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Resumo: A Leishmaniose € um problema de saude publica, sendo
considerada endémica em diversos paises. Seu tratamento muitas vezes
ndo € eficaz, visto que os medicamentos disponiveis apresentam alta
toxicidade, dificil administracdo e podem induzir resisténcia. Dessa forma,
este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade do composto sintético
(E)-2-([2,2’-bitiofen]-5il-metileno)  hidrazinocarbotioamida (B-TIOSSIEMI).
frente a Leishmania amazonensis e macréfagos (J774A1), obtendo-se Clgg €
CCso de 5 uM e 365 pM (IS: 73), respectivamente. Também analisou a
ultraestrutura do parasito, constatando alteracdes no cinetoplasto, presenca
de estruturas concéntricas de membrana, presenca de vacuolos e inclusdes
lipidicas. Essas alteracbes podem estar relacionadas com o aumento dos
niveis de ROS. A partir dos resultados finais, considerou-se que o composto
B-TIOSSEMI pode ser considerado uma alternativa para o tratamento de
pacientes com leishmaniose.

Introducao

As leishmanioses sdo um grupo de doencas negligenciadas causadas por
protozoarios do género Leishmania, sendo predominante em 88 paises,
incluindo o Brasil. Estima-se que aproximadamente 12 milhdes de pessoas
estdo afetadas em todo o mundo, e que ocorra 1,3 milh6es de novos casos
anualmente (“WHO | Leishmaniasis”, 2016). O tratamento de pacientes com
leishmaniose € baseado em antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
miltefosina. Infelizmente, os atuais farmacos apresentam alto indice de
toxicidade e alguns casos de resisténcia (BERMAN, 1997). Diante dessas
dificuldades apresentadas pelo atual tratamento de pacientes com
leishmaniose, estudos com substancias naturais e sintéticas tém sido
considerado um importante via no desenvolvimento de novos farmacos.
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Recentemente, estudos realizados por Takahashi demonstraram promissora
atividade de compostos isolados de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass,
podendo essa atividade estar relacionada com a presenca do grupo tiofeno
em suas estruturas quimicas (TAKAHASHI et al., 2011; TAKAHASHI,
BRITTA, 2013). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
atividade biologica e mecanismo de acdo do composto derivado tiofénico
sintético  E)-2-([2,2’-bitiofen]-5il-metileno)  hidrazinocarbotioamida  (B-
TIOSSEMI) frente formas promastigotas de L. amazonensis.

Materiais e métodos

Para avaliar atividade biologica, formas promastigotas de L. amazonensis
(1x10° parasitos/mL) foram tratadas com diferentes concentracées do B-
TIOSSEMI por 72 h. Apés o tratamento, foi realizada a contagem dos
parasitos em camara de Neubauer para determinar a concentragao inibitoria
de 50% dos parasitos (Clsp). Para avaliar a citotoxicidade, macrofagos da
linhagem J774A1 (5x10° células/mL) foram tratados com diferentes
concentracbes do B-TIOSSEMI por 48 h. Em seguida, as células foram
incubadas na presenca de MTT por 4 h, adicionado DMSO e realizado
leitura em espectrofotdmetro de placa (470 nm) com objetivo de determinar a
concentracgédo citotoxica para 50% das células (CCsp). Com intuito de elucidar
possivel mecanismo de acdo do composto em formas promastigotas, foram
realizadas metodologias para andlise de alteracbes ultraestruturais e
bioquimicas. Para avaliar alteracdes ultraestruturais, formas promastigotas
(1x10° parasitos/mL) foram tratadas com B-TIOSSEMI por 24 h, e em
seguida processadas para microscopia eletronica de transmisséo. Para isso,
ap0s o tratamento, os parasitos foram lavados com PBS, fixados com
glutaraldeido 2,5%, lavados em tampéao cacodilato 0,1 M, pds-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 eletronico de transmissdao JEOL JM 1400. Para analise de
alteracbes bioquimicas no parasito, foi realizada metodologias por
espectrofluorescéncia. Para isso, formas promastigotas (1x10° parasitos/mL)
foram tratadas com B-TIOSSEMI 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 Discusséo

O composto sintético B-TIOSSEMI demonstrou atividade promissora frente
as formas promastigotas de L. amazonensis, demonstrando um Clso de 5
UM. Em macrofagos J774A1 o composto resultou no CCsy de 365 uM,
demonstrando um indice de seletividade maior para os parasitos (IS: 73).
Através de microscopia eletrbnica de transmissdo foi possivel encontrar
alteracdes ultraestruturais nos parasitos tratados com o composto, como por
exemplo, alteracdo no cinetoplasto, presenca de estruturas concéntricas de
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membrana, presenca de vacuolos e inclusdes lipidicas. Foi possivel verificar
também, por metodologias fluorimétricas, que o composto B-TIOSSEMI
induziu aumento dos niveis de ERO, aumento de inclusbes lipidicas e
alteracbes na integridade de membrana plasméatica em formas
promastigotas tratadas por 24 h. O estresse oxidativo é caracterizado por
uma alteragdo no metabolismo redox, podendo estar relacionado com o
aumento dos niveis de ERO e/ou diminuicdo do sistema antioxidante da
célula. Desta forma, as ERO podem provocar danos celulares que culmina
na morte celular, como por exemplo, alteracdo em lipideos, proteinas e
acidos nucleicos. No presente trabalho, foi possivel verificar que 0 composto
B-TIOSSEMI provocou alteracdo na integridade da membrana plasmatica,
inchaco mitocondrial e aumento de inclusdes lipidicas, podendo ser
explicado pelo aumento dos niveis de ERO.
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Figura 01. Estrutura quimica do composto E)-2-([2,2'-bitiofen]-5il-metileno)
hidrazinocarbotioamida (B-TIOSSEMI). C10H9N3S3, MM: 267,00.
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Figura 02 — (A-F). Analise ultraestrutural por microscopia eletronica de
transmissdo de promastigotas tratadas com B-TIOSSEMI: (A) controle ndo
tratado, (B-D) tratado com 5 pM e (E-F) tradado com 10 uM. (G) Espécies
reativas de oxigénio, (H) Inclusdes lipidicas e (I) Integridade de membrana
plasmatica por espectrofluorimetro. (n) nudcleo, (m) mitocondria, (k)
cinetoplasto, (g) complexo de Golgi, (bf) bolsa flagelar, asteriscos: vacuolos,
e estrela branca: inclusdes lipidicas.
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Conclusbes

O composto B-TIOSSEMI, apresentou resultados satisfatérios frente aos
estudos realizados em formas promastigotas de L. amazonensis. Como
analisado, aumento da produgcéo de ERO pode ser o fator desencadeante
para alteracbes ultraestruturais causadas no parasito, levando a morte
celular. Além disso, a seletividade da droga frente ao parasito permite
afirmar que o composto apresenta uma seguranca maior as células dos
mamiferos, diminuindo sua toxicidade. 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 comprovacao
de seu seguranca e elucidacao mais precisa do mecanismo de acao.
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