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RESUMO

As leishmanioses e a doenca de Chagas estao entre as doencas tropicais negligenciadas (DTN)
mais graves e com maior nimero de casos no mundo. Atualmente os farmacos disponiveis no
mercado apresentam diversos problemas como o alto custo, a alta toxicidade, a maioria
administrados por via parenteral e muitos casos de resisténcia dos parasitos. Portanto, a busca
por alternativas terapéuticas é urgente. O tiofeno € um composto de cinco membros que tem
como heterodtomo o enxofre e duas duplas ligacbes (nas posi¢oes 2 e 4), formando um sistema
aromatico. Os derivados do tiofeno tém ocorréncia em varios organismos, como fungos e
plantas, além de serem de facil sintese em laboratorio, com inimeros relatos de atividade
antileishmania e anti-Trypanosoma cruzi. O SB-200 é um derivado 2-amino-tiofénico estudado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa e que apresentou atividade antileishmania sobre
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Diante de resultados anteriores promissores, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar a atividade anti-Trypanosomatidae do SB-200 sobre outras
espécies de Leishmania e sobre o parasito Trypanosoma cruzi. A atividade antileishmania do
SB-200 foi avaliada inicialmente sobre formas promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania) infantum, obtendo-se
uma concentracdo inibitéria média (Clso) de 4,25 uM, 4,65 uM ¢ 3,96 uM, respectivamente. A
atividade anti-Trypanosoma cruzi do SB-200 foi realizada sobre as formas epimastigotas e
tripomastigotas, cepa CL. Foram obtidos valores de Clsp de 2,69 pM para epimastigotas
enquanto para tripomastigotas obteve-se Clso de 29,69 M. Devido a um melhor resultado sobre
a espécie L. infantum dentre todos os tripanosomatideos, os estudos posteriores sobre a forma
amastigota e de mecanismos de acdo, foram realizados com esta espécie. A citotoxicidade do
derivado tiofénico foi realizada em macrdfagos J774.A1 e células VERO obtendo-se uma
concentracdo citotoxica média (CCso) de 42,52 uM e 39,2 uM respectivamente. O indice de
seletividade (IS) para L. infantum foi de 10,73 em relacdo aos macrofagos e 9,89 em relagédo as
células VERO. A atividade antipromastigota do SB-200 esté associada a danos na membrana
plasmatica, pois o composto foi capaz de aumentar a permeabilidade em ensaio com SYTOX
green, intercalante de DNA. Ensaios ultraestruturais em formas promastigotas L. infantum
empregando microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de
transmissdao (MET) comprovaram rupturas de membrana plasmatica e revelaram alteraces
como aumento de vaclolos citoplasmaticos, descolamento da membrana nuclear e
fragmentacdo do nlcleo mediante o tratamento com SB-200. Na investigagdo do tipo de morte
celular promovida pelo composto, foi observado aumento do tipo de morte por apoptose, com
uma morte secundaria por necrose. Através do ensaio de docking, SB-200 apresentou uma
afinidade molecular com a N-myristoyl transferase enzima importante para a sobrevivéncia do
parasito. A atividade antiamastigota do SB-200 foi realizada sobre a espécie L. infantum,
obtendo-se um CEso de 2,85 uM e IS de 14,97 em macrofagos e 13,8 em células VERO. A
atividade antimastigota de SB-200 estd associada a uma atividade imunomoduladora, pois
aumentou os niveis de TNF-a, IL-12, IL-1p, 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio
(EROs), enquanto diminuiu os niveis de IL-10. A toxicidade aguda do SB-200 foi investigada
sobre larvas de Zophobas morio, com uma dose letal estimada de >3000 mg/kg, comprovando-
se a seguranca do composto. Assim, conclui-se que o derivado 2-amino-tiofénico SB-200 é um
composto anti-Trypanosomatidae potencial, e candidato a avangar nos estudos de novos
tratamentos para as leishmanioses e doenga de Chagas.

Palavras Chaves: derivado tiofénico, leishmaniose visceral, doenca de Chagas,
imunomodulagéo



ABSTRACT

Leishmaniasis and Chagas disease are among the most serious neglected tropical diseases
(NTDs) and with the highest number of cases in the world. Currently, drugs available on the
market have several problems, such as high cost, high toxicity, most are administered
parenterally and many cases of parasite resistance. Therefore, the search for therapeutic
alternatives is urgent. Thiophene is a five-membered compound that has sulfur as a heteroatom
and two double bonds (at positions 2 and 4), forming an aromatic system. Thiophene derivatives
occur in various organisms, such as fungi and plants, in addition to being easily synthesized in
the laboratory, with numerous reports of antileishmania and anti-Trypanosoma cruzi activity.
SB-200 is a 2-amino-thiophene derivative previously studied by our research group and which
showed antileishmania activity against Leishmania (Leishmania) amazonensis. In light of
previous promising results, the aim of this study was to evaluate the anti-Trypanosomatidae
activity of SB-200 on other species of Leishmania and on the parasite Trypanosoma cruzi. The
antileishmania activity of SB-200 was initially evaluated on promastigotes forms of Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) major and Leishmania (Leishmania)
infantum, obtaining a mean inhibitory concentration (1Cso) of 4.25 uM, 4, 65 uM and 3.96 pM,
respectively. The anti-Trypanosoma cruzi activity of SB-200 was performed on epimastigotes
and trypomastigotes, strain CL. ICsp values of 2.69 UM were obtained for epimastigotes while
for trypomastigotes an 1Cso of 29.69 uM was obtained. Due to a better result on the species L.
infantum among all trypanosomatids, further studies on the amastigote form and mechanisms
of action were carried out with this species. Cytotoxicity of the thiophene derivative was carried
out in J774.A1 macrophages and VERO cells, obtaining an average cytotoxic concentration
(CCsp) of 42.52 uM and 39.2 uM, respectively. The selectivity index (SI) for L. infantum was
10.74 for macrophages and 9.89 for VERO cells. The antipromastigote activity of SB-200 is
associated with damage to the plasma membrane, as the compound was able to increase
permeability in an assay with SYTOX green, a DNA intercalator. Ultrastructural assays in L.
infantum promastigotes using scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron
microscopy (TEM) confirmed ruptures of the plasmatic membrane and revealed alterations
such as an increase in cytoplasmic vacuoles, detachment of the nuclear membrane and
fragmentation of the nucleus upon treatment with SB-200. In the investigation of the type of
cell death promoted by the compound, an increase in the type of death by apoptosis was
observed, with a secondary death by necrosis. Through the docking assay, SB-200 showed a
molecular affinity with N-myristoyl transferase, important enzyme for the survival of the
parasite. The antiamastigote activity of SB-200 was carried out on the L. infantum species,
obtaining an ECsp of 2.85 uM and an IS of 14.97 in macrophages and 13.8 in VERO cells. The
antimastigote activity of SB-200 is associated with an immunomodulatory activity, as it
increased the levels of TNF-a, IL-12, IL-1p, nitric oxide (NO) and reactive oxygen species
(ROS), while decreasing the levels of IL-10. The acute toxicity of SB-200 was investigated on
Zophobas morio larvae, with an estimated lethal dose of >3000 mg/kg, proving the safety of
the compound. Thus, itis concluded that the 2-amino-thiophene derivative SB-200 is a potential
anti-Trypanosomatidae compound, and a candidate to advance in studies of new treatments for
leishmaniasis and Chagas disease.

Keywords: thiophene derivative, visceral leishmaniasis, Chagas disease, immunomodulation
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1 INTRODUCAO

As enfermidades conhecidas como doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um
grupo de doencas que afetam paises tropicais e subtropicais, sendo um grande indicador de
pobreza (MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2017). Pelo fato de ocorrerem principalmente
em paises em desenvolvimento, a indistria de medicamentos ndo tem interesse em pesquisas
de novos tratamentos. Isso porque a populacdo afetada ndo é encarada como compradores em
potencial de medicamentos, consequentemente ndo gerando lucro, ocasionando assim um
grande nimero de doencas desassistidas (YAMEY,2018; GIL; MARTINEZ, 2021).

Grande parte das DTN sdo causadas por protozoarios, estando as leishmanioses e a
doenca de Chagas entre as principais doencas (PARTHASARATHY; KALESH, 2020). As
leishmanioses sdo causadas pelo parasito Leishmania, que afeta bilhdes de pessoas em mais de
90 paises ao redor do globo. Séo divididas em leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose
visceral (LV), apresentando cerca de 700.000 a 1,2 milhGes de novos casos por ano (CDC,
2020). Endémica em 21 paises da América, a doenca de Chagas, causada pelo parasito
Trypanosoma cruzi, atinge cerca de 6 milhGes de pessoas. A doenga apresenta uma incidéncia
anual de 30 mil novos casos, acarretando 14.000 mortes por ano. Em média, 70 milhdes de
pessoas vivem em areas de grande risco para contrair a doenca (PAHO, 2022).

A doenca de Chagas e as leishmanioses sdo doencas amplamente difundidas que afetam
principalmente paises em desenvolvimento, com baixa eficacia dos medicamentos, surgimento
de resisténcia dos parasitos e causando grandes sequelas nos pacientes ou até levando os
mesmos a Obito. Dessa forma, é de carater urgente pesquisas cientificas e o desenvolvimento
de medicamentos a fim de combater estas doencas (ANTONELLO et al., 2018; KRATZ, 2019).

Neste contexto, os tiofenos, que pertencem a um grupo de compostos heterociclicos
aromaticos, vém despertando um grande interesse na industria farmacéutica devido ao seu
grande perfil farmacolégico (SINGH; SILAKARI, 2018; PATHANIA; NARANG; RAWAL,
2019). No seu potencial terapéutico estdo inclusas propriedades antimalarico, antileishmania,
antimicrobiano, antibacteriano, antidepressivo, anticonvulsivante, antiviral, anticancerigeno,
anti-hipertensivo, anti-inflamatério e antioxidante (MISHRA; SHARMA, 2017).

Em trabalhos anteriores, nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade anti-Leishmania
amazonensis de dez derivados 2-amino-tiofénicos, sendo o SB-200 um dos mais promissores.
Os estudos demonstraram que o SB-200 apresentou atividade inibitéria sobre o crescimento de
promastigotas (Clso 3,65 uM) e amastigotas intracelulares (Clso 4,81 uM) com altos indices de

seletividade ao parasito em comparacdo a macrofagos peritoneais murinos e eritrocitos
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humanos. No estudo dos provaveis mecanismos de acao, foi observado que a a¢do pode ocorrer
pela inibicdo da enzima tripanotiona redutase, uma enzima-chave que regula espécies reativas
de oxigénio em tripanosomatideos, e pela imunomodulagdo, uma vez que o0 composto aumentou
o0s niveis de TNF-a, IL-12 e NO e reducéo da IL-10 (RODRIGUES et al., 2015).

Tendo em vista o potencial do SB-200 em estudos anteriores, objetiva-se com esta
pesquisa investigar a atividade anti-Trypanosomatidae do SB-200 sobre Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) infantum e

Trypanosoma cruzi, bem como determinar sua citotoxicidade e possiveis mecanismos de acéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doengas tropicais negligenciadas

As DTN afetam milhares de pessoas por todo o mundo em areas tropicais e subtropicais,
principalmente populagdes sem acesso as condi¢Bes basicas de saude e saneamento de paises
em desenvolvimento, prejudicados por falta de investimentos na busca de novos tratamentos
adequados e ndo tendo um controle efetivo de novos casos (MITRA; MAWSON, 2017;
CASULLLI, 2021). Segundo a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), as DTN provocam
anualmente 534 milhdes de mortes em todo o mundo (WHO, 2020). Infecgdes causadas por
agentes de DTN causam incapacidade e desfiguracdo, com profundo impacto econémico, social
e politico. Os efeitos das DTN podem ser observados na saude, educacdo, agricultura e
economia (LINDOSO; LINDOSO, 2009).

As DTN inicialmente incluiam trés infeccdes helminticas transmitidas pelo solo
(ascaridiase, ancilostomiase e tricuriase), filariose linfatica, oncocercose, dracunculiase,
esquistossomose, doenca de Chagas, doenca do sono, leishmanioses, malaria, hanseniase e
tracoma. Como uma lista em expansdo foram adicionadas a Ulcera de buruli, dengue e
chikungunya, equinococose, trematodiases, hanseniase, micetoma, cromoblastomicose e outras
micoses profundas, raiva, escabiose e outras ectoparasitoses, envenenamento por picada de
cobra, bouba, teniase e cisticercose, completando assim as DTN atuais (HOTEZ, 2007; WHO,
2020).

Os danos causados por estas doencas sdo variados, e apesar da sua grande maioria nao
terem uma elevada taxa de mortalidade como doenca de Chagas ou doenca do sono, elas néo
podem ser taxadas como sem importancia, pois elas causam um grande impacto na qualidade
de vida das pessoas e nas capacidades individuais, economias locais e sistema de salde
(UNITED NATIONS, 2020).

Apesar de ndo apresentarem um alta taxa de mortalidade, elas ainda continuam
apresentando risco de vida em alguns casos, malaria tem a taxa de mortalidade basicamente
constituida por criangas, o Ebola quando ndo tratado é fatal para mulheres gravidas e seus
recém-nascidos, leishmaniose visceral causa a morte principalmente de criangas (SAYRES;
HUGHES, 2020).

O descaso da pesquisa também é elucidado pela desigualdade geografica, onde nagGes
de baixa renda recebem menos ajuda que nac¢des de primeiro mundo. Alem disso, prevé-se que

as doencas tropicais se tornem problemas globais com as mudancgas climaticas devido ao
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aquecimento global. Por exemplo, a dengue se espalhou pelo mundo e a leishmaniose agora é
endémica na Italia e doenca de Chagas no sul dos Estados Unidos (BOOTH, 2018; HOTEZ
2018).

As leishmanioses e doenca de Chagas estao entre as DTNs mais importantes do mundo,
afetando milhdes de pessoas interferindo na qualidade de vida, e causando milhares de mortes.
A constante expansdo destas doengas em areas que ndo eram endémicas, a problematica dos
tratamentos disponiveis atualmente e a resisténcia dos parasitos, configuram um cenario em
que a busca de novas alternativas para o combate destas DTNs é de extrema urgéncia.
(SANGENITO et al., 2019; SANTOS, 2020; CHANDA, 2021).

Com um maior incentivo a pesquisas de terapias que sejam acessiveis, disponiveis e
adaptadas a cada comunidade, pode-se proporcionar uma melhor qualidade vida para populagéo
afetada por essas enfermidades dando a elas uma chance de quebrar este ciclo de pobreza onde
estas pessoas se encontram (PARTHASARATHY; KALESH, 2020; WELD et al. 2022).

2.2 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitos do género Leishmania,
pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae, que agrupa espécies de
protozoarios unicelulares, digenéticos (heteroxenos). Os parasitos do género Leishmania se
encontram em duas formas, sendo elas: a forma promastigota (Figura 1A), flagelada livre
encontrada no tubo digestério dos vetores invertebrados; e a forma amastigota (Figura 1B), com
o flagelo internalizado, parasito intracelular obrigatério de células do sistema monocitico
fagocitario dos hospedeiros mamiferos. As doencas causadas por este protozoario manifestam-
se na forma visceral e tegumentar (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).



