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Resumo:

No Brasil a terapia da leishmaniose é baseada em medicamentos que promovem altos indices de toxicidade ao
paciente. O presente estudo avaliou a atividade do composto sintético (E)-2-([2,2'-bitiofen]-5il-metileno)
hidrazinocarbotioamida (B-TIOSSIEMI), contra as formas promastigotas e amastigotas da L. amazonensis e sua
citotoxicidade frente as células de mamiferos. Avaliamos também um possivel mecanismo de agao deste
composto em formas promastigotas de L. amazonensis. Nossos resultados mostraram que o composto B-
TIOSSIEMI ¢ efetivo contra as formas promastigota e amastigota de L. amazonenses. A microscopia eletronica,
constatou alteragdes ultraestruturais que comprometem a viabilidade das formas promastigotas. Observamos
ainda um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), aumento de inclusdes lipidicas e
alterac6es na integridade de membrana plasmatica em formas promastigotas tratadas. Essas alteragées podem
estar relacionadas com o desequilibrio redox da célula. Estes resultados, mostram que o composto B-TIOSSEMI
pode ser uma alternativa para o tratamento de pacientes com leishmaniose.
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Introducéo:

A leishmaniose é uma doenca negligenciada causada por protozoarios do género Leishmania (LISBOA et al.,
2016), transmitida através dos flebotomineos do género Lutzomia e Phlebotomus (DE CARVALHO & MORENO,
2001; MURRAY et al., 2005).

Estima-se que haja aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos ao ano, totalizando cerca de 12 milhdes de
pessoas infectadas no mundo (WHO, 2015).

O tratamento da leishmaniose € feito a partir dos antimoniais pentavalentes (RATH, 2003), anfotericina B,
pentamidinas (BRASIL, 2010) e mitelfosina. Infelizmente, os atuais farmacos apresentam alto indice de
toxicidade e alguns casos de resisténcia (BERMAN, 1997). Em vista disso, estudos com substancias naturais e
sintéticas tém sido considerado uma importante via no desenvolvimento de novos farmacos.

Estudos recentes realizados por Takahashi demonstraram atividade promissora de compostos isolados de
Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass, podendo estar relacionada com a presenca do grupo tiofeno em suas
estruturas quimicas (TAKAHASHI et al., 2011; TAKAHASHI; BRITTA, 2013). Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade biol6gica e mecanismo de agdo do composto derivado tiofénico sintético E)-2-
([2,2'-bitiofen]-5il-metileno)hidrazinocarbotioamida  (B-TIOSSEMI) frente formas promastigotas de L.
amazonensis.

Metodologia:

O composto (E)-2-([2,2'-bitiofen]-5-il-metileno)hidrazinocarbotioamida (B-TIOSSEMI) foi sintetizado pelo grupo
de pesquisa da prof? Dr2 Maria Helena Sarragiotto do departamento de Quimica da Universidade Estadual de
Maringa (Maringd, Parand - Brasil) e enviado para o Laboratério de Inovagdo Tecnoldgica no Desenvolvimento
de Farmacos e Cosméticos para avaliagdo de sua atividade leishmanicida. Para analisar sua atividade biologica,
formas promastigotas de L. amazonensis (1x108 parasitos/mL) foram tratadas com diferentes concentragdes do
B-TIOSSEMI (0,5 uM; 1 uM; 5 pM; 10 pM e 50 uM) por 72 h. Apéds o tratamento, foi realizada a contagem dos
parasitos em camara de Neubauer para determinacdo da concentragdo inibitéria de 50% dos parasitos (Clso).
Para avaliar a citotoxicidade, macroéfagos da linhagem J774A1 (5x10° células/mL) foram tratados com diferentes
concentragdes do B-TIOSSEMI (25 uM; 12,5 uM; 6,25 uM; 3,1 uM; 1,5 uM e 0,7 uM) durante 48 h. Em seguida,
as células foram incubadas em MTT por 4 h, adicionado DMSO e realizado leitura em espectrofotdmetro de placa
(470 nm) com objetivo de determinar a concentragdo citotoxica para 50% das células (CCso). Para avaliar a
atividade em formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis, macréfagos J774A1 (5 x 10° células/mL)
foram aderidos em l&minulas de vidro por um periodo de 24 h. Posteriormente incubou-se a placa por mais 24 h
na presenca de formas promastigotas do parasito (5 x 10° parasitos/mL). Apds a interacéo, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes do composto B-TIOSSEMI (25 uM; 12,5 uM; 6,25 uM; 3,1 uM; 1,5 uM e
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0,7 uM) e incubadas por 48 h. Em seguida, as células foram fixadas com metanol e coradas com solugéo de
Giemsa (10%). A contagem de 200 células foi realizada em microscépio éptico comum a fim de determinar a
concentracao do composto que inibe 50% dos protozoarios (1C50).

