTS* TAC
Amostra
ICs (ng/mL)
Trolox 45,08 £ 0.1 166.1 £ 0.0 N.D.
Acido ascérbico N.D. N.D. 500.00 + 0.0
BHT 312.34+05 724.89+0.1 772.14+0.1
PA-1B 433.8+0.2 1.668.87 £ 0.1 1.32587+1.1
PA-1J) 48.94 + 0.0 186.67 £ 0.2 1.755.37+2.1

Valores descritos em média + desvio padrdo (n = 3). DPPH: Radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil; ABTS: Radical

2'.2-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato); TAC: Capacidade antioxidante total; BHT: Hidroxitolueno

Butilado; N.D. - Ndo determinado.

Considerando que PA-1B e PA-1J foram os derivados que apresentaram o melhor

indice de seletividade contra as formas promastigotas, uma analise ultraestrutural foi realizada

para identificar as principais alteracbes e as possiveis organelas alvo da acdo desses

compostos. As células ndo tratadas apresentaram um corpo celular alongado e a membrana

plasmaética intacta (Figura 2A). O tratamento com 33,6 pug/mL e 67,2 pg/mL de PA-1B

(Figuras 2B e 2C, respectivamente) revelou diminuicdo do volume celular e enrugamento

substancial da superficie celular, compativel com morte celular. As células tratadas com 39,9

pg/mL e 79,8 pg/mL do composto PA-1J (Figuras 2D e 2E, respectivamente) apresentaram

arredondamento e intenso enrugamento do corpo celular, além de alteracGes sugestivas de

ruptura da

membrana e

enrugamento  substancial da  superficie

celular.
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Figura 2 - Eletromicrografia de promastigotas de L.braziliensis ndo tratadas e tratadas com os compostos PA-1B e PA1J observadas pela microscopia

eletrénica de transmissao.

FIOCRUZ-PE I1SkV X188, 888 1mm FIDCRUZ-PE 1SkU X3, 586 Zrm FIODCRUZ-PE

FIOCRUZ-FPE 15kV  X18, 888 1 0m FIOCRUZ-PE

(A) Promastigotas néo tratadas mostrando forma fusiforme e comprimento do flagelo normal. (B) Promastigotas tratadas com 33,6 pg/mL e (C) 67,2 pg/mL do composto PA-
1B apresentando alteracBes na morfologia. (D) Promastigotas tratadas com 39,9 pg/mL e (E) 79,8 pg/mL do composto PA-1J apresentando alteracGes na topologia e
encolhimento do corpo celular.
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Por meio da MET, verificou-se que as promastigotas de L. braziliensis ndo tratadas
apresentavam estruturas celulares tipicamente preservadas (Figura 3A). AlteracOes
ultraestruturais também foram detectadas nas células tratadas com 33,6 pg/mL de PA-1B, que
apresentaram membranas concéntricas semelhantes a perfis de reticulo endoplasmético e
complexo de Golgi (Figura 3B). Enquanto a concentracdo de 67,2 pg/mL de PA-1B foi capaz
de promover perda de material e vacuolizacdo citoplasmatica (Figura 3C). Enquanto as
formas promastigotas tratadas com o composto PA-1J foram mais drasticamente afetadas
quando comparadas as tratadas com PA-1B. Nao foi possivel observar a presenca de dano
aparente a membrana celular, porém, ha intensa perda de material citoplasmético nas células

tratadas com diferentes concentracfes de PA-1J (Figuras 3D e E).
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Figura 3 - Eletromicrografia de L. braziliensis tratadas e ndo tratadas com compostos PA-1B e PA-1J observadas pela microscopia eletrdnica de varredura.

-\‘B

(A) Promastigotas ndo tratadas mostrando organelas e morfologia preservadas. (B) Promastigota tratada com 39,9 pg/mL do composto PA-1J é possivel observar perda de
material citoplasmatico (*). (C) Parasitos tratados com 79,8 ug/mL do composto PA-1J mostrando a presenca de um grande espaco eletroluscente. (D) Promastigota tratada
com 33,6 pg/mL do composto PA-1B mostrando perfis de reticulo e complexo de golgi. (E) Promastigota tratada com 67,2 pg/mL do composto PA-1B apresentando espago
eletroluscente entre a membrana plasmaética e o nlcleo e intensa vacuolizacao do citoplasma. (N) nacleo, (K) cinetoplasto, (FP) bolsa flagelar (FP) e complexo de Golgi (CG).
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4 DISCUSSAO

Para avaliar o potencial leishmanicida de derivados de tiazol, realizamos uma
triagem da atividade de oito derivados de isatina-hidrazona-tiazol contra promastigotas
de L. braziliensis. Todos os compostos derivados de tiazol investigados possuem um
anel fenil (Ph) na estrutura quimica e foram capazes de inibir o crescimento dos
parasitos. Os derivados PA-1B (4-metil-fenil) e PA-1J (2,4-diclorofenil) foram
considerado o mais eficazes, pois apresentaram valores menores de 1Csy para
promastigotas quando comparados aos demais compostos.

Estudos com derivados tiazol demonstram a importancia do substituinte metil na
estrutura de compostos com atividade contra tripanossomatideos. Corroborando com
nossos resultados, Alianca et al. (2017) demostraram que os compostos tiazélicos com
maior agdo contra L. infantum possuiam anel fenil (Ph), destacando-se o derivado com
duplas substituices de cloro (2,4-dicloro) como mais efetivo [26]. Estas di-
substituicdes com atomos de cloro forneceram também maior eficacia para derivados de
tiazois contra formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi [36].

De acordo com Pinto et al. (2014), a presenca de substituintes halogénicos no
anel fenil concede ao composto maiores estabilidades, metabdlica e quimica, em suas
ligacOes [37]. Estes grupamentos destabilizam a permeabilidade da membrana celular
promovendo acao leishmanicida eficaz. Segundo Hernandes et al. (2010), grupamentos
halogenados causam altera¢cGes conformacionais e volumeétricas na estrutura quimica do
composto, permitindo intera¢6es favoraveis com o seu sitio alvo e uma diferenciacdo na
sua atividade [38].