21

Figura 1. Formas morfoldgicas de Leishmania

(-

Fonte: Bogdan (2006); Nunes et al. (2021). Formas promastigotas (A) e amastigotas internalizadas em

macrofagos (B).

A transmissao ocorre durante o repasto sanguineo de flebotomineos fémeas pertencentes
principalmente aos géneros Lutzomyia spp. (Figura 2A) e Phlebotomus spp. (Figura 2B)
infectados com o protozoario (CHACON et al., 2022).

Figura 2. Insetos vetores das leishmanioses.

A

Fonte: Wilson (2009), Bilgic-Temel, et al. (2019). Lutzomyia spp. (A) e Phlebotomus spp. (B).

Este vetor é uma das principais dificuldades para o controle da enfermidade, além disso
existe outros fatores estritamente ligados as condicGes de vida da populacdo mais afetada que
também dificultam o controle, como migracdo, ocupagdo urbana ndo planejada e mudancas
ambientais e climaticas que interferem no ciclo do vetor, condi¢es precéarias de saneamento
que leva as condicBes precarias de vida e destruicdo ambiental, promovendo condicGes
favoraveis para a reproducgéo do vetor (ABRANTES et al., 2018).
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Aproximadamente 90 % dos casos globais de LV ocorrem em apenas seis paises, sendo
eles: Bangladesh, india, Sud&o, Sudo do Sul, Etidpia e Brasil (Figura 3), apresentando uma
incidéncia anual de 200 mil a 400 mil casos por ano. A LT é considerada a forma mais comum
da doenca, onde mais de 350 milhdes de pessoas estdo expostas a doenga, com cerca de um
milh&o e meio de novos casos, com incidéncia maior no Afeganistao, Argélia, Brasil, Colémbia,
Iraque, Paquistdo e Siria (Figura 4) (BRASIL, 2017; OYAMA et al. 2018; WAMAI; 2020;
WHO, 2021).

Figura 3. Distribuicdo de paises com notificag¢do de leishmaniose visceral, com base em dados
reportados a WHO em 2020.

Fonte: Adaptado de World Health Organization - WHO, (2021).
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Figura 4. Distribuicdo de paises com notificacdo de leishmaniose tegumentar, com base em
dados reportados a WHO em 2020.
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Fonte: Adaptado de World Health Organization- WHO, (2021).

No periodo de 2015 a 2019, houve a notificacdo de 84.654 casos de LT no Brasil,
ndmeros que apontam um crescimento de casos em comparacdo a outros anos (CAMPELO; DE
OLIVEIRA LIMA; VIANA 2021). Nos anos de 2013 a 2018 registrou-se 22.525 notificagoes
de LV no Brasil, com incidéncia média de 1,85 a cada 100 mil habitantes (MENDES et al,
2020).

Nos anos de 2013 a 2018 o Piaui registrou 1.359 casos de LV e incidéncia de 5,88 a
cada 100 mil habitantes, no mesmo ano, nivel trés vezes maior que a média nacional, de
1,85/100mil habitantes, para 0 mesmo ano (MENDES et al, 2020). A média de contaminacao
nesse periodo apresentou Teresina como a cidade com maior nimero de casos notificados de
LV, com cerca de 1.683 casos (77,48 % do total), seguido de Parnaiba com 112 casos (5,15 %
do total), Floriano com 65 casos (2,99 % do total) e Miguel Alves com 43 casos (1,98 % do
total), sendo que 47 % resultaram em cura, todavia, 41,77 % foram ignorados, 7,30 % chegaram
a Obito (SILVA et al. 2020).

Jaentre o periodo de 2015 a 2017 o Piaui teve o registro de 170 casos de LT, sendo que
85,88 % (146 casos) dos casos foram registrados e classificados como a forma cutanea da
doenga assim como 14,12 % (24 casos) dos casos foram categorizados como a forma

mucocutanea. Os municipios com maior quantidade de casos notificados para o periodo foram:
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Teresina com 100 casos (58,82 %), Pedro Il com 23 casos (13,5 %) e Altos com 8 casos (4,71
%) (LEMOS et al. 2019).

O Piaui destaca-se por apresentar transmissdo intensa de casos de leishmanioses,
principalmente se compararmos com o restante do pais, sendo considerada area prioritaria para
as medidas de controle da doenca, sendo assim um grande caso de saude publica na regido
Nordeste (RODRIGUES; DE SOUSA; DE OLIVEIRA, 2020).

2.2.1 Ciclo de vida de Leishmania

Leishmania apresentam um ciclo digenético que envolve tanto o hospedeiro mamifero
guanto o inseto vetor, passando por mudancas morfologicas e bioquimicas para garantir a
adaptacdo e sobrevivéncia, apresentando assim dois estdgios morfologicos, a forma
promastigota e amastigota (RODRIGUES et al., 2016).

A infeccdo do hospedeiro mamifero se inicia no momento do repasto sanguineo de
fémeas do inseto vetor infectadas. Durante o processo, formas promastigotas metaciclicas
(infectantes) sdo regurgitadas na derme do hospedeiro mamifero, atingindo a corrente
sanguinea. Uma vez na corrente sanguinea, essas formas sdo fagocitadas principalmente por
macrofagos, onde se diferenciam em amastigotas e se multiplicam dentro do fagolisossomo.
Apo0s sucessivas multiplicacfes a célula rompe liberando as formas amastigotas na corrente
sanguinea, ficando disponiveis para serem fagocitadas e se multiplicarem ainda mais ou serem
captadas por um novo inseto vetor (LESTINOVA et al., 2017).

O ciclo no hospedeiro invertebrado tem inicio quando ele capta formas amastigotas no
momento do seu repasto sanguineo onde elas sdo liberadas dos macréfagos na extremidade
posterior do intestino médio do inseto vetor. Na extremidade posterior do intestino médio
comecam a se diferenciar e multiplicar por divisdo binaria, em promastigotas, passando por
diversas fases que incluem as promastigotas prociclicas, nectomonadas, leptomonadas e
metaciclicas sendo esta Gltima obtida apds a metaciclogénese que constitui em um processo de
transformacdo de promastigotas pouco infecciosas em altamente infecciosas. Apds isso as
formas metaciclicas migram pra probdscide do inseto vetor para dar inicio a um novo ciclo
(Figura 5) (SUNTER; GULL, 2017; ALCOLEA et al., 2019).
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Figura 5. Ciclo bioldgico de Leishmania
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Fonte: Adaptado de Burza; Simon L; Marleen, (2018).

As amastigotas se multiplicam nas
células (incluindo macréfagos) de
varios tecidos

2.2.2 Manifestacdes clinicas das leishmanioses

Diversas sdo as manifestacdes clinicas causadas pelas leishmanias, que variam desde
lesbGes benignas a formas com acentuado tropismo por 6rgdos internos que levam a altas taxas
de mortalidade. Varias espécies de Leishmania sdo responsaveis pelas manifestacdes clinicas
das leishmanioses (Quadro 1). Cada espécie pode ser relacionada com alguma forma clinica de
apresentacdo especifica, mas nenhuma espécie é responsavel por todas as manifestacGes
(ARONSON, 2017; BUSTAMANTE et al. 2017). As leishmanioses se dividem em duas, LT e
LV, que variam pelo local que acometem. A primeira, ainda, se subdivide nas formas:
leishmaniose cutanea localizada (Figura 6A) (LCL), leishmaniose cutanea difusa (Figura 6B)
(LCD), leishmaniose cutanea disseminada (Figura 6C) (LD), leishmaniose mucocutanea
(Figura 6D) (LMC) e leishmaniose dérmica pos-calazar (Figura 6E) (LDPC) (Quadro 1)
(ABADIAS-GRANADO et al. 2021; CHACON et al., 2022).
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A LV, é a forma mais grave, sendo uma manifestacdo sistémica, podendo ser fatal em
casos ndo diagnosticados e que ndo recebem tratamento adequado. Afeta principalmente
criancas e pessoas imunocomprometidas. Sua manifestacdo clinica se da inicialmente pela
perda de apetite, palidez, aparecimento de febre alta, aumento de volume do baco, anemia e
hemorragias. Esta forma se caracteriza pelo tropismo acentuado por 6rgdos internos como
figado, baco e medula oOssea, devido a esse parasitismo nestes Orgdos ocorre a
hepatoesplenomegalia progressiva e supressdo da medula éssea. A L. infantum no Brasil é o
principal agente etioldgico causador da forma visceral da leishmaniose (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018; SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA, 2019; WILHELM, 2019).

A LCL pode ocorrer como lesdo Unica ou multipla, na mesma regido da inoculagéo do
parasito. Geralmente a manifestacdo ocorre com a apari¢do de uma lesdo ulcerosa e escamosa,
essas lesdes podem espalhar pelos vasos linfaticos, causando adenopatias e lesfes satélites . A
forma cutanea demonstra uma tendéncia a cura espontanea e apresenta uma boa resposta ao
tratamento. Diversos sdo os agentes etioldgicos envolvidos nessa forma clinica L. braziliensis,
L. amazonensis e L. major (CARVALHO et al. 2017; MEIRELES et al. 2017).

A LCD consiste em uma manifestacdo rara e grave da LT, ocorrendo em pacientes
considerados anérgicos com deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de
Leishmania. De inicio silencioso de leséo Unica ndo ulcerada na maioria das vezes na face se
caracteriza pela aparicdao de multiplas maculas, papulas, nédulos, placas, e por infiltracdo difusa
da pele, principalmente nas superficies de extensdo dos membros e face que nédo responde ao
tratamento, evolui de forma arrastada. No Brasil, 0 agente etiologico responsavel pela LCD é a
L. amazonensis (MOKNI, 2019).

A LD é amanifestacdo menos frequente da LT, que se inicia a partir de focos localizados
de lesGes ulcerosas e por meio de disseminagdo hematogénica do parasito. Evolui com maultiplas
lesbes de carater semelhante ao do foco inicial e de variados tamanhos, acometendo diversas
regides do corpo. A LD também se caracteriza pela baixa quantidade de parasitos circulantes
no plasma, o que tende a dificultar seu diagnostico pelos métodos parasitologicos que séo
considerados padréo-ouro no diagnéstico de leishmanioses. As principais espécies envolvidas
nessa forma clinica sdo L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis (MACHADO,;
PRATES; MACHADO, 2019).

A LMC se apresenta em duas etapas. Com a cicatrizagdo espontaneas das lesdes
cuténeas no local da puncdo no periodo de 7 a 12 meses, posteriormente ocorre um periodo de
laténcia que pode durar meses ou anos. Apos isso 25 % a 30 % apresentam lesGes na mucosa

da face, aparecendo a partir da parte anterior do septo nasal, podendo se estender para as
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mucosas orofaringe, palato, labios, lingua, laringe e incomumente, traquéia e arvore respiratoria
superior causando a destruicédo total das partes afetadas, representando assim um risco de vida
aos pacientes afetados. L. braziliensis é a principal causadora de LMC embora também possa
ser causada pela L. amazonensis ou pela L. guyanensis (MOKNI, 2019; GUREL; TEKIN;
UZUN, 2020).

Ja a LDPC é uma sequela da LV afetando principalmente pacientes imunodeprimidos.
As manifestacdes podem ocorrer geralmente de seis meses a um ano apds o tratamento, mas
pode ocorrer ap6s 20 anos também. Se caracteriza pela aparicdo de como maculas
hipopigmentadas, nodulos da cor da pele efou papulas verrucosas, acometendo
predominantemente a face, podendo se espalhar para o restante do corpo, em pacientes
imunossuprimidos é mais frequente e mais grave, a forma de apresentacdo pode ser atipica, com
lesGes nodulares que nem sempre acometem a face, e maior abundancia do parasito nas lesdes.
Ela é causada por L. donovani ou L. infantum (SAFAVI; ESHAGHI; HAJIHASSANI, 2021;
ABADIAS-GRANADO et al. 2021).

Apesar do baixo risco de morte das formas cutaneas da doenca, elas deixam cicatrizes
bastante caracteristicas, que acabam criando bastante estigma sobre as pessoas afetadas,
aumentando o preconceito sobre elas e impossibilitando as mesmas de conseguirem emprego
ou até mesmo socializarem normalmente, aumentando ainda mais o ciclo de pobreza da

populacgéo afetada por esta doenca (BAILEY et al. 2017).
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Figura 6. Manifestac@es clinica das leishmanioses

Fonte: World Health Organization- WHO (2015); Mokni (2019); Abadias-Granado et al. (2021).
Leishmaniose cutanea localizada (A), leishmaniose cutanea difusa (B), leishmaniose cutanea disseminada
(C), leishmaniose mucocutanea (D), leishmaniose dérmica pés-calazar (E) e leishmaniose visceral (F).
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Principais especies de Leishmania patogénicas ao homem, ocorréncia e

.~ Distribuicdo Padrdes Clinicos Mais Comuns e Suas
Especies g . . .
Geogréfica Principal | Principais Caracteristicas
LV: febre, hepatoesplenomegalia, perda de peso,
Leishmania india, Bangladesh, anemia
donovani Etiopia, Suddo }
LDPC: lesbes maculares, papulares ou nodulares
, . Bacia do Mediterraneo, ] o . L.
Leishmania ; g LC: nodulos solitarios levemente inflamatdrios
. China, America o - . o
infantum LV: mais comum em criangas e imunossuprimidos
Central e do Sul
Leishmania Mediterraneo Oriental, | LC: <3 Ulceras secas, principalmente na
tropica Oriente Médio, India | cabeca; curso crénico recorrente
. . Africa, Oriente Médio, - , . L
Leishmania P P LC: multiplas ulceras inflamatorias Umidas, a
. Asia Central, India, - . . )
major China maioria das quais progride rapidamente
Leishmania - A LC: nddulos ou ulceras localizadas; pode resultar
- Etiopia, Quénia . .
aethiopica em envolvimento difuso
LC: lesBes ulceradas solitarias ou maltiplas, as
Leishmania. México, América vezes com acometimento difuso; responsavel por
mexicana Central e do Sul, Texas | lesdo ulcerada caracteristica em coletores de
gengiva
: . LC: lesBes ulceradas, muitas vezes com
Leishmania

amazonensis

Ameérica do Sul

envolvimento difuso
Pode progredir para LCM

LC: lesdes ulceradas

Leishmania América Central e do | LMC: causada principalmente por L.
braziliensis Sul braziliensis; lesGes ulceradas na mucosa oral e
nasal; pode se estender para orofaringe e laringe
. . . LC: Ulceras superficiais, muitas vezes com
Leishmania Panama, Costa Rica, : S
. . disseminacdo linfatica
panamensis Colombia ) . .
LMC: envolvimento nasofaringeo
LC: Ulceras multiplas que podem se espalhar pelo
. . sistema linfatico, resultando em uma distribuicéo
Leishmania - .
. Ameérica do Sul esporotricoide
guyanensis

LMC: envolvimento cutadneo que pode progredir
para envolvimento mucocutaneo

Fonte: Adaptado de Abadias-granado, |I.

et al,, (2021). LC, leishmaniose cuténea; LMC, leishmaniose

mucocutanea; LDPC, leishmaniose dérmica pds-calazar; LV, leishmaniose visceral.
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2.2.3 Terapéutica das leishmanioses

Até 0 momento ndo existe terapéutica ideal para as leishmanioses, pois os farmacos
atualmente disponiveis sdo insatisfatorios em termo de eficacia, custo, facilidade de
administracdo e/ou seguranca. O tratamento de primeira linha estd baseado em antimoniais
pentavalentes e os de segunda escolha baseados em anfotericina B, miltefosina e pentamidina
(Quadro 2) (HENDRICKX; CALJON; MAES, 2019).

