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Resumo:

A leishmaniose afeta cerca de 12 milhGes de pessoas em todo o mundo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiproliferativa dos compostos
aciltiossemicarbazidas derivados do limoneno em amastigotas intracelulares
de Leishmania amazonensis e, alteragdes ultraestruturais em promastigotas
tratadas com ATZ-S-04. Os compostos ATZ-S-02, ATZ-S-03 e ATZ-S-04
apresentaram resultados promissores em amastigotas intracelulares. O
composto ATZ-S-04 provocou alteragdes ultraestruturais em promastigotas,
com aumento da secrecao do complexo de Golgi e aumento nas vesiculas
presentes na bolsa flagelar. No entanto, estudos adicionais deverdo ser
realizados para comprovar eficacia no tratamento de leishmaniose.

Introducao

A leishmaniose é uma doenca zoonética, endémica em 98 paises.
Causada por protozoarios do género Leishmania, que alternam entre as
formas promastigotas e amastigotas (WHO, 2014). A primeira linha de
tratamento consiste no uso de antimoniais pentavalentes, como o
antimoniato de N-—metilglucamina (Glucantimel]) e o estibogluconato de
sédio (Pentostam{]) (LIMA et al, 2007). Drogas anti-inflamatérias n&o-
esteroidais (NSAIDs), como as aciltiossemicarbazidas, vem sendo
empregadas no tratamento de leishmanioses (MACIEL; ECHEVARRIA;
RUMJANEK, 1998). O limoneno, um composto encontrado principalmente
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em frutas citricas, € muito utilizado na sintese de novos compostos (BICAS
& PASTORE, 2007). Portanto, os objetivos do trabalho foram avaliar a
atividade antiproliferativa dos compostos aciltiossemicarbazidas derivados
do limoneno em amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis e,
as alteracOes ultraestruturais em promastigotas tratadas com ATZ-S-04.

Materiais e métodos
Ensaio antiproliferativo em amastigotas intracelulares de L. amazonensis

Os macréfagos peritoneais (5 x 10° cels/mL) foram colocados nos
pocos da placa de 24 pocos ja contendo laminula redonda, e incubados por
2 h a37°C e 5% de CO,. Macrofagos peritoneais que aderiram a laminula de
vidro foram infectados com promastigotas de cultura em fase estacionaria de
crescimento (3,5 x 10° cels/mL), com 10% de SFB, por 4 h a 34°C e 5% de
CO.. ApoOs a incubacdo, macréfagos peritoneais infectados foram tratados
ou ndo com diferentes concentracbes dos compostos ATZ-R-01, ATZ-R-2,
ATZ-R03, ATZ-R-04, ATZ-S-01, ATZ-S-02, ATZ-S-03 e ATZ-S-04 (1, 5,10 e
25 pM) por 48 h a 34°C e 5% de CO,. Depois do tratamento, as laminas
foram fixadas com metanol por 10 min. e coradas Giemsa por 40 min. A
leitura das laminas foi realizada em microscopio 6ptico (Olympus CX31),
onde 200 células forma contadas em imersao com o objetivo de quantificar o
indice de Sobrevivéncia (Is), conforme equacio abaixo:

[ 2 MO infectados X n° ama por MO infectado
S =
n”~ MO contados

Com o Is pode-se calcular o percentual de inibicdo do crescimento de 50%
das amastigotas intracelulares em relagéo ao controle (ICsp).

Microscopia eletrdnica de transmissao de promastigotas de L. amazonensis

As formas promastigotas de L. amazonensis foram tratadas ou nao
com ICso do composto ATZ-S-04 por 72 h. As células foram fixadas com
2,5% de glutaraldeido em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,4) a
temperatura ambiente por 2 h, para entdo serem pos — fixadas com tetroxido
de 6smio 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% por 60 min. As células foram
desidratadas em concentracdes crescentes de resina epon, para entéo ser
polimerizado em estufa a 60°C por 72 h. Em seguida, os blocos foram
cortados em ultramicrotomo e, contrastados com acetato de uranila e citrato
de chumbo. A visualizacdo foi realizada em microscépio eletrénico de
transmissao (JEOL JEM 1400).
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Resultados e Discussao

A Tabela 01 mostra os resultados do ensaio antiproliferativo em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, tratadas com as
aciltiossemicarbazidas derivadas do limoneno. Dentre 0s compostos
testados, trés compostos apresentaram resultados promissores com relacao
a atividade antiproliferativa sendo estes, o0 ATZ-S-02, ATZ-S-03 e ATZ-S-04.

Tabela 01. Ensaio antiproliferativo para amastigotas intracelulares de
Leishmania amazonensis com as aciltiossemicarbazidas derivadas do

limoneno.
Composto Massa molecular Amastigotas intracelulares
(g/mol) ICs0 (M)

ATZ-R-01 269,41 >25
ATZ-R-02 331,48 >25
ATZ-R-03 345,50 >25
ATZ-R-04 332,46 >25

ATZ-S-01 269,41 >25

ATZ-S-02 331,48 15,97 £3,61
ATZ-S-03 345,50 18,27 + 1,69
ATZ-S-04 332,46 15,90 £ 2,88
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Figura 01. (MET) de formas promastigotas de L. amazonensis por 72 h. (A) Parasitos ndo —
tratados apresentaram ultraestrutura normal, com mitocdndria (m), nucleo (n) e flagelo (f).
Tratamento com o composto ATZ-S-04 (ICs) apresentou alteragdes como aumento da
atividade secretéria do complexo de Golgi (B) e presenca de vesiculas na bolsa flagelar (C).

As diferencas ultraestruturais das formas promastigotas de L. amazonensis
tratadas com ATZ-S-04 foram evidenciadas por microscopia eletrbnica de
transmissdo. As formas promastigotas nao tratadas apresentaram
ultraestrutura normal, com presenca de nucleo, mitocdndria, cinetoplasto e
flagelo (Figura 1A).



23 a 25 de setembro
de 2015

Entretanto, parasitos tratados com ICsp do ATZ-S-04, apresentaram
alteracdes ultraestruturais, como aumento da atividade secretéria do
complexo de Golgi (Figura 1B) e presenca de vesiculas na bolsa flagelar
(Figura 1C). As alterac6es no complexo de Golgi podem estar relacionadas
com mudancas na via de biossintese — secrec¢do, ja que algumas enzimas
envolvidas na biossintese de lipideos estdo localizadas no complexo de
Golgi (GODINHO et al., 2013).

Conclusodes

Conclui-se que o composto ATZ-S-04 apresentou a melhor atividade
antiproliferativa em amastigotas intracelulares de L. amazonensis, além de
alteracdes ultraestruturais em promastigotas. No entanto, estudos adicionais
deverdo ser realizados para comprovar eficacia no tratamento da
leishmaniose.
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