Outros compostos derivados da estrutura dos tiazOis apresentaram baixa
citotoxicidade em macréfagos J774.A1 [14,24,25], assim como demonstrado no nosso
estudo. Com relacdo a atividade hemolitica dos compostos da série PA-1, com exce¢do
do PA-1E, é possivel sugerir uma possivel viabilidade para sua administracdo
intravenosa em organismos Vivos, sem causar danos aos eritrocitos. A baixa toxicidade
de compostos tiazélicos nestas células sanguineas também foi relatada nos estudos de
De Sé et al (2017) e Queiroz et al. (2020), fornecendo mais evidéncias de que os tiazois
apresentam menor toxicidade em diversas linhagens de células de mamiferos [27,39].

Esses resultados nos encorajaram a continuar com estudos visando entender a
atividade leishmanicida nas formas intracelulares de L. braziliensis, o efeito

antioxidante e aspectos ultraestruturais na biologia celular deste parasito. Os compostos
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PA-1B e PA-1J foram selecionados para estas investigacdes, pois se destacaram na série
PA-01 por apresentarem maiores indices de seletividade aos parasitos do que para
ceélulas de mamiferos.

O principal desafio na terapia da leishmaniose é o fato de os macrdfagos
servirem como reservatorios criticos para a replicagdo de formas intracelulares. Por esta
razdo, os compostos leishmanicidas tém dificuldades em permear a membrana
plasmatica dos macréfagos e, assim, inibir a sobrevivéncia do parasita [40]. Foi possivel
verificar que PA-1B e PA-1J apresentaram efeitos antiproliferativos em amastigotas
com concentragdes proximas aquelas contra promastigotas. Conforme demonstrado em
nosso estudo, os naftotiazois testados por Toledo et al. (2013) reduziram a taxa de
sobrevivéncia de amastigotas de L. braziliensis, sem afetar a viabilidade da célula
hospedeira [41]. A presenca do radical metil na estrutura quimica aumenta a
lipossolubilidade do composto, o que facilita sua passagem pelas membranas biol6gicas
e promove maior biodisponibilidade do composto [21,42]. De acordo com Hu e cols.
(2020), a adicdo de grupos halogenados também favorece a lipossolubilidade,
proporcionando maior eficacia na taxa de transporte e absorcao dos proto6tipos [43].

Compostos derivados de tiazol possuem um amplo espectro de atividades
bioldgicas, incluindo o sequestro de espécies reativas para manter a homeostase do
organismo [44]. Jaishree et ai. (2012) e Kaddouri et al. (2020) demonstraram que
estruturas de compostos derivados de tiazol sdo potentes antioxidantes [45,46]. De
acordo com esses achados, o composto PA-1J demonstrou atividade antioxidante
significativa em comparacdo com o acido ascorbico, que € o antioxidante padrdo. Esta
semelhanca de resultados sugere um bom potencial farmacolédgico deste composto, uma
vez que a atividade antioxidante permite a reducdo de radicais livres impedindo que a
resposta imune seja potencializada [47].

Estudos sobre a modulacdo de mecanismos de estresse oxidativo podem
subsidiar estratégias alternativas para o desenvolvimento de novas drogas contra
tripanossomatideos [47]. A propriedade de doar elétrons, caracteristica dos
antioxidantes, permite a modulacdo do processo oxidativo no organismo [48]. Por esse
motivo, as terapias antioxidantes podem prevenir o aparecimento de lesdes causadas
pela acdo dos radicais livres, que podem danificar as proteinas e lipidios da membrana,
além dos acidos nucléicos das células hospedeiras [49].

Nossa analise ultraestrutural confirmou a atividade de PA-1B e PA-1J nas

formas promastigotas de L. braziliensis. Os tratamentos induziram mudangas notaveis
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na morfologia do parasita, como arredondamento celular. Alianca et ai. (2017) e De
Oliveira et al. (2020) também demonstraram alteracGes como perda de volume celular e
enrugamento intenso da membrana celular de L. infantum causados por derivados de
tiazol, mas nenhum dano aparente a membrana celular foi detectado nesses estudos
[26,42]. O acumulo de grandes goticulas lipidicas e a perda do contetido citoplasmatico
foram observados em ambos tratamentos. Essas alteracdes sao compativeis com a perda
de viabilidade celular [50].

Diante desses achados, é possivel sugerir que devido a lipossolubilidade do
grupo metila e a di-substituicdo de 4&tomos de cloro no grupo fenil na estrutura do tiazol
(PA-1B e PA-1J, respectivamente) houve uma maior permeabilidade dos mesmos na
membrana plasmatica do parasita e que esses compostos prejudicaram a via de
biossintese do ergosterol. Segundo De Medeiros (2011), infere-se que o acumulo de
lipidios e o rompimento da membrana plasmatica podem ser causados por interferéncias
no metabolismo lipidico do parasito [51]. Entretanto, é necessaria a realizacdo de
ensaios com marcadores para analises de fenotipos de morte celular, bem como estudos
de docking molecular para o0 melhoramento da estrutura destes prototipos.

A triagem de novas moléculas com o potencial de identificar novas entidades
visando novos alvos para a leishmaniose tem varias vantagens, incluindo a
diferenciacdo entre a atividade contra o parasita ou a célula hospedeira, avaliaces
fenotipicas e a possibilidade de identificar eventos celulares Gnicos que podem orientar
pesquisas sobre 0 modo de acdo do xenobidtico [52].