O tratamento de primeira linha feito com antimoniais pentavalentes (Sb") consiste em
uma injecdo intramuscular na forma de estibogluconato de so6dio ou antimoniato de meglumina
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; TIWARI et al., 2018). Apesar deste tratamento ser eficaz,
possui alguns problemas cruciais como o alto custo do tratamento, muitos efeitos adversos
como dor abdominal, vémito, diarreia, nausea, dor de cabeca, fadiga, febre, tosse, erupcdo
cuténea, pancreatite, pneumonia, insuficiéncia hepatica, nefrotoxicidade e cardiotoxicidade,
além de excluir certos pacientes que sdo impossibilitados ou apresentam um tratamento mais
dificil como: gestantes, pacientes com idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias,
nefropatias, hepatopatias e hipersensibilidade aos componentes da medicacdo (ROJAS, 2019;
HERNANDEZ-BOJORGE, 2020).

Os farmacos de segunda escolha, como a anfotericina B (Anf B), sdo utilizados somente
na falha terapéutica dos antimoniais ou em casos de pacientes idosos, mulheres gravidas, de
imunodeficiéncias e co-infecces com doengas como: tuberculose, SIDA, criptosporidiose
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; HERNANDEZ-BOJORGE, 2020). Esse farmaco esta
associado a efeitos adversos graves, tais como nauseas, vOmitos, febre, hipocalemia,
insuficiéncia renal, anemia e problemas cardiacos (MENDONCA, 2018).

A pentamidina € o farmaco de primeira escolha somente para o tratamento da espécie
L. guyanensis. No entanto, na infec¢do de outras espécies € uma terapia secundaria devido aos
seus grandes efeitos colaterais que consistem em indugcdo de diabetes mellitus insulino-
dependente, hipotensdo, efeitos gastrointestinais, hipoglicemia grave, choque, miocardite,
cardiotoxicidade e toxicidade renal (JARAMILLO-ANTILLON et al. 2018; ARONSON;
JOYA, 2019;)

A miltefosina se apresenta como Unico tratamento oral para as leishmanioses. Ela é
utilizada principalmente devido ao grande aumento das falhas terapéuticas e ao surgimento de
resisténcia do parasito ao farmaco. As desvantagens e restricdes do seu uso incluem risco de
hepatotoxicidade e teratogenicidade gastrointestinal grave, o que dificulta o seu emprego em
mulheres gravidas e criangas (HENDRICKX; CALJON; MAES, 2019).
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Quadro 2: Farmacos usados no tratamento das leishmanioses.

Farmacos \./"?1 de x Efeitos adversos
administracao
Antimoniais Cardiotoxicidade grave, pancreatite, nefrotoxicidade,
IM, IV ou IL -
pentavalentes hepatotoxicidade
- Nefrotoxicidade grave, reacdes relacionadas a infusao,
Anfotericina B v hipocalemia, febre alta
Anfotericina B Arrepios leves e calafrios durante a infusao
. v s
lipossomal Nefrotoxicidade leve (pouco frequente e leve)
Miltefosina Oral VVOmito e diarreia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
teratogenicidade
Alta taxa de hiperglicemia, como resultado de dano
Pentamidina IM pancredtico; hipotensdo, taquicardia e alteracdes
eletrocardiogréaficas

Fonte: modificada de Menezes et al., (2015). IV: administracdo intravenosa; IM: administra¢do intramuscular;
IL: administracdo intralinfatica.

2.3 Doenca de Chagas

Assim como protozoarios do género Leishmania, os do género Trypanosoma pertencem
a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Os parasitos da espécie T. cruzi sdo
hemoparasitas identificados pela presenca de flagelo e cinetoplasto, com um ciclo heteroxénico,
apresentando trés formas evolutivas: epimastigotas (Figura 7A), amastigotas (Figura 7B) e
tripomastigotas (Figura 7C). As formas epimastigotas e amastigotas sdo as formas reprodutivas
do protozoario elas se replicam por fissdo binaria e se encontram no trato digestivo do inseto
vetor e interior das células do hospedeiro, respectivamente. As tripomastigotas, formas
infectivas ndo reprodutivas, sdo encontradas na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado e
na porc¢éo intestinal do vetor. Este protozoario é responsavel pela doenca de Chagas, que contém
duas fases, aguda e cronica, sendo a aguda a primeira fase, apesar desta fase passar
desapercebida na maioria dos casos ela pode causar febre, mal estar, falta de apetite e edemas,

podendo se agravar em criangas e causar a morte, a fase crénica se caracteriza pela sua
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manifestacdo depois de anos de contdgio e alto grau de mortalidade, podendo
ocasionar problemas como cardite chagasica (aumento do coracéo), megac6lon e megaes6fago
(SANTOS et al., 2016;LEWIS et al. 2018; PITA et al., 2018).

Figura 7. Formas morfoldgicas de Trypanosoma cruzi

N

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention- CDC, (2020). Epimastigota (A), amastigota (B) e
tripomastigota (C) de T. cruzi.

A forma cléssica de transmissdo é a vetorial, que durante o repasto sanguineo do
triatomineo (Figura 8), que defeca na pele do individuo préximo ao local da picada, depositando
formas tripomastigotas metaciclicas, que por reagdo do individuo em cocar o local da picada
acaba proporcionando a entrada do protozoario na corrente sanguinea. Apesar da transmissao
vetorial ser a forma cléssica de contégio, a transmissdo via oral acaba sendo a principal forma
de transmissdo atualmente, que se caracteriza pela ingestdo de alimentos contaminados com a
fezes do inseto vetor. Além dessas duas formas principais de transmisséo, a infec¢ao ainda pode
ocorrer por: transfusdo sanguinea, transferéncias congénitas e acidentes laboratoriais (DE
NOYA et al., 2016; DIAS et al., 2016; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018).

Figura 8. Inseto vetor triatomineo, responsaveis por transmitir Doenga de Chagas.

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention- CDC, (2020).
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A doenca de Chagas afeta cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas, principalmente na América
Latina e estima-se que 10 mil pessoas morram anualmente por complicacdes da doenca, onde
mais de 75 milhGes correm o risco de serem infectadas. A doenca de Chagas alcangou uma
globalizagdo importante, como América Central e atualmente América do Norte e outros
continentes sendo relatado casos nos Estados Unidos, Canada, Europa, Japdo e Austrélia, onde
eram paises ndo endémicos. Essa propagacdo tem causado grandes problemas sociais,
econdmicos e de satde (Figura 9) (MULLER KRATZ, 2018; WHO, 2022).

Figura 9. Distribuicdo de paises com notificacdo de doenca de Chagas, com base em dados
reportados a WHO em 2018.

3 n @ 20000-899999 f
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Fonte: Adaptado de World Health Organization- WHO, (2020).

No Brasil entre os anos de 2007 a 2019, 3.060 casos de doenca de Chagas na sua fase
aguda, com uma media anual de 222 casos, com a regido Norte apresentando a maior incidéncia
de casos, seguida da regido Nordeste. No periodo de 2007 a 2017, foram registradas 51.293
mortes pela doenca de Chagas, uma média de 4.663 por ano, superando a média anual de 6bitos
atribuidos a outras doencas como a tuberculose e as hepatites virais no mesmo periodo
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2020).

A doenca de Chagas na sua fase cronica apresenta uma limitagdo para reconhecimento
e definicdo de &reas endémicas pois os pacientes foram infectados ha muito tempo, e devido a

constante migragdo que ocorreu nas ultimas décadas ficou inviavel delimitar a sua
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endemicidade no pais, para melhorar o controle de notificacdes desta fase da doenca, no ano de
2020 foi definida como uma doenca de notificacdo compulséria nacionalmente de acordo com
a Portaria n° 264, de 2020 (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2022).

Somente no estado do Piaui entre os anos de 2010 a 2019 foram notificados 517 casos
suspeitos de doenga de Chagas, com 70 (13,5%) de casos confirmados, distribuidos em 23
municipios. A maioria se encontra na area central do estado (regido caatinga e cerrado), com a
maioria dos casos relatados em S&o Jodo do Piaui com 18 casos, com a grande incidéncia na
area rural devido a grande propagacéo do inseto vetor, mostrando uma urgéncia em programas
de vigilancia sanitaria (DOS SANTOS, 2020; DE SOUZA, 2021; DE AQUINO SANTANA,
2022).

2.3.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi inicia quando o vetor triatomineo (fémea hematdfaga)
durante seu repasto sanguineo ingere formas tripomastigotas circulantes na corrente sanguinea
de um hospedeiro mamifero infectado. Dentro do inseto vetor as formas tripomastigotas se
diferenciam em formas epimastigotas onde se replicam intensamente por fissdo binaria no
intestino médio do vetor. As epimastigotas migram para intestino posterior e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas (infeciosas), que sdo excretadas durante um novo repasto
sanguineo com as fezes do vetor (Figura 10) (PITA et al., 2018).

No hospedeiro vertebrado as formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do
inseto vetor adentram através de uma lesdo na pele no momento do repasto sanguineo e
infectam células nucleadas, nessa fase todas as células nucleadas do hospedeiro sdo alvos
potenciais do parasito. Durante o primeiro contato com a célula, onde estimulam a formacao de
pseudopodes, ocasionando internalizacdo do parasito em um vaclolo parasitoforo. No
citoplasma, as tripomastigotas se diferenciam na forma amastigota intracelular, que se replicam
por fissdo binaria. Ao final desse processo, as amastigotas se transformam em tripomastigotas
e rompem a célula infectada, liberando as formas tripomastigotas na circulagéo, infectando
assim novos tecidos, érgdos e reiniciando o ciclo (LOZANO et al., 2017; ZINGALES, 2018).



Figura 10. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Adaptado Pérez-Molina; Molina, (2018).
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2.3.2 Manifestagdes clinicas da doenga de Chagas

O curso clinico da doenca de Chagas apresenta duas fases: aguda e crénica. Apoés a fase
inicial de infeccdo e periodo de incubacao, a alta parasitemia indica a fase aguda, onde a forma
tripomastigota invade os 6rgaos, principalmente figado, baco e tecidos cardiacos. Apesar da
alta parasitemia na corrente sanguinea microscopicamente detectvel, esta fase passa
geralmente desapercebida, pois na maioria dos casos ndo apresenta sintomas ou apresenta
sintomas leves inespecificos, como febre, inflamacao no local da inoculacéo (Chagoma) (Figura
11A). Quando a conjuntiva é a porta de entrada do parasito neste local forma é formado um
sinal de Romana (Figura 11B). Os sintomas mais comuns apresentados na fase aguda desta
doenca na maioria dos casos sdo confundidos com uma simples infeccéo viral, devido ao fato
de serem sintomas poucos especificos, eles acabam passando desapercebidos pelo paciente
dificultando assim o diagnéstico (DIAS et al., 2016; SOUZA et al., 2016; SIMOES et al., 2018)

A fase aguda tende a se resolver espontaneamente depois de um periodo, mas o
hospedeiro desenvolve a fase cronica se ndo for tratado. Esta fase tende a apresenta sintomas
expressivos depois de anos do contato inicial, com os parasitos ja infectando os 6rgaos que gera
uma reac&o inflamatdria local, causando danos aos 6rgéos alvos (KIRCHHOFF, 2015; PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018).

O envolvimento do miocardio é a manifestacdo mais comum desta fase, seguido pelo
sistema gastrointestinal e a forma mista (cardiaca e digestiva) sendo esta a forma mais rara
(ECHAVARRIA et al., 2021). Quando o parasito invade o tecido cardiaco ele desencadeia uma
grande resposta imune e inflamatdria. Esta resposta inflamatdria aliada ao longo tempo no qual
esta fase passa desapercebida devido a sua auséncia de sintomas, permite a apari¢do de lesoes
irreversiveis do sistema de conducdo e das células neurais cardiacas (ECHEVERRIA;
MORILLO, 2019). Os danos cardiacos persistentes, que causam perda de miocardidcitos e
interferem na transmissao de impulso elétrico, culminam com reacéo de compensacéo funcional
do coracdo, causando assim o megacardio (Figura 11C). Uma reacdo semelhante pode ser
observada na manifestacdo digestiva, onde a infeccdo de neurdnios do trato gastrointestinal
desencadeia resposta inflamatdria que culmina com perda neuronal, consequentemente
afetando o controle peristaltico de esdfago e intestino, desencadeando a hipertrofia destes
orgaos (mega colon e megaesofago) (BERN, 2015; BRASIL, 2016; BOCCHlI et al., 2017).
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Figura 11. ManifestacGes clinicas da doenca de Chagas.

Fonte: Munoz-Saravia et al., (2012); Umezawa et al., (2001);Rossi; Ramos; Bestetti, (2003); Munoz-Saravia et

al., (2012). Chagoma (A), sinal de Romana (B) e megacardio (C) de T. cruzi.
2.3.3 Terapéutica da doenca de Chagas

Apesar de ser uma doenca milenar, a doenca de Chagas possui 0s mesmos farmacos
disponiveis para o tratamento a mais de um seculo. Sendo os farmacos de primeira e segunda
linha Benznidazol e Nifurtimox (Quadro 3) respectivamente, ambos apresentam grandes
limitagOes para o uso. Possuem diversos efeitos adversos, ndo garantem a eliminagéo total do
parasito e podem levar a resisténcia. No Brasil, 0 Gnico farmaco antichagasico utilizado € o
Benznidazol devido sua maior tolerabilidade (ALPERN; LOPEZVELEZ; STAUFFER, 2017).
O tratamento indicado é prologado, de 60-90 dias, que depende da fase clinica da doenca. Estes
farmacos apresentam uma eficacia consideravel na fase aguda, mas na fase cronica foram
observadas uma baixa atividade, ndo sendo o tratamento ideal nesta fase. Devido a esses fatores
eles passaram a ndo ser recomendados na fase crbnica da doenca, sendo usados somente na
reativacdo da infeccdo devido a supressao imunologica (MORILLO et al., 2015; KRATZ, 2019;
LLAGUNO etal., 2019; LLAGUNO et al., 2021).