Com intuito de elucidar o possivel mecanismo de a¢do do composto em formas promastigotas, foram realizadas

metodologias para analise de alteragbes ultraestruturais e bioquimicas. Para determinar alteracbes
ultraestruturais, formas promastigotas (1x 108 parasitos/mL) foram tratadas com B-TIOSSEMI (5 uM; 10 uM e 20
uM) por 24 h, e em seguida processadas para microscopia eletrénica de transmissdo. Apds o tratamento os
parasitos foram lavados com PBS, fixados com glutaraldeido 2,5%, lavados em tampao cacodilato 0,1 M, pos-
fixado com tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potassio 0,8%, desidratados em acetona, incluidas em resina
EPON, realizado corte ultrafinos, contrastado com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo, e visualizado em
microscopio eletrdnico de transmissao JEOL JM 1400. A fim de observervar altera¢des bioquimicas no parasito,
foram realizadas metodologias por espectrofluorescéncia. Para isso, formas promastigotas (1x10° parasitos/mL)
foram tratadas com B-TIOSSEMI (5 uM; 10 uM e 20 uM) por 24 h, e em seguida os parasitos foram lavados com
PBS e marcados com iodeto de propidio, H-DCFDA e Vermelho do Nilo para avaliar a integridade da membrana
plasmatica, niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e inclusdes lipidicas, respectivamente.

Resultados e Discussao:

O composto sintético B-TIOSSEMI demonstrou atividade promissora frente a promastigotas de L. amazonensis,
apresentando um CI50 de 5 uM + 0,272. Com relacdo a sua citotoxicidade em macroéfagos J774A1, verificamos
que o composto teve um CC50 de 365 uM + 7,64, demonstrando um indice de seletividade (IS:73). Quanto a sua
atividade frente as formas amastigotas do parasito, 0 composto apresentou um CC50 de 2,3 uM + 1,59. Desse
modo os resultados obtidos (Figura 1, 2 e 3) foram satisfatérios, visto que a droga néo apresenta toxicidade
elevada as células dos mamiferos nas mesmas propor¢des quando comparadas ao parasito.
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Figura 1. Atividade do B-TIOSSEMI contra formas promatigotas de Leishmania amazonensis ap6s 72 h de
tratamento.

0 Citotoxicidade do B-TIOSSEMIem M@A1 y = 0,0003x2 + 0,018x + 2,0565
TIT] [TTTTT] [TTTTTTT] [ R? = 10,9982

do

Ul
o
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

% Inibic

.//

0 50 100 150 200 _250 300 350 400 450 500

Concentragdo da droga

0 ¢—™ l—"‘)

Figura 2. Determinacdo da concentracgao citotoxica para 50% das células (CCso) em Macréfagos J774A1 a partir
do composto B-TIOSSEMI.
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Figura 3. Avaliacédo da atividade do B-TIOSSEMI em formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis

As alteragbes morfologicas foram observadas em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com o CI50
do B-TIOSSEMI (Figura 4). Foi possivel evidenciar altera¢des durante a divisdo binaria do parasito, o que propoe
que o farmaco atue durante seu processo de divisao

Figura 4. (A-D) Analise estrutural feita por microscopia eletrdnica de varredura em promastigotas de L.
amazonensis tratadas com B-TIOSSEMI: (A-B) controle nao tratado e (C-D) tratado com 5uM.

Através de microscopia eletrénica de transmissa@o encontrou-se altera¢des ultraestruturais nos parasitos tratados
com o composto (Figura 5), como por exemplo, alteragdo no cinetoplasto, presenca de estruturas concéntricas
de membrana, presenca de vacuolos e inclusdes lipidicas. Por meio de metodologias fluorimétricas foi possivel
verificar que o composto B-TIOSSEMI induziu aumento dos niveis de ERO, aumento de inclusdes lipidicas e
alteracdes na integridade de membrana plasmatica em formas promastigotas tratadas por 24 h (Figura 5).
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Figura 05. (A-F). Analise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissao de promastigotas tratadas
com B-TIOSSEMI: (A) controle nao tratado, (B-D) tratado com 5 uM e (E-F) tradado com 10 uM. (G) Niveis de
espécies reativas de oxigénio, (H) Niveis de inclusdes lipidicas e (I) Avaliacdo da integridade de membrana
plasmatica por espectrofluorimetro. (n) ndcleo, (m) mitocondria, (k) cinetoplasto, (g) complexo de Golgi, (bf)
bolsa flagelar, asteriscos: vacuolos, e estrela branca: inclusdes lipidicas.

O estresse oxidativo é caracterizado por uma alteragdo no metabolismo redox, podendo estar relacionado com
0 aumento dos niveis de ERO e/ou diminui¢gdo do sistema antioxidante da célula. Desta forma, as ERO podem
provocar danos celulares que culmina na morte celular, como por exemplo, alteragdo em lipideos, proteinas e
acidos nucleicos. No presente trabalho, foi possivel verificar que o composto B-TIOSSEMI provocou alteracao
na integridade da membrana plasmatica, inchago mitocondrial e aumento de inclusbées lipidicas, podendo ser
explicado pelo aumento dos niveis de ERO.

Conclusdes:

O composto B-TIOSSEMI, apresentou resultados satisfatérios frente aos estudos realizados em formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Como analisado, aumento da produgcédo de ERO pode ser o
fator desencadeante para alteragdes ultraestruturais causadas no parasito, levando a morte celular. Além disso,
o farmaco mostrou maior seletividade frente ao parasito do que as células dos mamiferos, tornando-o mais
seguro. Dessa forma o composto sintético B-TIOSSEMI pode ser uma alternativa para o tratamento de pacientes
com leishmaniose. No entanto, mais estudos sdo necessarios para comprovagao de sua seguranca e elucidacao
mais precisa do mecanismo de agéo.
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