Deste modo, nossos resultados contribuem para o desenvolvimento de outros
estudos para subsidiar estratégias sintéticas alternativas, como novos designs e/ou
combinacBes desses compostos com os farmacos convencionais, e analises das
propriedades bioldgicas visando estruturas celulares e moleculares especificas de L.
braziliensis. Esses prototipos tém grandes possibilidades de serem usados como

potenciais candidatos a drogas leishmanicidas no futuro.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

f)

9)

Todos os compostos derivados de isatina-tiossemicarbazonas e isatina-
hidrazona-tiazéis demonstraram atividade frente a formas promastigotas de
Leishmania braziliensis e baixa toxicidade em células de mamifero;

Os compostos da classe tiossemicarbazona (PA-Int5 e PA-Int6) foram mais
promissores contra L.braziliensis quando comparados aos tiazélicos (PA-1B e
PA-1J), por apresentarem maior seletividade aos parasitas do que para células de
mamifero;

Os protétipos PA-Int5, PA-Int6, PA-1B e PA-1) apresentaram efeitos
antiproliferativos em amastigotas de L. braziliensis;

O composto PA-1J demonstrou potencial antioxidante superior aos demais
compostos estudados (PA-1B, PA-Int5 e PA-Int6), equiparando-se aos padrbes
antioxidantes sintéticos;

As mudancas ultraestruturais induzidas pelo tratamento com PA-Int5 e PA-Int6
apontam a autofagia como um dos possiveis mecanismos de morte celular em
formas promastigotas de L. braziliensis, enquanto para PA-1B e PA-1J n&o foi
possivel elucidar o processo que causou perda de viabilidade celular destes
parasitas;

PA-Int5, PA-Int6, PA-1B e PA-1J ndo induziram alteracdes significativas no
potencial de membrana mitocondrial, demonstrando que a mitocondria nao é
uma organela alvo destes compostos;

Nossos dados embasam estudos futuros acerca da otimizacdo dos compostos
PA-Int5, PA-Int6, PA-1B e PA-1J, a fim de que apresentem maior seletividade

aos parasitas e permanecam sem causar danos as células hospedeiras.



107

REFERENCIAS

ABDU-RAHEM, L. R.; AHMAD, A. K.; ABACHI, F. T. Synthesis And Medicinal
Attributes Of Thiazole Derivatives: A Review Synthesis And Medicinal Attributes Of
Thiazole Derivatives: A Review, n. January, 2021.

AKBARI, M.; ORYAN, A.; HATAM, G. Application of nanotechnology in treatment
of leishmaniasis: A Review. Acta Tropica, v. 172, n. January, p. 86-90, 2017.

ALBERIO, S. O. et al. Ultrastructural and cytochemical identification of megasome in
Leishmania (Leishmania) chagasi. Parasitology Research, v. 92, n. 3, p. 246-254,
2004.

ALCANTARA, L. M. et al. Challenges in drug discovery targeting TriTryp diseases
with an emphasis on leishmaniasis. International Journal for Parasitology: Drugs
and Drug Resistance, v. 8, n. 3, p. 430-439, 2018. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ijpddr.2018.09.006>.

ALEMAYEHU, B.; ALEMAYEHU, M. Leishmaniasis: A Review on Parasite, Vector
and Reservoir Host. Health Science Journal, v. 11, n. 4, p. 1-6, 2017.

ALIANCA, A. S. S. et al. The in Vitro biological activity of the Brazilian brown
seaweed dictyota mertensii against Leishmania amazonensis. Molecules, v. 19, n. 9, p.
14052-14065, 2014.

ALIANCA, A. S. S. et al. In vitro evaluation of cytotoxicity and leishmanicidal activity
of phthalimido-thiazole derivatives. European Journal of Pharmaceutical Sciences,
v. 105, p. 1-10, 2017. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.ejps.2017.05.005>.

ALONSO, L. et al. Membrane dynamics in Leishmania amazonensis and
antileishmanial activities of p-carboline derivatives. Biochimica et Biophysica Acta -
Biomembranes, v. 1863, n. 1, p. 183473, 2021. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2020.183473>.

AMORIM, C. F. et al. Variable gene expression and parasite load predict treatment
outcome in cutaneous leishmaniasis. Science Translational Medicine, v. 11, n. 519, p.
1-10, 2019.

AN, I. et al. The effect of pentavalent antimonial compounds used in the treatment of
cutaneous leishmaniasis on hemogram and biochemical parameters. Cutaneous and
Ocular Toxicology, v. 38, n. 3, p. 294-297, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1080/15569527.2019.1610887>.

ANVERSA, L. S. et al. Human leishmaniasis in Brazil: A general review. Revista da
Associacao Medica Brasileira, v. 64, n. 3, p. 281-289, 2018.

ARONSON, N. E.; JOYA, C. A. Cutaneous Leishmaniasis: Updates in Diagnosis and
Management. Infectious Disease Clinics of North America, v. 33, n. 1, p. 101-117,
2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.idc.2018.10.004>.



108

ARORA, P. et al. Synthesis, molecular docking and QSAR studies of 2, 4-disubstituted
thiazoles as antimicrobial agents. Journal of Applied Pharmaceutical Science, v. 5, n.
2, p. 028-042, 2015.

ATYATOLLAHI, J.; BAFGHI, A. F.; SHAHCHERAGHI, S. H. Chronic zoster-form:
A rare variant of cutaneous leishmaniasis. Reviews in Medical Microbiology, v. 26, n.
3, p. 114-115, 2015.

AWASTHI, B. P.; MITRA, K. In vitro leishmanicidal effects of the anti-fungal drug
natamycin are mediated through disruption of calcium homeostasis and mitochondrial
dysfunction. Apoptosis, v. 23, n. 7-8, p. 420-435, 2018. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1007/s10495-018-1468-5>.

BAILEY, F. et al. A new perspective on cutaneous leishmaniasis—Implications for
global prevalence and burden of disease estimates. PL0oS Neglected Tropical Diseases,
v. 11, n. 8, p. 2-6, 2017.

BANDGAR, B.P. et al. Synthesis of new heterocyclic hybrids based on pyrazole and
thiazolidinone scaffolds as potent inhibitors of tyrosinase. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, v. 21, n.10, p. 2772-2777, 2013.

BANERJEE, H.; KNOBLACH, B.; RACHUBINSKI, R. A. The early-acting glycosome
biogenic protein Pex3 is essential for trypanosome viability. Life Science Alliance, v.
2,n.4,p.1-9,2019.

BASILE, G. et al. Refractory mucocutaneous leishmaniasis resolved with
combination treatment based on intravenous pentamidine, oral azole, aerosolized
liposomal amphotericin B, and intralesional meglumine antimoniate. International
Journal of Infectious Diseases, v. 97, p. 204-207, 2020. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.06.003>.

BASMACIYAN, L. et al. (De)glutamylation and cell death in Leishmania parasites.
PLo0S Neglected Tropical Diseases, v. 13, n. 4, p. 1-18, 2019.