Os efeitos adversos graves destes medicamentos sdo uma das principais razdes da
grande evaséo dos pacientes ao tratamento. O benznidazol geralmente apresenta efeitos ligados
a dermatites por hipersensibilidade, seguidas de distlrbios gastrointestinais, depressdo de
medula 6ssea, aumento de chances de insuficiéncia cardiaca e disfun¢do simultanea de varios
nervos periféricos (polineuropatia). Nos casos de resisténcia ao benznidazol a opgéo alternativa
passa a ser o Nifurtimox, que apresenta efeitos adversos como irritabilidade, sonoléncia,
vomito, dor abdominal exantema, anorexia, neuropatias, convulsdes e depressao (OLIVEIRA
et al., 2017; TORRICO et al., 2018; MANSOLDO et al, 2020; LASCANO; BOURNISSEN,;
ALTCHEH, 2022).
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Na fase aguda os farmacos apresentam uma relativa eficdcia no tratamento. Apesar
disso, diversos fatores como a ineficiéncia na fase cronica onde boa parte dos casos sdo
diagnosticados, periodos longos de tratamento, efeitos adversos graves e resisténcia do parasito
causam um grande éxodo de pacientes durante o tratamento. Devido a todos esse fato a busca
por novos compostos para o tratamento € de extrema importancia e urgéncia. (PINHEIRO et
al., 2017; ZREIN et al., 2018).

Quadro 3: Farmacos usados no tratamento da doenca de Chagas.

Farmacos \./"? de N Efeitos adversos
administracéo

Dermatite por hipersensibilidade, distarbios gastrointestinais
Benznidazol Oral e disfungdo simultanea de varios nervos periféricos
(polineuropatia).

Irritabilidade, sonoléncia, vomito, dor abdominal exantema,

ifurti Oral . ) - -
Nifurtimox anorexia, neuropatias, convulsdes e depressao

Fonte: Elaboracéo prépria

2.4. Derivados tiofénicos

Diversas pesquisas sdo realizadas com o intuito de se obter novas substancias com
potencial terapéutico, menos toxicos e custo de producdo menor que os dos atuais farmacos
utilizados (SUNDAR; CHAKRAVATY, 2015; BEZERRA-SOUZA, 2019). Devido ao avanco
da quimica organica teorica e experimental, se tornou possivel a sintese em laboratério que
permitiu promover alteragcdes estruturais em moléculas e obtencdo de novas moléculas com
propriedades terapéuticas. O mercado farmacéutico atual é composto por uma parcela
significativa de farmacos de origem sintética, como: ivermectina, cloroquina, remdesivir e
favipiravir (BARREIRO; BOLZANI, 2009; FAROOQ; NGAINI, 2021).

Dentre as classes de compostos sinteticos de destaque na investigagdo farmacologica,
encontram-se os derivados do tiofeno. O tiofeno (Figura 12), descoberto e isolado por Meyer

em 1882, é um composto de anel aromatico heterociclico pentagonal no qual um carbono de
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seu anel é substituido por um atomo de enxofre, formando um sistema aromatico, sendo uma
estrutura importante no planejamento de novos farmacos (KERI, 2017). Os derivados tiofénico
vem despertando bastante interesse na industria farmacéutica , pois apresentam estabilidade
quimica, simplicidade estrutural, sintese simples e baixo custo (AGUIAR et al., 2016;
IBRAHIM et al., 2016; BOZOROV et al., 2017).

Figura 12. Estrutura molecular do tiofeno.

S

Fonte: Elaboragéo Prdpria.

Os derivados 2-amino-tiofénicos foram sintetizados pela primeira vez pelo quimico
aleméo Karl Gewald, em 1961, e correspondem aos tiofénicos que apresentam pelo menos um
grupamento amino em sua molécula. Sua sintese consiste em uma reacdo entre compostos
carbonilicos (aldeidos e cetonas), nitrilas ativadas e enxofre em presenca de aminas secundarias
(GEWALD, 1965; GEWALD et al., 1966).

Os compostos de tiofeno também sdo encontrados em seres vivos e sua ocorréncia se da
em varios organismos, como fungos e plantas superiores, plantas como a Tagetes patula L. e
Tagetes minuta L. (Asteraceae), nas quais varios derivados tiofénicos ja foram identificados
como metabdlitos secundarios (MARGL et al., 2001).

As propriedades terapéuticas dos derivados tiofénicos sdo amplamente descritas na
literatura, a exemplo: antifingica (NEVES, 2020), antibacteriana (BARAVKAR, 2019).
antileishmania (RODRIGUES et al., 2015; FELIX et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018) e
anti-Trypanosoma cruzi (MAJUMDER; KIERSZENBAUM, 1993), sendo assim candidatos
promissores para o desenvolvimento de novos farmacos anti-Trypanosomatidae.

Considerando o cenario atual das leishmanioses e da doenca de Chagas, que s&o doencas
gue provocam altos indices de mortalidade e com alternativas terapéuticas limitadas e de graves

efeitos adversos e uma vez que os derivados tiofénicos sdo moléculas com potencialidades
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terapéuticas promissoras inclusive no campo das duas doencas citadas, este trabalho se propds
a estudar a atividade anti- Trypanosomatidae do derivado 2-amino-tiofénico SB-200 em ensaios

in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar a acdo anti-Trypanosomatidae do derivado 2-amino-tiofénico SB-200 sobre

Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos especificos

o Analisar a atividade antipromastigota do SB-200 sobre as espécies L. braziliensis, L.
major e L. infantum;

o Estudar a atividade antiepimastigota e antitripomastigota do SB-200 sobre T. cruzi;

o Estabelecer a citotoxicidade do SB-200 em macrofagos J774.Al e Células VERO;

o Verificar a integridade da membrana em formas promastigotas de L. infantum tratadas
com o SB-200;
o Verificar a integridades das ultraestruturas da L. infantum por microscopia eletrdnica de

varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissdo (MET);

o Verificar o tipo de morte celular induzida pela SB-200 em formas promastigotas de L.
infantum;

o Analisar a interacdo do SB-200 com a enzima N-miristoil transferase docking
molecular;

o Analisar a atividade antiamastigota do SB-200 sobre macréfagos infectados com L.
infantum;

o Averiguar a modulacdo da sintese de citocinas por macrofagos infectados com L.

infantum e tratados com SB-200;

o Avaliar a modulacdo da sintese de NO e EROs por macréfagos infectados com L.
infantum e tratados com SB-200;

o Estabelecer a toxicidade aguda do SB-200 em larvas de Zophobas morio.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de Doencas Infecciosas
(LADIC) do Campus Ministro Reis Velloso, Universidade Federal do Delta do Parnaiba.

4.2 Composto estudado e farmacos de referéncia

O derivado tiofénico  5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-(5,6,7,8-tetrahidro-4H-
ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina (chamado simplesmente de SB-200 neste trabalho) (Figura 13),
foi sintetizado e fornecido pelo Prof. Dr. Francisco Jaime Bezerra Mendonga Junior, do
Laboratdrio de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB).

Figura 13. Estrutura molecular da SB-200.
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Fonte: Elaboracéo propria.

O composto foi sintetizado via uma reacéo de duas etapas. A reagédo se inicia com uma
reacdo one pot entre malonitrila com uma cetona ciclica e enxofre elementar na presenca de
morfolina, seguida pelo procedimento de Gewald (HUANG; DOMLING, 2011). O tratamento
de adutos de Gewald com aldeidos aromaticos em meio etanolico e refluxo produziu o
composto de interesse SB-200. O composto foi sintetizado e descrito anteriormente
(MENDONCA JUNIOR et al., 2011; SOUZA et al., 2012).
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Antimoniato de meglumina (Glucantime® — Sanofi-Aventis Farmacéutica, S&o Paulo,
BRA) e anfotericina B (Anforicin B® — Cristalia, Sdo Paulo, BRA), farmacos de primeira e
segunda escolha, respectivamente, foram utilizados como controles positivos nos experimentos
antileishmania. Benznidazol (LAFEPE), farmaco de primeira linha no tratamento da Doenca

de Chagas, foi utilizada como controle positivo nos testes anti-Trypanosoma cruzi.

4.3 Manutencédo dos parasitos e macréfagos

Para os diferentes ensaios realizados foram utilizados parasitos das espécies Leishmania
(Leishmania) major (MHOM/BR/1976/JOF), Leishmania (Leishmania) infantum
(MHOM/BR/1974/PP75) e Leishmania (Leishmania) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903).
Formas promastigotas foram cultivadas em meio Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
suplementado com 20 % de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 1 % de
penicilina-estreptomicina 100 UI/100 mg (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (denominado de
Schneider completo neste trabalho) e 2 % de urina humana para da L. infantum, mantidas a 26
°C em incubadora de demanda bioldgica de oxigénio (BOD, do inglés Biochemical oxygen
demand) (COSTA et al., 2021).

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa CL) foram mantidas em meio
Liver Infusion Triptose (LIT) suplementado com 10 % de SFB e 1 % de penicilina-
estreptomicina 100 U1/100 mg (denominado de LIT completo neste trabalho), mantidas em
BOD a 28 °C.

Os macrdéfagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em garrafas de cultura celular de
75 cm? em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), suplementado a 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de penicilina-estreptomicina
10.000 UI/10 mg (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (denominado DMEM completo neste
trabalho) e incubados a 37 °C e 5 % de CO>. Os repiques foram realizados sempre que as células
atingissem 80 % de confluéncia, em torno de 48 h a 72 h apds o acondicionamento. Para isso,
0 meio foi retirado e as garrafas passavam por duas lavagens com salina tamponada com fosfato
(PBS) estéril para o descarte de células mortas e desaderidas. A seguir, foi adicionado o meio
DMEM completo e era realizado a raspagem das celulas aderidas com auxilio de um cell scraper
(Corning Glass Workers — New York — USA). As células foram entdo centrifugadas a 1000 rpm
por 10 min, diluidas em corante vital Azul de Tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e

contadas em Camara de Neubauer para analise da viabilidade celular e contagem para a
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distribuicdo correta de unidades por garrafa, na concentragdo de 5 x 10* células/garrafa
(ALONSO et al., 2019).

4.4 Cultivo de invertebrados

Para os ensaios de toxicidade in vivo foram utilizadas de larvas de Zophobas morio. As
larvas foram mantidas em caixas plasticas (60 cm x 40 cm x 80 cm) com agua e substrato de
crescimento (farinha de trigo) ad libidum, em temperatura ambiente de 25 + 2 °C (RIBEIRO et
al, 2023). As larvas pesando entre 100 a 200 mg, sem lesGes evidentes, melanizacdo e da mesma

proporcéo foram as escolhidas para o experimento.

4.5 Ensaio anti-Trypanosomatidae sobre parasitos do género Leishmania

4.5.1 Ensaio de atividade antileishmania contra formas promastigotas

O composto SB-200 foi adicionado a placas de cultura de células de 96 pocos contendo
meio Schneider completo, atingindo as concentragdes de 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM,
6,25 uM, 3,12 uM e 1,56 uM feitas de forma seriada. Logo apds, formas promastigotas das
espécies L. major, L. infantum e L. braziliensis, na fase de crescimento logaritmico, foram
adicionadas na quantidade de 1 x 108 leishmanias por poco. A placa foi mantida a 26 °C em
uma incubadora BOD por 72 h. Apds o periodo de tratamento, 10 pLL de brometo de [3- (4,5-
dimetiltiazol-2y I)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT) (5 mg/mL) foram adicionados a cada poco
para avaliacdo colorimétrica da inibicdo do crescimento. A placa foi incubada novamente por
mais 4 h, e entdo recebeu uma adigdo de 50 pL. de uma solugdo de dodecil sulfato de sodio
(DSS) a 10 % em agua destilada para solubilizacdo dos cristais de formazan. A leitura foi
realizada em um espectrofotdbmetro de microplacas em comprimento de onda de 540 nm
(AYROM et al., 2021). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do e em valores
de concentracdo inibitoria média (Clso), sendo o grupo controle, realizado com meio Schneider
completo a 0,5 % de DMSO, considerado como 0 % de inibi¢do do crescimento dos parasitos.

O controle positivo foi realizado com antimoniato de meglumina e anfotericina B.
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4.6 Ensaio anti-Trypanosomatidae sobre parasitos da espécie T. cruzi

4.6.1 Ensaio de atividade anti-Trypanosoma cruzi contra formas epimastigotas

Para a atividade antiepimastigota foi adicionado a placas de cultura de 96 pocos, a
substancia SB-200 nas concentragdes de 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM e 6,25 uM em meio
LIT completo. Em seguida foram adicionadas formas epimastigotas na fase de crescimento
logaritmico na quantidade de 1 x 10 por poco. A placa foi mantida a 28 °C em uma incubadora
BOD por 72 h. Ao final deste periodo foram retiradas aliquotas e diluidas em solucéo de isoton
(10,5 g de acido citrico, 7 g de NaCl, 15 mL de formaldeido em 1 L de &gua destilada) e
quantificadas em Camara de Neubauer sob microscopia 6ptica comum. Os resultados foram
expressos em porcentagem de inibicdo de crescimento e em valores de Clso de formas
epimastigotas, sendo o grupo controle, realizado com meio LIT completo a 0,5 % de DMSO,
considerado como 0 % de inibicdo do crescimento dos parasitos. O controle positivo foi
realizado com benznidazol (AZEREDO et al., 2014).

4.6.2 Ensaio de atividade anti-Trypanosoma cruzi contra formas tripomastigotas

Para a obtencédo das formas tripomastigotas, formas epimastigotas foram cultivadas em
meio LIT até atingirem sua fase logaritmica de crescimento (entre 7 a 9 dias de cultivo). Apés
esse periodo foram centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min e logo ap6s foram submetidas a
um estresse nutricional por 2 h a 28 °C com adic¢ao de 8 mL de meio Triatomine Artificial Urine
(TAU). Apos este periodo as formas estressadas foram centrifugadas e ressuspendidas em meio
TAU enriquecido com prolina, glutamina, aspartato e glicose (meio TAU3AAG) e incubadas a
28 °C por 96 h. Apos esse periodo as formas tripomastigotas metaciclicas foram coletadas no
sobrenadante das culturas, diferenciando-se das formas epimastigotas que aderem-se ao
substrato no fundo das garrafas (CONTRERAS et al., 1985).

Formas tripomastigotas foram adicionadas a placas de cultura de células de 96 pogos
contendo a substancia SB-200 em meio DMEM completo nas concentragdes de 100 uM, 50
uM, 25 uM, 12,5 uM e 6,25 uM. Em seguida foram adicionadas formas tripomastigotas na fase
de crescimento logaritmico na quantidade de 1 x 10° por pogo. A placa foi mantida a 28 °C em
uma incubadora BOD por 72 h. Ao final deste periodo foram retiradas aliquotas e diluidas em
solucdo de isoton e quantificadas em Camara de Neubauer sob microscopia 6ptica comum. Os

resultados foram expressos em porcentagem de inibigcdo de crescimento e em valores de Clso
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de formas tripomastigotas, sendo o grupo controle, realizado com meio DMEM completo a 0,5
% de DMSO, considerado como 0 % de inibicdo do crescimento dos parasitos. O controle
positivo foi realizado com benznidazol (AZEREDO et al., 2014).