BASMACIYAN, L. et al. Temporal analysis of the autophagic and apoptotic
phenotypes in Leishmania parasites. Microbial Cell, v. 5, n. 9, p. 404-417, 2018.

BASMACIYAN, L.; CASANOVA, M. Experimental Parasitology. Parasite, v. 26, p.
71, 20109.

BENNIS, I. et al. Psychosocial impact of scars due to cutaneous leishmaniasis on high
school students in Errachidia province, Morocco. Infectious Diseases of Poverty, v. 6,
n. 1, p. 1-8, 2017.

BERALDO, H. Semicarbazonas e tiossemicarbazonas: O amplo perfil farmacologico e
usos clinicos. Quimica Nova, v. 27, n. 3, p. 461-471, 2004.



109

BERBERT, T. R. N. et al. Pentavalent antimonials combined with other therapeutic
alternatives for the treatment of cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis: A
systematic review. Dermatology Research and Practice, v. 2018, 2018.

BERENGUER, D. et al. Topical amphotericin B semisolid dosage form for cutaneous
leishmaniasis: Physicochemical characterization, ex vivo skin permeation and biological
activity. Pharmaceutics, v. 12, n. 2, p. 1-16, 2020.

BERUBE, G. An overview of molecular hybrids in drug discovery. Expert Opinion on
Drug Discovery, v. 11, n. 3, p. 281-305, 2016.

BILGIC-TEMEL, A.; MURRELL, D. F.; UZUN, S. Cutaneous leishmaniasis: A
neglected disfiguring disease for women. International Journal of Women’s
Dermatology, v. 5, n. 3, p. 158-165, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ijwd.2019.01.002>.

BISETEGN, H. et al. Clinical, parasitological and molecular profiles of cutaneous
leishmaniasis and its associated factors among clinically suspected patients attending
borumeda hospital, north-east ethiopia. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 14, n. 8,
p. 1-13, 2020. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1371/journal.pntd.0008507>.

BLAU, L. et al. Design, synthesis and biological evaluation of new aryl
thiosemicarbazone as antichagasic candidates. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 67, p. 142-151, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2013.04.022>.

BOCXLAER, K. VAN; CROFT, S. L. Pharmacokinetics and pharmacodynamics in the
treatment of cutaneous leishmaniasis — challenges and opportunities. RSC Medicinal
Chemistry, v. 44, n. 0, 2021.

BRAGA, S. F. P. et al. Synthesis and cytotoxicity evaluation of thiosemicarbazones and
their thiazole derivatives. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 52, n. 2,
p. 299-307, 2016.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Manual De Vigilancia Da Leishmaniose
Tegumentar. [S.l.]: [s.n.], 2017.

BRITTA, E. A. et al. Cell death and ultrastructural alterations in Leishmania
amazonensis caused by new compound 4-Nitrobenzaldehyde thiosemicarbazone derived
from S-limonene. BMC Microbiology, v. 14, n. 1, p. 1-12, 2014.

BURZA, S.; CROFT, S. L.; BOELAERT, M. Leishmaniasis. The Lancet, v. 392, n.
10151, p. 951-970, 2018.

CARDOSO, M.V.0. et al. 2-Pyridyl thiazoles as novel anti-T. cruzi agents: Structural
design, synthesis and Pharmacological evaluation. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 85, p. 1-18, 2014.



110

CAVALCANTI, D. P.; SOUZA, W. DE. The kinetoplast of trypanosomatids: From
early studies of electron microscopy to recent advances in atomic force microscopy.
Scanning, v. 2018, 2018.

CHAKRAVARTY, J.; SUNDAR, S. Current and emerging medications for the
treatment of leishmaniasis. Expert Opinion on Pharmacotherapy, v. 20, n. 10, p.
1251-1265, 2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1080/14656566.2019.1609940>.

COMANDOLLI- GANIM, M. A. et al. Analysis of DNA protection, interaction and
antimicrobial activity of isatin derivatives. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 122, p. 1271-1278, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.09.084>.

CORRAL, M. J. et al. Allicin Induces Calcium and Mitochondrial Dysregulation
Causing Necrotic Death in Leishmania. PL0oS Neglected Tropical Diseases, v. 10, n. 3,
p. 1-22, 2016.

COSER, E. M. et al. Activity of paromomycin against Leishmania amazonensis: Direct
correlation between susceptibility in vitro and the treatment outcome in vivo.
International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance, v. 14, n.
August, p. 91-98, 2020.

COSTA, L.S.F. et al. Antioxidant and antiproliferative activities of heterofucans from
the seaweed Sargassum filipendula. Marine Drugs, v.9, n. 6, p. 952-966, 2011.

DAS, P.; SAHA, S.; BOSEDASGUPTA, S. The ultimate fate determinants of drug
induced cell-death mechanisms in trypanosomatids. International Journal for
Parasitology: Drugs and Drug Resistance, v. 15, n. December 2020, p. 81-91, 2021.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.ijpddr.2021.01.003>.

DEB, P. K. et al. Synthesis, anti-inflammatory evaluation, and docking studies of some
new thiazole derivatives. Medicinal Chemistry Research, v. 23, n. 6, p. 2780-2792,
2014,

DOCAMPO, R. et al. New insights into roles of acidocalcisomes and contractile
vacuole complex in osmoregulation in protists. 1. ed. [S.l.]: Elsevier Inc., v. 305,
2013

DOCAMPO, R.; ULRICH, P.; MORENO, S. N. J. Evolution of acidocalcisomes and
their role in polyphosphate storage and osmoregulation in eukaryotic microbes.
Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, v. 365, n.
1541, p. 775-784, 2010.

DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES AND INITIATIVE (DNDi). Boletim
informativo da redeLEISH-4% edicdo. p. 1-12, 2019. Disponivel em:
https://dndi.org/wp-content/uploads/2019/08/2019InformativoRedeLEISH_POR.pdf.
Acesso em: 02 jan.2021.

DU, X. et al. Synthesis and structure-activity relationship study of potent trypanocidal
thiosemicarbazone inhibitors of the trypanosomal cysteine protease cruzain. Journal



111

Medicine Chemistry. v.45, p.2695-2707, 2002.