4.7 Ensaio de citotoxicidade com macro6fagos J774.Al e células VERO

Em placas de 96 pogos foram cultivados 1 x 10° células por pogo em meio DMEM
completo e incubados por 3 h em estufa a 37 °C e 5 % de CO2 para adeséo celular. Apds este
tempo o sobrenadante foi retirado e substituido por um novo meio contendo as concentraces
de SB-200 de 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM e 1,56 uM feitas de forma seriada.
A placa foi mantida a 37 °C e 5 % de CO2 por 72 h. Apds o periodo de tratamento, 10 pL de
MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada pog¢o para avaliacdo colorimétrica da viabilidade
celular. A placa foi incubada novamente por mais 4 h, e entdo foi retirado o sobrenadante e
realizada a adi¢do de 100 uL de dimetil sulféxido (DMSO) para diluicdo dos cristais de
formazan. A leitura foi realizada em um espectrofotébmetro de microplacas em comprimento de
onda de 540 nm (modelo Molecular Devices Spectramax 190) (ILAGHI et al., 2021). Os
resultados foram expressos em porcentagem e em termos de concentragdo citotoxica média
(CCso), sendo o grupo controle, realizado com meio DMEM completo a 0,5 % de DMSO,
considerado como 100 % de viabilidade celular. O controle positivo foi realizado com

antimoniato de meglumina, anfotericina B e benznidazol.

4.8 Ensaio de integridade da membrana das formas promastigotas de L. infantum

Formas promastigotas de L. infantum na sua fase logaritmica foram semeadas em placa
de 96 pocos (2 x 10%por pogo) contendo meio Schneider completo junto com as concentracoes
equivalentes a Clsp, 2 X Clsg e 4 x Cl s do SB-200. Ap6s 72 h de incubacdo em BOD, foi
adicionado o corante SYTOX green (5 uM) e a placa foi incubada por mais 7 h. Ao final do
periodo a leitura foi realizada em um leitor de fluorescéncia com filtro de emissdo de 523 nm e
excitacdo em 488 nm. O controle positivo foi realizado com Triton X-100 (MENDONCA et
al., 2018).

4.9 Ensaio ultraestrutural
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Formas promastigotas em fase logaritmica de crescimento (1 x 10°) foram tratadas com
a Clso de SB-200 e incubadas por 24 h em BOD a 26 °C. Apds este periodo, as amostras foram
lavadas trés vezes com PBS, fixadas com Karnovsky (2 % de paraformaldeiro e 2 % de
glutaraldeido) em tampao cacodilato de sodio (0,1 M, pH 7,2) por 4 h e pos-fixadas por 1 h em
uma solucdo contendo 1% de OsOa, 0,8 % de ferricianeto de potéssio e 5 mM de CaCl, em
tampdo cacodilato de sodio de (0,1 M, pH 7,2). A seguir as amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona (30 a 100 %). Para analise em microscopia eletrénica de
transmissédo, apos a desidratacdo, o material foi incluido em resina Spurr. Os cortes ultrafinos
foram obtidos em ultramicrotomo (Leica EM, Alemanhd), contrastados com acetato de uranila
e citrato de chumbo. A andlise foi realizada em microscépio eletrdnico de transmissao Jeol JEM
1011 (Jeol, Japéo). Para analise na microscopia eletronica de varredura, ap6s a desidratacéo, o
material foi submetido a secagem com o ponto critico (Balzers CPD 030, Alemanhad) com CO>
e metalizado (Leica EM SCD 550, Alemanhd) com ouro. A analise foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM-7001F (Jeol, Japdo) (PAIVA; RADICCHI;
BAO, 2022; FREITAS et al., 2022).

4.10 Avaliacdo do perfil de morte celular de formas promastigotas de L. infantum por

citometria de fluxo

Formas promastigotas em fase logaritmica de L. infantum (1 x 10°) foram tratadas e
incubadas durante 4 h com as concentrac@es equivalentes a Clso, 2 X Clsg € 4 X Clsg do SB-200.
Apos o tratamento, foram feitas trés lavagens com PBS e as células foram ressuspensas em
tampado de ligacdo a anexina (NaCl 140 mM, HEPES 10 mM, e CaCl, 2,5 mM, pH 7,4) seguindo
o protocolo fornecido pelo fabricante. A seguir foram marcadas com o kit de detec¢do de
apoptose Anexina V-FITC/7-amino-actinomicina D (7-AAD) e analisadas através de um
citdbmetro de fluxo (BD FACSCanto® Il BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Ao todo, 30.000
células foram investigadas e os dados foram analisados através do software FlowJo 10.0.7
TreeStar Inc., Ashland, OR, EUA (RODRIGUES et al., 2021).

4.11 Estudo de simulacéo por docking molecular
As estruturas 3D do alvo molecular N-myristoyl transferase (4A30) foram obtidos do

Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, et al., 2000). O pacote Autodock 4.2. foi usado para os

procedimentos de dockagem molecular, enquanto o AutoDock Tools (ADT) versédo 1.5.6.60.
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foi utilizado para as simulacbes das proteinas e seus ligantes (GOODSELL; MORRIS;
OLSON,1996; SANNER, 1999; MORRIS; HUEY; OLSON, 2008; GOODSELL, 2009). Para
as andlises das simulacdes foi definido o receptor como rigido e cada ligante como flexivel. As
cargas parciais de Gasteiger foi realizado ap6s o acréscimo dos hidrogénios de queda
(GASTEIGER; MARSILI, 1980). Os atomos de hidrogénio ndo polares da proteina e do ligante
foram subsequentemente fundidos. Uma caixa cubica nas proporc¢des de 60 x 60 x 60 pontos
com um espacamento de 0,35 A entre os pontos da grade foi gerada para o alvo de proteina de
furo. Os centros de grade de afinidade foram definidos. Na procura do docking, foram usados
0s métodos do algoritmo genético Lamarckiano de investigacdo global (LGA) e os métodos
pseudo-Solis e Wets de rastreio local (LS) (SOLIS; WETS, 1981; MORRIS, et al., 1998).
Foram realizadas 100 execucbes de simulagdes de docking independentes para ligante
(ROCHA, et al., 2018). Outras medidas de docking foram estabelecidas como valores padrdes.
As conformac6es ancoradas resultantes foram agrupadas em familias de acordo com o RMSD.
Para obter uma melhor analise, as coordenadas dos complexos selecionados foram eleitas pelo
critério de menor conformacdo docking do cluster com menor energia em combinagdo com uma

inspecdo visual.

4.12 Ensaio de atividade antileishmania contra formas amastigotas intramacrofagicas

A infecc¢do foi realizada em placa de 24 pogos contendo laminulas circulares estéreis de
13 mm. Os macréfagos foram plagueados na concentragéo 1 x 10° em 500 uL de meio DMEM
e incubados a 37 °C e 5 % de CO: por 4 h para a adesao celular. Apds esse tempo 0S po¢os
foram lavados com PBS para retirada de macréfagos que ndo aderiram € um novo meio
contendo formas promastigotas metaciclicas de L. infantum na propor¢do de 10
promastigotas/macréfago em cada poco foi adicionado. O periodo de infec¢do foi de 4 h e ap6s
este tempo o meio foi aspirado para remover as promastigotas que ndo infectaram o0s
macrofagos € um novo meio contendo as concentragdes seriadas de 50 uM, 25 uM, 12,5 uM,
6,25 uM e 3,12 uM de SB-200 foi adicionado. Apds a incubacdo de 72 h, as laminulas foram
removidas e coradas com pandptico rapido. Para cada laminula, 300 macrofagos foram
avaliados quanto ao numero de células infectadas e 0 nimero de parasitos por cada macrofago.
Os valores foram utilizados para o célculo da concentragéo efetiva média (CEso) (TAVARES
et al., 2018). O controle negativo foi realizado com meio DMEM completo a 0,5 % de DMSO.

O controle positivo foi realizado com antimoniato de meglumina os sobrenadantes dos ensaios
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de tratamento de macrofagos infectados foram reservados e mantidos em freezer & -20 °C para
futuras dosagens de producéo de citocinas e NO.

4.13 Avaliacéo do perfil imunomodulador do SB-200 sobre macréfagos infectados com L.

infantum

4.13.1. Dosagem de citocinas

Para investigar o padrdo de citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-12) induzidas pelo
tratamento com SB-200, foram utilizados os sobrenadantes dos ensaios de infeccdo de
macrofagos por L. infantum. A dosagem foi realizada pelo método de ELISA sanduiche,
conforme metodologia descrita pelo fabricante do Kit (eBioscience).

Placas ELISA (NUNC-ImmunoTM - Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura e incubadas a 4 °C por 18 h para a quantificagdo de
citocinas. Em seguida as placas foram lavadas com PBS a 0,05 % de Tween 20 e 0s sitios
inespecificos foram bloqueados com uma solucdo de blogueio (PBS a 10 % de SFB) e
incubados durante 1 h. Apds este periodo, foram feitas novas lavagens com PBS, e entdo os
sobrenadantes do ensaio de infeccdo foram adicionados aos pocos assim como diferentes
concentracdes de citocinas recombinantes para realizar a curva padrdo. A seguir, as placas
foram novamente incubadas a 4 °C por 18 h.

Apds aincubacdo, as placas foram lavadas novamente e um complexo detector (formado
pelo anticorpo de deteccdo biotinilado) foi adicionado as placas, sendo essas, incubadas
novamente por 1 h. Posteriormente, as placas foram lavadas e acrescentou-se o complexo
enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP), e em seguida incubou-se por 30 min a
temperatura ambiente. Apds lavagem adicional, a reacdo foi revelada pela adicdo de uma
solugdo de substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e peroxido de hidrogénio. Apds 15
min esta reacdo foi interrompida com a adicdo de &cido sulfurico 1 N. Em seguida as placas
foram lidas a 450 nm em espectrofotdmetro para a quantificagdo de citocinas por interpolacdo

de curva padrao.
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4.13.2 Dosagem de NO

A producdo indireta de NO foi avaliada em sobrenadantes dos ensaios de infec¢do pelo
método de Griess. Para este ensaio, 100 uL dos sobrenadantes do ensaio de infeccdo de
macrofagos foram misturados com o mesmo volume de reagente de Griess em placa de 96
pocos. A placa permaneceu incubada durante 10 min em temperatura ambiente e logo apos foi
lida em um espectrofotdmetro a 540 nm. A concentracédo de nitrito foi estimada por interpolacéo
da curva-padrdo com concentracGes determinadas de NaNO. (2 a 125 uM de NaNO3)
(GARCIA et al, 2021).

4.13.3 Determinacdo da producdo de EROs

Para a determinar os niveis de EROs em macréfagos J774A.1 infectados com L.
infantum e tratados com o SB-200, foi utilizado o teste de H>DCFDA
(diclorodihidrofluoresceina). A principio, foram semeados macréfagos (1 x 10° por pogo) em
placas de 96 pogos contendo meio DMEM completo, em seguida incubados por 3ha 37 °Ce
5 % de COy, realizando assim a adesdo celular. Apds a adesdo, estes macrdéfagos foram
infectados com formas promastigotas de L. infantum na proporcdio de 10:1
leishmania/macréfago. Apds 4 h de incubagdo os macrdfagos infectados foram tratados com
SB-200 nas concentracdes Clso; 2xClso € 4xClsp por 72 h. Em seguida 10 uL de corante
H>DCFDA foram adicionados, atingindo uma concentra¢do final de 20 uM. A placa foi
incubada a 37 °C por 30 min (no escuro), e a intensidade da fluorescéncia foi medida usando
um espectrofluorémetro (FLx800) com 485 nm de excitacdo e 528 nm de emisséo (SHIO et al.,
2015).

4.14 Ensaio de toxicidade aguda in vivo com Zophobas morio

Para o ensaio de toxicidade aguda, larvas de Z. morio foram tratadas com 10 pL de SB-
200 nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg de SB-200 diluidas em salina (cloreto de sddio a 0,9%) a 2
% de DMSO. A aplicagéo foi realizada na regido da hemocele, no segundo ou terceiro esternito
visivel acima das pernas, na por¢éo ventral, com auxilio de uma seringa do tipo Hamilton (8 x
0,30 mm). As larvas foram acomodadas em placas de Petri contendo substrato de crescimento

(farinha de trigo), por 48 h em temperatura ambiente. Apds o periodo, os individuos com
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extensa melanizagdo do corpo, encolhimento da sua forma normal e que ndo apresentaram
sinais de sensibilidade, foram definidos como mortos.

Para mensurar a melanizacdo, as larvas foram homogeneizadas com auxilio de um
macerador em 2 mL de tampéo PBS, centrifugadas e cerca de 100 pL do sobrenadante foram
semeados em placa de 96 pocos. A leitura da placa foi realizada em um espectrofotometro de
microplacas em comprimento de onda de 540 nm. Os controles positivos e negativos foram

realizados com DMSO puro e com salina a 2 % de DMSO, respectivamente (RIBEIRO, 2023).

4.15 Andlise Estatistica

As diferentes concentragcdes médias sobre Clso, CEso e CCso foram calculadas por
regressdo ndo linear. Para comparacdes entre grupos foram realizadas as analises de variancia
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel maximo de

significancia estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da atividade antileishmania contra formas promastigotas de Leishmania

A avaliagdo do perfil inibitério do SB-200 sobre formas promastigotas foi realizada em
ensaios in vitro contra as espécies L. braziliensis, L. major e L. infantum pelo ensaio do MTT.
Foi verificado que o composto possui eficacia em inibir o crescimento das trés espécies testadas
(Figura 14). As taxas de inibicdo para L. braziliensis foram de 1,29 %, 22,63 %, 64,95 %, 69,63
%, 82,1 %, 95,37 % e 96,1 % nas concentracdes de 1,56 uM, 3,12 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25
uM, 50 uM e 100 uM respectivamente (Figura 14A) apresentando um Clso de 4,25 uM (Tabela
1). Nas mesmas concentragdes, SB-200 inibiu o crescimento de promastigotas de L. major em
37,14 %, 42,39 %, 90,14 %, 92,33 %, 95,4 %, 92,72 % e 91,21 % (Figura 14B) com um Clsg
de 4,65 uM (Tabela 1) e de L. infantum em 34,9 %, 39,76 %, 63,18 %, 82,6 %, 92,83 % e 97,91
% (Figura 14C) que demonstrou um Clso de 3,96 uM (Tabela 1).