DURANTE, I. M.; CAMARA, M. D. L. M.; BUSCAGLIA, C. A. A novel
Trypanosoma cruzi protein associated to the flagellar pocket of replicative stages and
involved in parasite growth. PLoS ONE, v. 10, n. 6, p. 1-28, 2015.

EMILIANO, Y. S. S.; ALMEIDA-AMARAL, E. E. Efficacy of Apigenin and
Miltefosine Combination Therapy against Experimental Cutaneous Leishmaniasis.
Journal of Natural Products, v. 81, n. 8, p. 1910-1913, 2018.

ESFANDIARI, F. et al. Erratum: Paromomycin-loaded mannosylated chitosan
nanoparticles: Synthesis, characterization and targeted drug delivery against
leishmaniasis. Acta Tropica, v. 197, n. July, p. 105072, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2019.105072>.

ESPINDOLA, J. W. P. et al. Synthesis and structure-activity relationship study of a new
series of antiparasitic aryloxyl thiosemicarbazones inhibiting Trypanosoma cruzi
cruzain. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 101, p. 818-835, 2015.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2015.06.048>.

FARIAS SANTIAGO, E. DE et al. Evaluation of the anti-Schistosoma mansoni activity
of thiosemicarbazones and thiazoles. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 58,
n. 1, p. 352-363, 2014.

FERNANDES RODRIGUES, J.; SOUZA, W. Ultrastructural Alterations in Organelles
of Parasitic Protozoa Induced by Different Classes of Metabolic Inhibitors. Current
Pharmaceutical Design, v. 14, n. 9, p. 925-938, 2008.

FIDALGO, L. M.; GILLE, L. Mitochondria and trypanosomatids: Targets and drugs.
Pharmaceutical Research, v. 28, n. 11, p. 2758-2770, 2011.

FILHO, C. A. L. M. et al. In vitro and in vivo activities of multi-target phtalimido-
thiazoles on Schistosomiasis mansoni. European Journal of Pharmaceutical
Sciences, v. 146, n. January, p. 105236, 2020. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ejps.2020.105236>.

FONSECA, N. C. et al. Synthesis of a sugar-based thiosemicarbazone series and
structure-activity relationship versus the parasite cysteine proteases rhodesain, cruzain,
and Schistosoma mansoni cathepsin B1. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.
59, n. 5, p. 26662677, 2015.

FRAGA, C. A. M. Drug hybridization strategies: Before or after lead identification?
Expert Opinion on Drug Discovery, v. 4, n. 6, p. 605-609, 2009.

GADELHA, E. P. N. et al. An open label randomized clinical trial comparing the safety
and effectiveness of one, two or three weekly pentamidine isethionate doses (seven
milligrams per kilogram) in the treatment of cutaneous leishmaniasis in the Amazon
Region. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 12, n. 10, p. 1-13, 2018.



112

GADELHA, E. P. N. et al. Efficacy and safety of a single dose pentamidine (7mg/kg)
for patients with cutaneous leishmaniasis caused by L. guyanensis: A pilot study. Anais
Brasileiros de Dermatologia, v. 90, n. 6, p. 807-813, 2015.

GANIM, M. A. et al. Analysis of DNA protection, interaction and antimicrobial activity
of isatin derivatives. International Journal of Biological Macromolecules, v. 122, p.
1271-1278, 2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.09.084>.

GOMES, M. N. et al. Chalcone derivatives: Promising starting points for drug design.
Molecules, v. 22, n. 8, 2017.

GREENBAUM, D. C. et al. Synthesis and Structure - Activity Relationships of
Parasiticidal Thios emicarbazone Cysteine Protease Inhibitors against Plasmodium
falciparum. J. Med. Chem., v. 47, p. 3212-3219, 2004.

GUTHER, M. L. S. et al. High-confidence glycosome proteome for procyclic form
trypanosoma brucei by epitope-tag organelle enrichment and SILAC proteomics.
Journal of Proteome Research, v. 13, n. 6, p. 2796-2806, 2014.

HAANSTRA, J. R. et al. Biogenesis, maintenance and dynamics of glycosomes in
trypanosomatid parasites. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research,
v. 1863, n. 5, p. 1038-1048, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2015.09.015>.

HALDYS, K.; LATAJKA, R. Thiosemicarbazones with tyrosinase inhibitory activity.
MedChemComm, v. 10, n. 3, p. 378-389, 2019.

HELAL, M. H. M. et al. Synthesis and biological evaluation of some novel thiazole
compounds as potential anti-inflammatory agents. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 65, p. 517-526, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2013.04.005>.

HERRERA-ACEVEDO, C. et al. Discovery of Alternative Chemotherapy Options for
Leishmaniasis via Computational Studies of Asteraceae. ChemMedChem, 2020.

HILL, K. L. Biology and mechanism of trypanosome cell motility. Eukaryotic Cell, v.
2,n. 2, p. 200-208, 2003.

HUSEIN-ELAHMED, H.; GIELER, U.; STEINHOFF, M. Evidence supporting the
enhanced efficacy of pentavalent antimonials with adjuvant therapy for cutaneous
leishmaniasis: a systematic review and meta-analysis. Journal of the European
Academy of Dermatology and Venereology, v. 34, n. 10, p. 2216-2228, 2020.

IBRAHIM, A. B. M.; FARH, M. K.; MAYER, P. Copper complexes of new
thiosemicarbazone ligands: Synthesis, structural studies and antimicrobial activity.
Inorganic Chemistry Communications, v. 94, p. 127-132, 2018. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.inoche.2018.06.019>.

JAAFARI, M. R. et al. Development of a topical liposomal formulation of
Amphotericin B for the treatment of cutaneous leishmaniasis. International Journal



113

for Parasitology: Drugs and Drug Resistance, v. 11, n. September, p. 156-165, 2019.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.ijpddr.2019.09.004>.

JAMAL, E.S. et al. Thiosemicarbazone Complexes as Versatile Medicinal Chemistry
Agents: A Review, v. 9, n. 3, p. 689-703, 20109.

JENSEN, R. E.; ENGLUND, P. T. Network news: The replication of kinetoplast DNA.
Annual Review of Microbiology, v. 66, p. 473-491, 2012.

KESSLER, R.L. Response to Sterol Biosynthesis Inhibitors: Morphophysiological
Alterations Leading to Cell Death. PLoS ONE, v.8, n.1, p. 55497, 2013.

KOSE, E.O.; AKTAS, O.; DENIZ, 1.G.; SARIKURKCU, C. Chemical composition,
antimicrobial and antioxidant activity of essential oil of endemic Ferula lycia Boiss.
Journal of Medicinal Plants Research, 4:1698-1703, 2010.

KROEMER, G. et al. Classification of cell death: Recommendations of the
Nomenclature Committee on Cell Death 2009. Cell Death and Differentiation, v. 16,
n. 1, p. 3-11, 2009.

LALATSA, A. et al. Topical buparvaguone nano-enabled hydrogels for cutaneous
leishmaniasis. International Journal of Pharmaceutics, v. 588, p. 119734, 2020.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2020.119734>.

LIDANI, K. C. F. et al. Visceral Leishmaniasis and Natural Infection Rates of
Leishmania in Lutzomyia longipalpis in Latin America. The Epidemiology and
Ecology of Leishmaniasis, 2017.

LUKES, I. et al. Structures and Organelles in Pathogenic Protists. Structures and
Organelles in Pathogenic Protists, v. 17, n. September, p. 228-252, 2010. Disponivel
em: <http://www.springerlink.com/index/10.1007/978-3-642-12863-
9%5Cnhttp://link.springer.com/10.1007/978-3-642-12863-9>.

LYRA, M. R.; PASSOS, S. R. L.; PIMENTEL, M. I. F. Pancreatic Toxicity As an
Adverse Effect Induced By Meglumine Antimoniate. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, n. 5, 2016.

MCMAHON-PRATT, D.; UEDA-NAKAMURA, T.; TRAUB-CSEKO, Y.M.
Megasomes in Leishmania. Structures and Organelles in Pathogenic Protists,
Microbiology Monographs, v.17, 2010. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/978-3-
642-12863-9_6.

MANN, S. et al. Case Report: Cutaneous Leishmaniasis due to Leishmania (Viannia)
panamensis in Two Travelers Successfully Treated with Miltefosine. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 103, n. 3, p. 1081-1084, 2020.

MARINO, G. et al. Self-consumption: The interplay of autophagy and apoptosis.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 15, n. 2, p. 81-94, 2014. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1038/nrm3735>.


https://doi.org/10.1007/978-3-642-12863-9_6
https://doi.org/10.1007/978-3-642-12863-9_6

114

MASOUD, G.N. et al. Design, synthesis, and biological evaluation of new
4thiazolidinone derivatives substituted with benzimidazole ring as potential
chemotherapeutic agents. Medicinal Chemistry Research, v. 22, p. 707-725, 2012.

MATQOS, A. P. S. et al. A review of current treatments strategies based on
paromomycin for leishmaniasis. Journal of Drug Delivery Science and Technology,
v. 57, n. March, 2020.

MCGWIRE, B. S.; SATOSKAR, A. R. Leishmaniasis: Clinical syndromes and
treatment. Qjm, v. 107, n. 1, p. 7-14, 2014,

MEDVEDEV, A. et al. Isatin, an endogenous nonpeptide biofactor: A review of its
molecular targets, mechanisms of actions, and their biomedical implications.
BioFactors, v. 44, n. 2, p. 95-108, 2018.

MEIRELES, C. B. et al. Atypical presentations of cutaneous leishmaniasis: A
systematic review. Acta Tropica, v. 172, n. March, p. 240-254, 2017. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.05.022>.

MENNA-BARRETO, R. F. S. Cell death pathways in pathogenic trypanosomatids:
lessons of (over)kill. Cell Death and Disease, v. 10, n. 2, 2019. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1038/s41419-019-1370-2>.

MENNA-BARRETO, R. F. S.; CASTRO, S. L. DE. The double-edged sword in
pathogenic trypanosomatids: The pivotal role of mitochondria in oxidative stress and
bioenergetics. BioMed Research International, v. 2014, 2014.

MIRANDA, N. et al. The photodynamic action of pheophorbide a induces cell death
through oxidative stress in Leishmania amazonensis. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, v. 174, p. 342-354, 2017. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2017.08.016>.

MISHRA, I. et al. A retrospect on antimicrobial potential of thiazole scaffold. Journal
of Heterocyclic Chemistry, v. 57, n. 6, p. 23042329, 2020.

MORADI, R.; ZIARANI, G. M.; LASHGARI, N. Recent applications of isatin in the
synthesis of organic compounds. Arkivoc, v. 2017, n. 1, p. 148-201, 2017.

MORAES GOMES, P. A. T. DE et al. Phthalimido-thiazoles as building blocks and
their effects on the growth and morphology of Trypanosoma cruzi. European Journal
of Medicinal Chemistry, v. 111, p. 46-57, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2016.01.010>.

MOREIRA, D.R. et al. Structural investigation of anti-Trypanosoma cruzi 2-
iminothiazolidin-4-ones allows the investigation of agents with efficacy in infected
mice. Journal of Medicinal Chemistry, v. 55, p. 10918-10936, 2012.



115

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, v. 16, n.
65, p. 55-63, 1983.

MURBACK, N. D. N. et al. American cutaneous leishmaniasis: clinical,
epidemiological and laboratory studies conducted at a university teaching. Anais
Brasileiros de Dermatologia, v. 86, n. 1, p. 55-63, 2011.

NAVAS, A, et al. Profiles of local and systemic inflammation in the outcome of
treatment of human cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania (Viannia). Infection
and Immunity, v. 88, n.3, p. e00764-19, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1128/iai.00764-19>.

NGUYEN, A. K. et al. Microneedle-Based Delivery of Amphotericin B for Treatment
of Cutaneous Leishmaniasis. Biomedical Microdevices, v. 21, n. 1, 2019.

NIYOGI, S. et al. Rab32 is essential for maintaining functional acidocalcisomes, and
for growth and infectivity of Trypanosoma cruzi. Journal of Cell Science, v. 128, n.
12, p. 2363-2373, 2015.

OKWOR, I.; UZONNA, J. Social and economic burden of human leishmaniasis.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 94, n. 3, p. 489-493, 2016.