SB-200 apresentou um indice de seletividade em macrofagos de 10; 9,2; e 10,73 € 9,2;
8,4; 9,89 para VERO para promastigotas de L. braziliensis, L. major e L. infantum
respectivamente, superior aos farmacos de referéncia. A anfotericina B apresentou indice de
seletividade de 0,75; 0,64 e 0,85 (macrofagos) e 1; 0,86; 1,14 (VERO) para L. braziliensis, L.
major e L. infantum, respectivamente, enquanto para as mesmas espécies, 0 antimoniato de
meglumina apresentou indice de seletividade de 0,29, 0,025 e 0,03 (macré6fagos) e 0,007; 0,006
;0,007 (VERO) (Tabela 1). Os valores abaixo de 1 observados para os farmacos de referéncia
indicam que sdo mais toxicos para as células do que para os parasitos.
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Figura 14. Atividade antileishmania de SB-200 sobre formas promastigotas de L.braziliensis,
L. major e L. infantum
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Fonte: Elaboracdo prépria. As formas promastigotas de Leishmania braziliensis (A), Leishmania major (B) e
Leishmania infantum (C). foram cultivadas em meio Schneider completo e incubadas na presenga de diferentes
concentracfes do SB-200. A inibicdo do crescimento dos parasitos foi avaliada pelo ensaio do MTT apds 72 h de
tratamento. Dados representam a média + erro padrdo da média de ao menos trés experimentos independentes
realizados em triplicata, considerando o controle (DMSO 0,5 % em meio Schneider completo) como 0 % de
inibicdo. A comparagdo entre os grupos foi realizada por One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey,
sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparacdo ao controle.

Tabela 1. Atividade antipromastigota, efeito citotdxico sobre células mamiferas e valores do
indice de seletividade (IS) calculados para o SB-200, antimoniato de meglumina e anfotericina
B.

Compostos  Macréfagos VERO L. braziliensis L. major L. infantum
J774.A1
CCso CCso Clso IS IS Clso IS IS Clso IS IS
Y UM MM a77aa1 vERO MM g77aa1 vero MM JI74A1  VERO
SB-200 42,52 39,2 4,25 10 9,2 4,62 9,2 8,4 3,96 10,73 9,89
Anfotericina 0,24 0,32 0,32 0,75 1 037 064 086 028 08 114
B
Antimoniato 658,7 173,63 22395 0,29 0,007 26284 0,025 0,006 21731 0,03 0,007
de
meglumina

IS (indice de seletividade) = CCso/Clso

5.2. Avaliacdo da atividade anti-Trypanosoma cruzi contra formas epimastigotas e

tripomastigotas

Os ensaios anti-Trypanosoma cruzi sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas
foram realizados ap6s 72 h de tratamento com o SB-200. As formas epimastigotas apresentaram
diversas alteragdes morfoldgicas nas maiores concentracdes (100 uM, 50 uM) tais como
auséncia de flagelo e alteracdo de formato tipico. O tratamento causou ainda taxas de inibicédo
de 72,4 %, 79,19 %, 80,07 %, 83,43 % e 100 % nas respectivas concentragdes de 6,25 uM, 12,5
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UM, 25 uM, 50 uM e 100 uM (Figura 15A) com Clsp de 2,69 uM, e um indice de seletividade
de 15,8 (macréfagos) e 14,5 (VERO) (Tabela 2). Nas formas tripomastigotas observou-se
auséncia de movimento e deformacéo por completo da forma morfoldgica dos parasitos nas
concentragdes de 100 uM ¢ 50 puM, caracterizando assim uma inibicdo de 100 % nestas
concentragOes, e apresentaram taxas de inibi¢do de 2,9 %, 11,28 % e 18 % nas respectivas
concentragdes 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM (Figura 15B) com Clso de 29,69 uM, e indice de
seletividade de 1,44 (macrofagos) e 1,3 (VERO) (Tabela 2).

Figura 15. Atividade anti-Trypanosoma cruzi do SB-200.
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Fonte: Elaboracdo prépria. As formas epimastigotas (A) foram cultivadas em meio LIT completo e as
tripomastigotas (B) em meio DMEM completo e ambas foram incubadas na presenca de diferentes concentragdes
do SB-200. A inibigdo do crescimento dos parasitos foi avaliada por contagem em camara de neubauer apés 72 h
de tratamento. Dados representam a média + erro padrdo da média de ao menos trés experimentos independentes
realizados em triplicata, considerando o controle (DMSO 0,5% em meio LIT ou DMEM completo) como 0% de
inibicdo. A comparagdo entre os grupos foi realizada por One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey,
sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparacao ao controle.

Tabela 2. Atividade anti-Trypanosoma cruzi sobre formas epimastigotas e tripromastigotas,
efeito citotoxico sobre células mamiferas e valores do indice de seletividade (IS) calculados
para o SB-200 e benznidazol.

Compostos  Macrofagos VERO Epimastigota Tripomastigota
J774.A1
CCsxo CCso Clso IS IS Clso IS IS
uM HM MM J774A1  VERO UM J774AlL  VERO
SB-200 42,52 392 2,69 158 145 29,69 1,44 1,3
Benzonidazol 79,23 147,37 1118 0,7 1,3 21,11 3,75 6,9

IS (indice de seletividade) = CCso/Clso
5.3. Avaliagéo da citotoxicidade sobre macrofagos J774.Al e células VERO
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A seguranga do SB-200 foi avaliada in vitro através de ensaios de citotoxicidade sobre
macrofagos e células VERO. Conforme apresentado na Figura 16A, os resultados da
citotoxicidade da SB-200 sobre macrofagos J774.A1 demonstraram que somente na
concentracdo de 12,5 uM, 25 pM e 50 pM causaram uma citotoxicidade, apresentando
respectivamente nestas concentragfes, uma viabilidade de 85 %, 64,5% e 23,9 %. Através
destes resultados foi possivel calcular a CCso de SB-200, demonstrando um valor de 42,52 uM
(Tabela 1). Em células VERO o SB-200 se apresentou citotoxica na concentracdo de 12,5 UM,
25 UM e 50 pM (Figura 16B), com uma viabilidade de 60,3 %, 57,9 % e 41,7 %
respectivamente, apresentando um CCsg de 39,2 uM.

SB-200 apresentou um indice de seletividade para L. infantum (IS) de 10,73 aos
farmacos de referéncia. A anfotericina B apresentou IS de 0,85, enquanto o antimoniato de
meglumina apresentou um IS de 0,03 (Tabela 1). Os valores abaixo de 1 observados para 0s
farmacos de referéncia indicam que sdo mais toxicos para os macréfagos do que para 0s

parasitos.

Figura 16. Atividade citotoxica do SB-200 sobre células mamiferas.
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Fonte: Elaboracdo prépria. Para determinacdo da citotoxicidade sobre macréfagos J774.A1 (A) e células VERO
(B), as células foram semeadas em meio DMEM completo e expostas a diferentes concentracdes de SB-200 por
72 h. MTT foi aplicado para mensurar a viabilidade celular. Dados representam a média * erro padrdo da média
de ao menos trés experimentos independentes realizados em triplicata, considerando o controle (DMSO 0,5 % em
DMEM completo) como 100% de viabilidade. A comparacao entre os grupos foi realizada por One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparagdo ao controle.

5.4. Avaliagao da integridade da membrana de formas promastigotas de L. infantum
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A integridade da membrana plasmatica de formas promastigotas tratadas com SB-200
foi averiguada pelo teste do SYTOX green. Os resultados demonstram um aumento significativo
de 52,6 %, 81,52 % e 83,6 % na permeabilidade da membrana das promastigotas tratadas com

SB-200 nas concentragdes de 1 x Clso, 2 X Clso, e 4 x Clso, respectivamente (Figura 17).

Figura 17. Integridade da membrana de formas promastigotas de L. infantum tratadas com
SB-200.
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Fonte: Elaboracéo propria. As formas promastigotas de L. infantum foram cultivadas em meio Schneider completo
e incubados na presenca de diferentes concentra¢cGes do SB-200. A integridade da membrana foi avaliada pela
sonda SYTOX green ap6s 72 h de tratamento. Dados representam a média + erro padrdo da média de ao menos
trés experimentos independentes realizados em triplicata, considerando o controle (DMSO 0,5 % em meio
Schneider completo) como 0 % de permeabilidade. A comparacdo entre os grupos foi realizada por One-way
ANOVA se-guido pelo pés-teste de Tukey, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparagdo ao controle.

5.5. Analise ultraestrutural de formas promastigotas

No intuito de investigar as altera¢fes causadas em formas promastigotas pelo tratamento
com SB-200, foram realizados ensaios de microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia eletronica de transmisséo (MET). As Figuras 18B, 18C e 18D apresentam a analise
morfoldgica das promastigotas de L. infantum tratadas com a 1Cso do SB-200, avaliados por
MEV. Células ndo tratadas, com morfologia fusiforme alongada, membrana plasmatica intacta
e flagelos mais longos que o corpo celular € apresentado na Figura 18A. Apds o tratamento,
foram observados o aparecimento de flagelos curtos (Figura 18B, 18C) e danos a membrana

plasmética como a formac&o de poros e fissuras (Figura 18D).
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Figura 18. Efeitos do SB-200 sobre a morfologia de formas promastigotas de L. infantum

usando Microscopia de Varredura (MEV).

Fonte: Elaboracdo prépria. Efeitos do SB-200 sobre a morfologia de formas promastigotas de L. infantum usando
MEV. Formas promastigotas foram semeadas em meio Schneider completo, tratadas com a 1Csp de SB-200 por 24
h e analisadas pela MET. A — controle negativo. B, C e D — tratamento com a Clso de SB-200. Setas indicam
alteracGes estruturais nos flagelos e circulo indicam alteracdes de membrana plasmaética.

Uma andlise ultraestrutural de promastigotas de L. infantum tratadas com SB-200
também foi realizada por MET. As células ndo-tratadas apresentaram um nucleo arredondado,
citoplasma homogéneo, mitocondria alongada contendo cristas, morfologia regular do
cinetoplasto e bolsa flagelar (Figura 19A). As células tratadas com SB-200 a concentracao

correspondente a Clso apresentaram aumento do nimero de vacuolos citoplasmaticos (Figura
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19B, 19C, 19D), surgimento de corpos lipidicos (Figura 19C), descolamento da membrana
nuclear e fragmentacao do nucleo (Figura 19D) e inchago do cinetoplasto e da mitocéndria com

perca no conteudo da matriz (Figura 19C).

Figura 19. Efeitos do SB-200 sobre a morfologia de formas promastigotas de L. infantum

usando Microscopia eletronica de transmissdo (MET).

Fonte: Elaboragdo propria. Efeitos do SB-200 sobre a morfologia de formas promastigotas de L. infantum usando
MET. Formas promastigotas foram semeadas em meio Schneider completo, tratadas com 12,5 uM de SB-200 por
24 h e analisadas pelo MET. A — controle negativo. B, C e D — tratamento com 12,5 uM de SB-200. Vérias
alteracBes foram observadas, tais como descolamento da membrana nuclear e fragmenta¢do do nucleo (D);
acumulo de vaculos e corpos lipidicos (B, C e D); inchago mitocondrial com perca no conteido da matriz (C). m
= mitocbndria, n = nicleo, f = flagelo, K= cinetoplasto, v= vactolo, *= corpo lipidico. Setas indicam alteracGes
estruturais.
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5.6 Avaliacao do perfil apoptotico/necrdtico de promastigotas de L. infatum tratadas com

SB-200

Para determinar o mecanismo de morte celular de promastigotas de L. infatum expostas
ao SB-200, foram realizados ensaios de citometria de fluxo usando dupla marcagédo com
Anexina V-FITC e 7AAD. As células com apoptose inicial, com marcacdo +Anexina V-
FITC/7AAD- apresentaram um aumento significativo de 236,4 % na concentracdo de 4 x Clso
quando comparado ao controle (Figura 20A). Ja as células em apoptose tardia, com marcacao
+Anexina V-FITC/7TAAD+, apresentaram aumento de 150 % (1 x Clso), 248,2% (2 x Clso) e
297,7 % (4 x Clso) mediante o tratamento com SB-200 (Figura 20B). As células necroticas,
representadas pela marcacdo -Anexina V-FITC/7AAD+, aumentaram apds o tratamento com
SB-200 em 262,8 % (1 x Clso), 390 % (2 x Clsp) e 643,8 % (4 x Clso) quando comparados ao
controle (Figura 20C).

Figura 20. Analise de citometria de fluxo de promastigotas de L. infantum.
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Fonte: Elaboracéo propria. Formas promastigotas de L. infantum foram incubadas com SB -200 nas concentragées
de Clsg, 2 X Clsp € 4 x Cls. Foi realizada uma dupla marcagdo com Anexina V/7AAD e avaliadas por citometria
de fluxo. Dados representam a média + erro. A comparacéao entre os grupos foi realizada por One-way ANOVA
seguido pelo pés-teste de Tukey, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparagao ao controle.

5.7. Docking molecular

Os resultados do encaixe do SB-200 no sitio catalitico das enzima apresentando as
energias de ligacdo (Edock), demonstram boa afinidade molecular entre SB-200 e a proteina
N-myristoyl transferase, apresentando uma energia de ligacéo igual a -9.1 kcal.mol™. O ligante

apresentou interacdo com os aminoacidos (por interacGes hidrofébicas) Asnl67; 11el66;
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Thr203; Ala204; Gly205; Phe90; Val81; Tyr80; Leul69 (Figura 21C) e com o principal sitio
ativo, 0 aminoacido Tyr217 (Figura 21A e 21B).

Figura 21: Estruturas 3D do docking molecular da SB-200

Te166(A)

Tyr217(A)

Fonte: Elaboracdo prdpria. Estruturas 3D do docking molecular da SB-200 (Figura A) , temos o local de interagéo
da SB-200 com os aminoacidos. Figura B temos o sitio ativo da interagéo entre o ligante SB-200 com a proteina
4A30. Figura C ligacdes hidrofobicas e por pontes de hidrogénio da SB-200.
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5.8. Avaliacao da atividade antileishmania contra formas amastigotas intramacrofagicas
de L. infantum

Os resultados referentes aos macrofagos infectados com L. infantum e tratados com SB-
200 foram apresentados através de dois parametros: porcentagem de macrofagos infectados e
numero de amastigotas/macrofagos que se encontram na Figura 22.

Em se tratando da porcentagem de macréfagos infectados, o tratamento com SB-200
por 72 h levou a reducéo de 45,6 %, 84,2 %, 98,15 % e 100 % de macrdfagos infectados nas
concentragdes de 3,12 uM, 6,25 uM, 12,5 uM e 25 pM, respectivamente, quando comparados
ao controle negativo (Figura 22A).

No segundo critério avaliado, nimero de amastigotas por macréfago infectado, o
tratamento com SB-200 causou reducdo de 46,11 %, 86,23 %, 93,12 % e 100 % de formas
amastigotas presente no interior de macrofagos infectados, nas concentracdes de 3,12 uM, 6,25
UM, 12,5 uM e 25 uM, respectivamente, em relacdo ao controle negativo (Figura 22B).

Os ensaios resultaram em um CEsp de 2,84 uM com indice de seletividade de 14,97
(macrofagos) 13,8 (VERO) e para a SB-200, enquanto o antimoniato de meglumina apresentou
um CEsode 176,93 uM com Sl de 3,72 (macrofagos) e 0,98 (VERO) (Tabela 3).