OLIVEIRA BARBOSA, M. DE et al. Schistosomicidal and prophylactic activities of
phthalimido-thiazoles derivatives on schistosomula and adult worms. European
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 133, p. 15-27, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ejps.2019.03.008>.

OLIVEIRA FILHO, G. B. DE et al. Structural design, synthesis and pharmacological
evaluation of thiazoles against Trypanosoma cruzi. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 141, p. 346-361, 2017. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.09.047>.

OLIVEIRA, L. F. et al. Systematic review of the adverse effects of cutaneous
leishmaniasis treatment in the New World. Acta Tropica, v. 118, n. 2, p. 87-96, 2011.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2011.02.007>.

ORYAN, A.; AKBARI, M. Worldwide risk factors in leishmaniasis. Asian Pacific
Journal of Tropical Medicine, v. 9, n. 10, p. 925-932, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.apjtm.2016.06.021>.

OYAMA, J. et al. American tegumentary leishmaniasis: diagnostic and
treatment challenges in a clinical case. Revista do Instituto de Medicina Tropical Séo
Paulo, v.60, n.3, 2018.

PACCA, C. C. et al. Thiosemicarbazones and Phthalyl-Thiazoles compounds exert
antiviral activity against yellow fever virus and Saint Louis encephalitis virus.
Biomedicine and Pharmacotherapy, v. 87, p. 381-387, 2017. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.biopha.2016.12.112>.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mosmann%20T%22%5BAuthor%5D
https://doi.org/10.1128/iai.00764-19

116

PAIVA, R. De O. et al. Atividade antifingica de tiosemicarbazonas e semicarbazonas
frente a fungos micotoxigénicos. Ciencia e Agrotecnologia, v. 38, n. 6, p. 531-537,
2014.

PEDRA-REZENDE, Y. et al. Starvation and pH stress conditions induced
mitochondrial dysfunction, ROS production and autophagy in Trypanosoma cruzi
epimastigotes. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Basis of Disease, v. 1867,
n. 2, p. 166028, 2021. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2020.166028>.

PHOGAT, P.; SINGH, P. A Mini Review on Central Nervous System Potential of Isatin
Derivatives. Central Nervous System Agents in Medicinal Chemistry, v. 15, n. 1, p.
28-31, 2015.

PIETRO, P. et al. Spectrophotometric quantification of antioxidant capacity through the
formation of a phosphomolybdenum complex: specific application to the determination
of vitamin E. Analytical Biochemistry, v. 269, n. 2, p. 337-341, 1999.

P1ZZO, C. et al. Synthesis of 2-hydrazolyl-4-thiazolidinones based on multicomponent
reactions and biological evaluation against Trypanosoma cruzi. Chemical Biology &
Drug Design, v. 77, p. 166-172, 2011.

PONTE-SUCRE, A. et al. Drug resistance and treatment failure in leishmaniasis: A 21st
century challenge. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 12, p. 1-24, 2017.

PRAJAPATI, N. P.; PATEL, H. D. Novel thiosemicarbazone derivatives and their
metal complexes: Recent development. Synthetic Communications, v. 49, n. 21, p.
2767-2804, 2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1080/00397911.2019.1649432>.

PROTO, W. R.; COOMBS, G. H.; MOTTRAM, J. C. Cell death in parasitic protozoa:
Regulated or incidental? Nature Reviews Microbiology, v. 11, n. 1, p. 58-66, 2013.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1038/nrmicro2929>.

QUEIROZ, C. M. et al. Thiosemicarbazone and thiazole: in vitro evaluation of
leishmanicidal and ultrastructural activity on Leishmania infantum. Medicinal
Chemistry Research, v. 29, n. 11, p. 2050-2065, 2020. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1007/s00044-020-02619-z>.

RAMADAN, M. A. G. et al. Evaluation of biological activity of 5-fluoro-isatin

thiosemicarbazone derivatives. Journal of Nanostructures, v. 10, n. 3, p. 509-517,
2020.

RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radical Biology & Medicine, v. 26, p. 1231-1237, 1999.

REITHINGER, R. et al. Cutaneous leishmaniasis. The Lancet, v.7, 2007.

RODRIGUES, B. C. et al. A retrospective cohort study of the effectiveness and adverse
events of intralesional pentavalent antimonials in the treatment of cutaneous



117

leishmaniasis. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance,
v. 14, n. November, p. 257-263, 2020.

SAGNOU, M. et al. Novel Isatin Thiosemicarbazone Derivatives as Potent Inhibitors of
B-Amyloid Peptide Aggregation and Toxicity. ACS Chemical Neuroscience, v. 11, n.
15, p. 2266-2276, 2020.

SALINAS, G. Forum Issue Editorial An Update on Redox Biology of Parasites.
Metabolism Clinical And Experimental, [s.d.]. p. 1-12, 2013.

SANGENITO, L. S. et al. Leishmaniasis and Chagas Disease — Neglected Tropical
Diseases: Treatment Updates. Current Topics in Medicinal Chemistry, v. 19, n. 3, p.
174-177, 2019.

SANTOS RODRIGUES, B. DOS et al. 4-Fluorobenzaldehyde limonene-based
thiosemicarbazone induces apoptosis in PC-3 human prostate cancer cells. Life
Sciences, v. 203, n. 2017, p. 141-149, 2018. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.1fs.2018.04.024>.

SANTOS, T. A. R. DOS et al. Antitumor and immunomodulatory activities of
thiosemicarbazones and 1,3-Thiazoles in Jurkat and HT-29 cells. Biomedicine and
Pharmacotherapy, v. 82, p. 555-560, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.biopha.2016.05.038>.

SCARIOT, D. B. et al. Induction of early autophagic process on Leishmania
amazonensis by synergistic effect of miltefosine and innovative semi-synthetic
thiosemicarbazone. Frontiers in Microbiology, v. 8, n. FEB, p. 1-16, 2017.

SHALEV, M. et al. Structural basis for selective targeting of leishmanial ribosomes:
Aminoglycoside derivatives as promising therapeutics. Nucleic Acids Research, v. 43,
n. 17, p. 8601-8613, 2015.

SHAW, C. D. et al. Genomic and Metabolomic Polymorphism among Experimentally
Selected Paromomycin-Resistant Leishmania donovani Strains. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, v. 64, n. 1, p. 1-14, 2020.