Figura 22. Atividade antileishmania contra formas amastigotas intramacrofagicas de L.
infantum tratadas com SB-200.
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Fonte: Elaboragdo propria. (A) porcentagem de infecgdo; (B) nimero de amastigotas por macrofagos. Células
J774.A1 foram infectadas com formas promastigotas de L infantum na proporcédo de 10:1 macrofagos/parasito e
tratadas com SB-200 por 72 h. Apds o tratamento foram avaliadas por contagem das laminulas circulares. Dados
representam a média + erro padrdo da média de ao menos trés experimentos independentes realizados em triplicata,
considerando o controle (DMSO 0,5 % em DMEM completo) como 0% de inibi¢do. A comparagéo entre 0s grupos
foi realizada por One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em
comparagao ao controle.
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Tabela 3. Atividade antileishmania sobre formas amastigotas intramacrofagicas, efeito
citotoxico sobre celulas mamiferas e valores do indice de seletividade (IS) calculados para o
SB-200 e antimoniato de meglumina

Compostos RAW VERO Amastigotas Intramacrofagicas
J774.A1
CCso CCso CEso ISrAW ISvero
HM MM HM J774.A1
SB-200 42,52 39,2 2,84 14,97 13,8
Antimoniato de  658,7 173,63 176,93 3,7 0,98
meglumina

IS (indice de seletividade) = CCs0/CEsg

5.9. Avaliacgao do perfil de imunomodulador de macro6fagos infectados com L. infantum e
tratados com SB-200

Devido a atividade antiamastigota demonstrada pelo SB-200, foi investigado o perfil
imunomodulador desta molécula no sobrenadante dos ensaios de infec¢do. SB-200 aumentou a
producdo de citocinas importantes para defesa do hospedeiro contra Leishmania, com aumentos
de 80,7 % (3,12 uM), 118,7 % (6,24 uM) 182,6 % (12,5 uM) para TNF-a (Figura 23A),
aumento de 108,6 % (6,24 uM) e 194,4 % (12,5 uM) para IL-12 (Figura 23B) e aumento de
37,9 % (12,5 uM) para IL-1p (Figura 23C), todos em relacdo ao controle negativo. O composto
também reduziu os niveis de IL-10 nas maiores concentra¢@es, com uma reducdo de 38,8 % na
concentracdo de 6,24 uM e 69,4 % em 12,5 uM (Figura 23D), citocina que esta envolvida na
susceptibilidade a infeccdo. O tratamento com SB-200 néo alterou os niveis de IL-6 (Figura

23E) nas condigdes testadas.



Figura 23.

tratados com SB-200.
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Fonte: Elaboracéo prdpria. Perfil imunomodulador do SB-200 em macro6fagos infectados com L. infantum. (A)
TNF-0; (B) IL-12; (C) IL-1B; (D) IL-10; (E) IL-6. Dados representam a média + erro padrdo da média de ao menos.
A comparagdo entre os grupos foi realizada por One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, sendo
*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparagéo ao controle.

5.10. Avaliacado da producdo de NO e EROs por macroéfagos infectados com L. infantum e
tratados com SB-200

No sobrenadante dos ensaios de infeccdo também foi investigada a producdo de NO
através da dosagem indireta de nitritos. Foi possivel observar um aumento significativo de NO
todos os grupos tratados com o SB-200, sendo capaz de amplificar a produgdo em 92,6 % (3,12
KUM) ,196,7 %, (6,24 uM), 225,2% (12,5 uM) quando comparado ao controle (Figura 24A).

No ensaio de producdo de EROs por macrofagos infectados com L. infantum e tratados
com o SB-200 por 72 h, também foi constatado um aumento de 41,15%, 81,56%, 90,25% nas
concentrages 3,12 uM, 6,24 uM, 12,5 uM respectivamente (Figura 24B).
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Figura 24. Niveis de o6xido nitrico (NO) e espécies reativas a oxigénio (EROs) produzidos
por macréfagos infectados com L. infantum e tratados com SB-200.
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Fonte: Elaboracao propria. Produgdo de NO (A) e EROs (B) em macrdfagos infectados com L. infantum e tratados
com o SB-200. A producéo de NO foi avaliada pelo método de Griess e a producao de EROs através do diacetato
de 2',7'-diclorofluoresceina (H.DCFDA). Dados representam a média + erro padrdo da média de ao menos trés
experimentos independentes realizados em triplicata. A comparacdo entre os grupos foi realizada por One-way
ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparacdo ao controle.

5.11. Avaliacéo da toxicidade aguda in vivo com Z. morio

Para a avaliacdo da toxicidade aguda, um ensaio com larvas de Z. morio foi realizado.
Né&o foram observadas mortes em nenhuma das doses testadas de SB-200 (Figura 25A) em 48
h de tratamento, resultando em uma dose letal 50 (DLso) de > 3000 mg/kg. O tratamento com
controle positivo resultou em uma taxa de morte de 40 %. Na avaliacdo da producdo de
melanina, o tratamento com SB-200 ndo alterou o nivel de melanizagdo (Figura 25B), em
comparacdo ao controle negativo. Por outro lado, o controle positivo, realizado com DMSO

puro, aumentou a pigmentacdo em 48,4 % (Figura 25B).
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Figura 25. Toxicidade aguda sobre larvas de Z. morio.
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Fonte: Elaboragao prépria. Porcentagem de sobrevivéncia (A) e taxa de melanizagdo (B) de larvas de Z. morio. As
larvas foram incubadas por 48 h com diferentes concentragdes de SB-200. A taxa de sobrevivéncia foi avaliada de
acordo com a sensibilidade, melanizacdo e morfologia das larvas. Dados representam a média + erro padrdo da
média de ao menos trés experimentos independentes realizados em triplicata, considerando o controle negativo
(Salina com 2% de DMSO) como 100% de viabilidade. A comparagao entre os grupos foi realizada por One-way
ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparagéo ao controle.

Figura 26. Perfil de sobrevivéncia de larvas de Z. morio.

Fonte: Elaboracdo prépria. Sobrevivéncia das larvas de Z. morio . Controle negativo (A). DMSO a 100% (B).
Larvas tratadas com SB-200 nas concentracBes 3 mg/Kg (C), 30 mg/Kg (D) e 300 mg/Kg (E). As setas vermelhas
apontam larvas mortas apresentando encolhimento do corpo, melanizagéo e falta de sensibilidade.
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses e a doenca de Chagas estdo entre as principais DTN que mais
incapacitam e causam maior niumero de mortes nas populacdes mais carentes do mundo
(MAHAJAN et al., 2018; ECHEVERRIA; MORILLO, 2019). Apesar dessas doencas
possuirem terapia, os farmacos disponiveis no mercado apresentam diversos problemas como:
alto custo, alta toxicidade, a maioria sdo administrados por via parenteral e muitos casos de
resisténcia dos parasitos (PONTE-SUCRE, 2017).

Diante desta realidade preocupante, € necessario 0 desenvolvimento urgente de melhores
opcOes para o tratamento, como a pesquisa de compostos naturais e sintéticos com atividade
antileishmania e anti-Trypanosoma cruzi. Na busca de novos farmacos, o grupo dos derivados
tiofénicos tém ganhado destaque por revelarem muitos compostos com atividade antiparasitaria
(SILVA-JUNIOR et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018).

Nesse contexto, considerando o cenario atual das leishmanioses e da doenca de Chagas
e tendo em vista os promissores resultados com derivados tiofénicos em trabalhos anteriores,
este trabalho se prop6s a investigar os efeitos do derivado 2-amino-tiofénico (SB-200) sobre
parasitos do género Leishmania e a espécie T. cruzi, como contribui¢do ao estudo do potencial
anti-Trypanosomatidae dos derivados tiofénicos.

Os estudos de atividade antileishmania do SB-200 iniciaram com a determinacdo da
inibicdo de crescimento das espécies L. braziliensis, L. major e L. infantum, sendo efetivo em
todas as trés espécies testadas. Corroborando com os resultados antipromastigotas apresentados
neste trabalho, os derivados tiofénicos sdo considerados uma classe promissora em inibir
parasitos do género Leishmania. Poorrajab et al. (2009) realizaram ensaios antipromastigotas
com derivados tiofénicos contra as espécies L. major, em que seu derivado N-(5-cloro-tiofen-
2-il) carbonil apresentou um Clso de 9,35 + 0,67 UM, Takahashi et al. (2011), ap6s isolarem
dois compostos tiofénicos, o 5-metil-2,2":5',2"-tertiofeno (composto A) e o 5-metil- [5-(4—
acetoxi-1-butinil)]-2,2'-bitiofeno (composto B), demonstraram potencial anti-Leishmania
amazonensis, com uma Clsg de 7,7 UM para o composto A e 21,3 UM para o composto B. Estes
resultados reforcam a potencialidade dos derivados tiofénicos na busca de novos agentes
leishmanicidas.

Em comparacdo aos farmacos de referéncia, SB-200 apresentou atividade
antipromastigota superior ao antimoniato de meglumina, apresentando uma menor Cls, para
todas as espécies de Leishmania. A anfotericina B demonstrou ser o farmaco de referéncia com

maior efetividade contra promastigotas, apresentando um Clsy mais baixos que SB-200. Apesar
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da sua alta atividade sobre promastigotas, anfotericina B possui alta citotoxicidade para
macrofagos, conforme observado no presente estudo. A falta de seletividade de anfotericina B
é confirmada em diferentes estudos utilizando diferentes células mamiferas (NERIS, et al.,
2013; NUNES et al., 2021). Além disso, possui varios fatores limitantes, como 0s seus ja
reconhecidos efeitos adversos, tratamento longo, alto custo, dificil adesdo ao tratamento e
resisténcia do parasito (KATSUNO et al., 2015; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

Além dos ensaios feitos com Leishmania , nosso estudo contou com experimentos anti-
Trypanosoma cruzi contra as formas epimastigotas e tripomastigotas. Apesar de seremformas
ndo infectantes, as epimastigotas sdo as melhores formas para se realizar a triagem de uma
substancia, pois sdo formas de facil cultivo com baixo custo de manutengdo. Corroborandocom
o0s resultados positivos encontrados em nosso trabalho, Gerpe et al. (2009) testaram o 5-
nitrotiofeno contra formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen 2), em que foi encontrada
uma Clsg de 4,2 uM.

Ap0s a realizacdo de ensaios antiepimatigotas que comprovavam o possivel potencial
anti-Trypanosoma cruzi da substancia, ensaios contra as formas tripomastigotas foram
realizados. Estas sdo as formas infectivas do parasito, presente no interior de células ou na
corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, sendo essa forma mais resistente a farmacos
(DE CASTRO et al.,1993). Por exemplo, Silva Junior et al. (2016) em seu estudo envolvendo
20 derivados de tiofeno-2- iminotiazolidina, apenas o composto (Z)-isopropil 2-((3-alil-4-
oxotiazolidin-2-ilideno) amino)-4,5,6,7-tetra-hidrobenzo[b]tio-feno-3-carboxilato apresentou
resultado tripanocida relevante, demonstrando um Cls; de 10 uM contra as formas
tripomastigotas do parasito. Recentemente, De brito et al. (2022) ao testarem o (E)-1-(4-
aminofenil)  -3-(benzo [b] tiofen-2-il)  prop-2-en-1-ona  encontraram  atividade
antitripomastigota mediana contra cepas Y, apresentando um Cls, de 37,7 + 6,5 uM.

Quando comparada ao benznidazol, o SB-200 apresentou um Clso melhor e um IS 22,7
vezes mais seletivo para macréfagos e 11,1 vezes mais seletivo para células VERO nos testes
contra a forma epimastigota. Nos ensaios contra formas tripomastigota, o benznidazol
apresentou uma atividade melhor, com IS superior ao composto testado. Apesar de apresentar
resultados melhores nestas formas, o benznidazol ja € um farmaco com mais de trés décadas de
existéncia, e além da sua alta toxicidade, so é efetivo na forma aguda da doenca e os parasitos
tém demonstrado resisténcia contra ele (MONTEON et al., 2009; PINTO et al., 2009;
CRESPILLO-ANDUJAR et al., 2018).

Os ensaios de citotoxicidade sdo um importante critério na procura por compostos ativos
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com atividade antileishmania e anti-Trypanosoma cruzi, pois a alta toxidade dos farmacos de
referéncia € um dos principais problemas do tratamento e, para que uma substancia seja
promissora, ela deve apresentar niveis citotoxicos baixos, sendo capaz de eliminar o parasito
sem danificar a célula infectada (SOUSA, 2019).

Em geral, modelos citotoxicos que envolvem linhagens celulares como os macrofagos
murinos J774.A1 e célula VERO sdo 6timos para estudos in vitro que avaliam a atividade
antileishmania e anti-Trypanosoma cruzi . 1sso porque os macréfagos sao as principais células-
alvo de Leishmania e uma das principais células de defesas do corpo, sendo uma das primeiras
a serem parasitadas pelo T. cruzi no seu ciclo, enquanto as células VERO sdo as células com
maior tropismo com o T. cruzi (JAIN et al., 2012; TEIXEIRA; 2012; ANAND etal., 2017).

O SB-200 demonstrou uma melhor preservacao de viabilidade de macrofagos e células
VERO, sendo mais toxico para as diferentes formas dos parasitos do que para as células. Os
baixos valores dos indices de seletividade dos farmacos de referéncia antileishmania elucidam
o alto nivel de toxidade apresentado por estes medicamentos, sendo assim mais toxicos para a
célula hospedeira que para o parasito (NAGLE al., 2014; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014;
DON; IOSET, 2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

A seguranca do SB-200 foi investigada anteriormente. Em um estudo realizado por
Rodrigues et al. (2015), a citotoxicidade de SB-200 foi averiguada sobre macrofagos peritoneais
murinos de camundongos Swiss, obtendo-se um CCso de 32,02 uM. A diferenca de toxicidade
para o presente estudo pode estar associada aos diferentes tipos de células utilizadas nos estudos.
Apesar da citotoxicidade, SB-200 obteve um indice de seletividade para L. amazonensis de 3,65
para promastigotas, 20,09 para amastigotas axénicas e 43,5 para amastigotas intramacrofagicas,
sendo 35,22 vezes mais seletivo que o farmaco de referéncia antimoniato de meglumina,
corroborando com os resultados encontrados (RODRIGUES et al., 2015). No mesmo estudo,
foi ainda investigada a citotoxicidade de SB-200 sobre eritrdcitos humanos e ndo foi observada
citotoxicidade em nenhuma das concentragdes testadas, obtendo uma concentragéo hemolitica
média (CHsp) de >800 pM, confirmando-se assim, a seguranga para este COmpOSto
(RODRIGUES et al., 2015).

ApOs a investigacdo da atividade anti-Trypanosomatidae e da citotoxicidade, foi
encontrado que a espécie L. infantum apresentou maior sensibilidade ao SB-200 e a que gerou
melhores indices de seletividade, sendo a espécie escolhida para continuidade do estudo. A
seguir foram realizados ensaios de integridade da membrana plasmatica, MEV, MET, perfil de

morte celular, ensaio de docking molecular, atividade antiamastigota e capacidade
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imunomoduladora.

Inicialmente, foi investigada a integridade da membrana plasméatica de formas
promastigotas tratadas com SB-200, com a utilizacdo da sonda fluorescente SYTOX green. Esta
sonda consegue penetrar membranas plasmaticas que nao estdo integras e se ligam ao DNA da
célula, apresentando um alto grau de fluorescéncia em células ndo viaveis (THAKUR,;
CATTONI; NOLLMANN, 2015). Os resultados demonstraram que SB-200 foi capaz de
promover alteraces na membrana do parasito, confirmando atuar por esse mecanismo. A
membrana plasmatica exerce um papel fundamentalna sobrevida de todos os seres vivos, sendo
essencial em processos celulares como condutividade i0nica e sinalizagéo celular. Essa estrutura
é de extrema importancia para a defesados parasitos. Sua modificacdo pode inibir a sintese de
ATP e aexpressdo de proteinas, resultandoem morte do protozoario. Sendo assim, é de extrema
importancia o estudo da interacdo de farmacos com a membrana desses microrganismos
(SCHNEIDER, 1992; DEY; 1996; FIDALGO; GILLE, 2011; VENTUROLI,et al., 2006;
SCHUMANN, 2012).

Com a constatacdo de alteracbes estruturais através do ensaio de integridade da
membrana, foi realizado anélises utilizando o MET e MEV com intuito de visualizar os danos
causados pela SB-200 nas células tratadas. Utilizando o MEV foi possivel elucidar os danos na
membrana causados pelo tratamento com SB-200, corroborando com os resultados de
integridade de membrana achados no presente trabalho. Além disso, a inducdo de alteraces
morfoldgicas como perca de flagelo e danos a membrana pode ser um indicativo de morte por
apoptose (SHADAB et al., 2017; ALl et al., 2021). Ensaios envolvendo MET sao padrdo ouro
para confirmacdo de uma morte celular por apoptose, pois é possivel observar alteragcdes no
interior do parasito. As formas tratadas com SB-200 apresentaram caracteristicas de uma célula
apoptotica, como desorganizacdo do ndcleo, alteracBes na mitocondria e no cinetoplasto
aumento de corpos lipidicos e formacdo de vactolos. (ELMORE, 2007; ANTINARELLLI, et
al., 2018; MONDEGO-OLIVEIRA et al., 2021; ROCHA et al., 2022)

Uma vez observadas caracteristicas de morte celular por apoptose, um ensaio com dupla
marcagdo com Anexina V-FITC/7TAAD foram realizadas com formas promastigotas de L.
infantum e analisadas por citometria de fluxo. A Anexina V-FITC é amplamente utilizada na
marcacao de celulas em estado de morte programada (apoptose). Neste estado, as células sofrem
uma translocacgdo da fosfatidilserina da parte interna da membrana plasmética para superficie
da célula, possibilitando a ligagdo com o marcador (MIL et al, 2021). Por outro lado, 0 7AAD
é um intercalador de DNA utilizado para corar as células que apresentaram morte celular por

necrose, pois so consegue penetrar em celulas que ja perderam a sua integridade de membrana,
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e assim se ligando ao DNA (WANG, et al., 2020). Assim, a dupla marcagdo com Anexina V-
FITC/7TAAD permite diferenciar células apoptéticas de necréticas. Os resultados de citometria
de fluxo confirmaram a morte celular por apoptose promovida pelo SB-200, com secundaria
morte por necrose.

Na investigacdo dos mecanismos de a¢do do SB-200, foi analisado ainda a interagéo do
SB-200 com a enzima NMT pela metodologia do docking molecular. Este método
computacional é bastante difundido em estudos para o desenvolvimento de novas drogas, pois
ele é capaz de realizar uma simulacdo que prevé interacdo entre moléculas como ligantes e
proteinas, e seus modelos de ligacdo, além de esclarecer potenciais alvos para os farmacos. Sua
utilizacdo vem sendo bastante difundida no meio cientifico, sendo uma metodologia eficiente,
répida e capaz de reduzir custos da pesquisa (PRIETO-MARTINEZ; ARCINIEGA; MEDINA-
FRANCO, 2019; FAN; FU; ZHANG, 2019; TAO et al, 2020).

As baixas energias de ligacdo obtidas com as simulagdes com a NMT sugerem que esta
proteina pode estar envolvida na promissora atividade antileishmania do SB-200. A enzima N-
miristoiltransferase (NMT; pdb id:4a30) é um alvo promissor de drogas antileishmania, uma
vez que é responspavel por catalisar um processo chamado de miristoilacdo, processo que
consiste na transferéncia do acido miristico, um éacido graxo saturado de 14 carbonos para a
porcdo N-terminal dos residuos de glicina. A miristoilacdo é um processo biolégico essencial
ao parasito, responsavel pela ancoragem de proteinas na membrana plasmatica e proteina-
proteina, envolvida em varios processos de sinalizacdo celular e regulacdes (SCOTTI et al.,
2015, RAJASEKARAN; CHEN, 2015; GALLO et al., 2018).

Uma vez constatada atividade antipromastigota efetiva e seletiva do SB-200, ensaios
antiamastigotas foram realizados, pois as formas amastigotas sdo as formas presentes nos
hospedeiros vertebrados durante a fase clinica das leishmanioses, e modelos experimentais
envolvendo amastigotas sdo o que mais se assemelham a uma infeccdo in vivo por Leishmania
(DE RYCKER et al., 2013). Esses modelos possuem a capacidade de simular melhor as
condigdes que um farmaco deve enfrentar para atingir parasitos intracelulares, como: adentrar
as membranas dos macrofagos e enfrentar alteragdes de pH para alcangar a forma amastigota
(LAMOTTE et al., 2017; CROFT, 2017).

Na investigacao da atividade do SB-200 sobre a infec¢do de macrofagos J774.A1 por L.
infantum observou-se uma atividade antileishmania ainda mais efetiva e seletiva do que para
formas promastigotas. A atividade antiamastigota de derivados tiofénicos também foi
investigada em trabalhos anteriores, revelando compostos promissores. A atividade

antiamastigota de derivados tiofénicos também foi investigada em trabalhos anteriores,
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revelando compostos promissores. Corroborando com o presente trabalho, um estudo in vitro
de atividade antileishmania de derivados tiofénicos que foi realizado contra formas amastigotas
de L. donovani em macrofagos J774.A1, no qual seus seu melhor composto, Etil-2-(((1-
ciclohexil-1H-tetrazol-5-il) (4-metoxifenil)metil)amino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofeno-3-
carboxilato apresentou um Clsp de 2,48 uM, respectivamente (PATHAN; SINGH, 2021). Em
outro estudo descrito por Jacomini et al. (2016), ensaios antiamastigota com hibridos de tiofeno
realizados com amastigotas de L. amazonensis apresentaram trés substancias em potencial,
sendo elas a 4-[(2E)-N'-(2-tienilmetileno)hidrazinacarbonil]-1,6-difenil-1H-pirazolo[3,4-
d]piridazin-7-ona e 4-[(2E)-N'-(2,2'-bitienil-5-metileno)hidrazinacarbonil]-1,6-difenil- 1H -
pirazolo[3,4 - d Jpiridazin-7-ona, com Clsy de 32,71 e 2,32 UM, respectivamente.

Segundo a literatura, o antimoniato de meglumina apresentam uma maior atividade
contra formas amastigotas intracelulares, quando comparados a formas promastigotas
(WYLLIE et al., 2004). Porem, mesmo neste cenario, o SB-200 apresentou uma atividade
superior em relacdo ao antimoniato de meglumina, apresentando melhores valores de Clso € um
indice de seletividade 4 vezes mais seletivo em relagdo ao do farmaco de referéncia, sendo mais
toxico para as formas amastigotas que para os macréfagos.

Na investigacao da atividade do SB-200 sobre a infeccdo de macrofagos J774.A1 por L.
infantum observou-se uma atividade antileishmania ainda mais efetiva e seletiva do que para
formas promastigotas. A maior efetividade do SB-200 nas formas amastigotas pode ser um
possivel indicativode atividade indireta, pois a substancia pode estar ativando propriedades
defensivas dos macrofagos infectados (RODRIGUES et al., 2015), sendo assim necessaria uma
investigacdo da atividade imunomoduladora. Dessa forma, a producéo de citocinas, NO e EROs
foi investigada em cultura de macréfagos infectados com L. infantum e tratados com SB-200,
observou-se um aumento de IL-1p, IFN-y, TNF-a, IL-12, NO e EROs e diminuicdo de IL-10.

Os macrdfagos sdo uma das principais células de defesa do organismo, desempenhando
um importante papel no processo de suscetibilidade ou resisténcia a leishmaniose, uma vez que
0s parasitas se multiplicam dentro deles. Apresentam varios mecanismos de defesa contra
invasores intracelulares, como alteracdes no seu perfil estrutural (fagocitose e aumento do
volume lisossomal) e celular (alteragdes nos niveis de citocinas, EROs e NO) sendo o NO, o
principal mecanismo de defesa contra Leishmania . As principais citocinas que estao incluidas
no processo de eliminacgdo do parasito séo as citocinas expressadas na resposta imune Th1 como
IL-1B, IFN-y, TNF-a e IL-12, as quais induzem os macrdfagos a produzirem NO, molécula
altamente toxica para o parasito (CHOI, et al., 2005; MIRANDA-VERASTEGUI et al., 2009;
VORONOV et al., 2010; SCOTT; NOVAIS, 2016). Por outro lado, citocinas expressadas na
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resposta imune Th2, como a IL-4, IL-6 e IL-10 estdo ligadas a susceptibilidade a infeccbes por
Leishmania (MASPI;ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). No presente estudo foi demonstrado
que o SB-200 promove seus efeitos antiamastigota induzindo ao aumento de citocinas
protetivas como IL-1B, TNF-a ¢ IL-12, e diminuindo os niveis de citocinas de perfil Th2 como
IL-6.

SB-200 também induziu um incremento na producdo de NO e EROs produzidos por
macrofagos infectados com L. infantum. A ativacdo dos macrdéfagos por interleucinas pro-
inflamatdrias tem o poder de aumentar aproducdo da molécula gasosa NO, sendo gerado a partir
do aminoécido L-arginina, atraves daatividade da enzima iNOS. Esta molécula possui
propriedade leishmanicida in vivo, sendo capaz de interferir em enzimas importantes de defesa
do parasito contra o sistema imune do hospedeiro, como a superoxido dismutase (SOD)
(BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; NATHAN; SHILOH, 2000; NATHAN,
1992). Outro mecanismo de defesa dos macrdfagos contra patdgenos intracelularesé a producéo
de EROs, moléculas formadas a partir do oxigénio molecular durante o ciclo redox. Agem
principalmente nos componentes celulares, podendo causar mudancgas na membrana do parasito
e inativacao de enzimas (HOLZMULLER et al., 2006; MILLER et al., 2000; DAS et al, 2008).

Considerando as potencialidades revelados pelo SB-200 em ensaios in vitro, foi
realizado um ensaio com larvas de Z. morio, como forma de avaliacdo de toxicidade para
futuros ensaios in vivo. Apesar dos modelos murinos serem o padréo ouro para este tipo de
ensaio, modelos alternativos utilizando invertebrados estdo ganhando bastante destaque no
cenario atual, devido seu baixo custo, facil manutencéo, pelo fato de nao precisarem enfrentar
questBes éticas e por apresentarem um sistema imunol6gico bem preservado, se tornando um
modelo alternativo promissor para ensaios toxicoldgicos (VAN DER VALK; VAN DER
MEIJDEN, 2014; CANTERI DE SOUZA et al.,2018;VARGAS-MACIAS et al., 2022).

SB-200 ndo apresentou toxicidade contra larvas de Z. morio nas condicGes avaliadas de
sobrevivéncia e melanizacdo. A melanizacdo é um dos principais elementos de defesas dos
invertebrados, sendo um componente importante do sistema imune. Sua producdo aumenta
guando o sistema imune é invadido por algum corpo estranho ou substancias toxicas
(SODERHAL et al, 2009; KRAMS et al. 2013).

Estudos anteriores também revelaram baixa toxicidade in vivo para derivados tiofénicos,
0 que coloca esta classe em evidéncia na pesquisa de novos agentes antileishmania. Em um
estudo realizado por Rodrigues et al. (2018), foram demontrados ensaios de toxicidade pré-
clinica envolvendo camundongos Swiss tratados com o derivado tiofeno 2-[(5-bromo-1H-

indol-3-ylmethylene)-amino]-4,5,6,7-tetranydro-4H-benzo[b]thiophene-3-carbonitrile  (SB-
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83), com uma DLso de 2500 mg/kg e auséncia de toxicidade.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo permitem inferir que o derivado
2-amino-tiofénico SB-200 é um composto anti- Trypanosomatidae promissor e candidato a ser
melhor investigado em futuros experimentos in vivo de atividade antileishmania e anti-

Trypanosoma cruzi.
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7. CONCLUSAO

Os dados obtidos para o composto SB-200 confirmaram sua atividade anti-
Trypanosomatidae, apresentando atividade direta sobre promastigotas das espécies L. infantum,
L. major, L. braziliensis e sobre formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi.

Observou-se que 0o SB-200 possui niveis seguros de toxicidade para os macrofagos e
células VERO, apresentando um indice de seletividade superior aos dos farmacos de referéncia
testados.

Verificou-se que este composto é capaz de diminuir a integridade da membrana
plasmaética de L. infantum.

Através de analises por MET e MEV, foi possivel constatar que o SB-200 foi capaz de
alterar a estrutura de formas promastigotas de L. infantum.

Formas promastigotas de L. infantum foram induzidas a morte celular por apoptose, com
secundaria morte por necrose, quando tratadas com SB-200.

O SB-200 apresentou afinidade molecular com a enzima NMT, sendo um potencial alvo
antileishmania.

O SB-200 apresentou maior efetividade contra amastigotas intracelulares do que
promastigotas, atividade detectada através da reducdo da porcentagem de macréfagos
infectados e da reducdo do numero de amastigotas por macréfago infectado.

A atividade do composto sobre amastigota intracelular tem correlacdo com uma
atividade imunomoduladora, uma vez que induziu aumento nos niveis de TNF-a, IL-1p, IL-12,
NO e EROs, e diminuiu os niveis de IL-10.

O SB-200 apresentou uma baixa toxicidade aguda em testes in vivo com larvas de
Zophobas morio.

Assim, pode-se concluir que o SB-200 possui atividade anti-Trypanosomatidae efetiva
e seletiva, com efeitos diretos sobre os parasitos e indiretos através de atividade
imunomoduladora sobre macrofagos, sendo um composto candidato a avancar em estudos de
atividade anti-Trypanosomatidae para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas

para as leishmanioses e para a doenca de Chagas.
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