SHIRZADI, M. R. <p>Lipsosomal amphotericin B: a review of its properties, function,
and use for treatment of cutaneous leishmaniasis</p>. Research and Reports in
Tropical Medicine, v. 10, p. 11-18, 2019.

SILVA, E. B. DA et al. Desing and synthesis of potent anti-Trypanosoma cruzi agents
new thiazoles derivatives which induce apoptotic parasite death. European Journal of
Medicinal Chemistry, v. 130, p. 39-50, 2017. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.02.026>.

SILVA, J. B. P. DA et al. Thiosemicarbazones as Aedes aegypti larvicidal. European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 100, p. 162-175, 2015. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2015.04.061>.



118

SILVA, J. et al. Dynamics of American tegumentary leishmaniasis in a highly endemic
region for Leishmania (Viannia) braziliensis infection in northeast Brazil. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 11, p. 1-14, 2017.

SILVA, P. R. DA et al. Novel indol-3-yl-thiosemicarbazone derivatives: Obtaining,
evaluation of in vitro leishmanicidal activity and ultrastructural studies. [S.l.]: Elsevier
B.V., v. 315, 2020.

SINGH, I. P.; GUPTA, S.; KUMAR, S. Thiazole Compounds as Antiviral Agents: An
Update. Medicinal Chemistry, v. 16, n. 1, p. 4-23, 2020.

SOARES, M. A. et al. Thiosemicarbazones as inhibitors of tyrosinase enzyme.
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, v. 27, n. 15, p. 3546-3550, 2017.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2017.05.057>.

SOUZA, W. DE. Electron microscopy of trypanosomes - A historical view. Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz, v. 103, n. 4, p. 313-325, 2008.

SOUZA, W. DE; ATTIAS, M.; RODRIGUES, J. C. F. Particularities of mitochondrial
structure in parasitic protists (Apicomplexa and Kinetoplastida). International Journal
of Biochemistry and Cell Biology, v. 41, n. 10, p. 2069-2080, 2009.

SOUZA, W. DE; CARVALHO, T. M. U. DE; BARRIAS, E. S. Review on
Trypanosoma cruzi: Host cell interaction. International Journal of Cell Biology, v.
2010, 2010.

SUNDAR, S.; SINGH, A. Chemotherapeutics of visceral leishmaniasis: Present and
future developments. Parasitology, v. 145, n. 4, p. 481-489, 2018.

TAMIRU, H. F. et al. Cutaneous leishmaniasis a neglected tropical disease: Community
knowledge, attitude and practices in an endemic area, Northwest Ethiopia. BMC
Infectious Diseases, v. 19, n. 1, p. 1-10, 2019.

TEIXEIRA, D.E. et al. Atlas didatico: Ciclo de vida da Leishmania. [S.1.]: [s.n.],
2013.

TOMAS, A. M., & CASTRO, H. Redox Metabolism in Mitochondria of
Trypanosomatids. Antioxidants & Redox Signaling, 19(7), 696-707, 2013. Disponivel
em: <https://doi:10.1089/ars.2012.4948>.

TORRES-GUERRERQO, E. et al. Leishmaniasis: A review. F1000Research, v. 6, p. 1
15, 2017.

UEDA-NAKAMURA, T.; ATTIAS, M.; SOUZA, W. DE. Comparative analysis of
megasomes in members of the Leishmania mexicana complex. Research in
Microbiology, v. 158, n. 5, p. 456-462, 2007.

UZUN, S. et al. Clinical practice guidelines for the diagnosis and treatment of
cutaneous leishmaniasis in Turkey. International Journal of Dermatology, v. 57, n. 8,
p. 973-982, 2018.



119

VALERO, N. N. H.; URIARTE, M. Environmental and socioeconomic risk factors
associated with visceral and cutaneous leishmaniasis: a systematic review. Parasitology
Research, v. 119, n. 2, p. 365-384, 2020.

VARIKUTI, S. et al. Host-directed drug therapies for neglected tropical diseases caused
by protozoan parasites. Frontiers in Microbiology, v. 9, n. NOV, p. 1-18, 2018.

VASCONCELQS, J. M. et al. American integumentary leishmaniasis: epidemiological
profile, diagnosis and treatment. Revista Brasileira de Andlises Clinicas, v. 50, n. 3,
2018.

VIEGAS-JUNIOR, C.; ELIEZER J. BARREIRO; CARLOS ALBERTO MANSSOUR
FRAGA. Molecular Hybridization: A Useful Tool in the Design of New Drug
Prototypes. Current Medicinal Chemistry, v. 14, n. 17, p. 1829-1852, 2007.

WANG, J. et al. Design, synthesis and QSAR study of novel isatin analogues inspired
Michael acceptor as potential anticancer compounds. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 144, n. 2018, p. 493-503, 2018. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.12.043>.

WARE, J. M. et al. Efficacy and Tolerability of Miltefosine in the Treatment of
Cutaneous Leishmaniasis. Clinical Infectious Diseases, p. 1-6, 2020.

WISASTRA, R. et al. Isothiazolones; Thiol-reactive inhibitors of cysteine protease
cathepsin B and histone acetyltransferase PCAF. Organic and Biomolecular
Chemistry, v. 9, n. 6, p. 1817-1822, 2011.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Status of endemicity of cutaneous
leishmaniasis, worldwide, 2018. Disponivel em:
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/GHO_CL_2018.pdf?ua=1. Acesso em: 02
jan. 2021.

YANG, G.; CHOI, G.; NO, J. H. Antileishmanial mechanism of diamidines involves
targeting kinetoplasts. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 60, n. 11, p.
6828-6836, 2016.

ZABALA-PENAFIEL, A. et al. The potential of live attenuated vaccines against
Cutaneous Leishmaniasis. Experimental Parasitology, v. 210, n. February, p. 107849,
2020. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.exppara.2020.107849>.



	1ddcffeda31234dab1b2e2b45b164ca8c1feda948675d8d4add71fb3e82fc2e9.pdf
	Catalogação na fonte:
	1ddcffeda31234dab1b2e2b45b164ca8c1feda948675d8d4add71fb3e82fc2e9.pdf

