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RESUMO

A leishmaniose continua sendo um grave problema de salde publica, agravado pelo surgimento
continuo de cepas resistentes. Predominantemente presente em paises em desenvolvimento,
essa doenca demanda o desenvolvimento de medicamentos mais eficazes, seguros e acessiveis.
Na América Latina, a Leishmania braziliensis é o principal agente etioldgico da leishmaniose
cutdnea. No contexto da busca por novos tratamentos, compostos como tiossemicarbazonas e
fragmentos de indol tém demonstrado potencial leishmanicida promissor. Este estudo teve
como objetivo avaliar as propriedades in silico de novos derivados de indol-tiossemicarbazona,
bem como realizar ensaios in vitro de citotoxicidade em macrofagos peritoneais e fibroblastos
L929, ensaio da atividade leishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania
braziliensis e a determinacdo do indice de seletividade. As analises preditivas in silico de
ADMET indicaram que as moléculas avaliadas apresentam alta permeabilidade intestinal, boa
absorcdo por células Caco-2 e pela epiderme, sugerindo potencial para administracdo oral ou
transdérmica. Nos testes de citotoxicidade, 0s compostos apresentaram valores de CCso entre
55 ¢ >200 uM, indicando baixa toxicidade para células de mamiferos.Quanto a atividade contra
formas promastigotas de L. braziliensis, os valores de ICso variaram entre 6,74 e 14,09 uM. Os
compostos LT79 e LT71 destacaram-se como 0s mais promissores da série, com indices de
seletividade de 14,66 e 7,8, respectivamente. Portanto, os derivados de indol-tiossemicarbazona
mostraram-se promissores como agentes leishmanicidas, combinando baixa citotoxicidade com
boa eficacia antiparasitéria. Essa atividade pode estar relacionada a presenga do grupamento
indol e a substitui¢des na posicdo N-4 das tiossemicarbazonas. Como préxima etapa, a pesquisa
prevé a realizacdo de ensaios com formas amastigotas do parasita, bem como testes in vivo com
0s compostos mais promissores identificados neste estudo.

Palavras-chave: Leishmaniose; Derivados sintéticos; indol; tiossemicarbazonas.



ABSTRACT

Leishmaniasis remains a serious public health issue, exacerbated by the continuous emergence of
drug-resistant strains. Predominantly affecting developing countries, this disease demands the
development of more effective, safer, and affordable treatments. In Latin America, Leishmania
braziliensis is the primary causative agent of cutaneous leishmaniasis. In the search for new
treatments, compounds such as thiosemicarbazones and indole fragments have shown promising
leishmanicidal potential. This study aimed to evaluate the in silico properties of novel indole-
thiosemicarbazone derivatives, as well as to conduct in vitro cytotoxicity assays on peritoneal
macrophages and L929 fibroblasts, alongside leishmanicidal activity against Leishmania
braziliensis promastigotes and the determination of the selectivity index. In silico ADMET
predictions indicated that the studied molecules have high intestinal permeability and good
absorption through Caco-2 cells and the epidermis, suggesting potential for oral or transdermal
administration. In cytotoxicity assays, the compounds showed CCso values ranging from 55 to >200
uM, indicating low toxicity to mammalian cells. Regarding activity against L. braziliensis
promastigotes, ICso values ranged from 6.74 to 14.09 uM. Compounds LT79 and LT71 emerged as
the most promising in the series, with selectivity indices of 14.66 and 7.8, respectively. Therefore,
the indole-thiosemicarbazone derivatives demonstrated promise as leishmanicidal agents,
combining low cytotoxicity with effective antiparasitic activity. This activity may be associated
with the presence of the indole moiety and substitutions at the N-4 position of the
thiosemicarbazones. As a next step, the research aims to conduct assays against amastigote forms
of the parasite, as well as in vivo tests with the most promising compounds identified in this study.

Keywords: Leishmaniasis; Synthetic derivatives; indole; thiosemicarbazones.
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1 INTRODUCAO

Leishmania (Viannia) braziliensis € uma subespécie do género Leishmania do Novo
Mundo, considerada um dos principais agentes etiol6gicos da Leishmaniose Tegumentar (LT) nas
Ameéricas (ALVAR et al.,, 2012). A infeccdo causada por essa especie pode se manifestar
clinicamente de forma variada, desde lesdes cutaneas localizadas (LCL) até formas mucocutaneas
disseminadas e graves, que podem resultar em mutilacGes faciais (JIMENEZ et al., 2012).

O tratamento farmacoldgico da infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis é
frequentemente refratario, ou seja, muitos pacientes ndo respondem de forma eficaz a terapia
convencional. Isso pode ocorrer devido a resisténcia intrinseca ou adquirida do parasito aos
farmacos utilizados, a variabilidade genética das cepas e as caracteristicas imunolégicas do
hospedeiro. Como consequéncia, o tratamento incompleto ou ineficaz permite a persisténcia do
parasito no organismo, favorecendo sua disseminagao para outros tecidos, Como as mucosas nasais
e orais, 0 que pode levar a forma mucocutanea grave da doenca, associada a complicacGes como
ulceracgdes extensas, destruicdo tecidual e mutilagdes faciais (JIMENEZ et al., 2012).

Alem disso, a droga de primeira escolha apresenta uso limitado devido aos efeitos colaterais
severos e a alta toxicidade, o que compromete a adesdo ao tratamento e aumenta o risco de falha
terapéutica (SANTIAGO et al., 2021). As leishmanioses sdo prevalentes, sobretudo, em paises em
desenvolvimento, e a busca por novas alternativas terapéuticas — menos toxicas, mais eficazes,
seguras e acessiveis — tornou-se essencial para o manejo adequado da populacdo afetada
(LEPROHON et al., 2015).

As tiossemicarbazonas pertencem a familia das iminas e sdo classificadas como bases de
Schiff, por se tratarem de moléculas estaveis com potencial para diversas aplicacdes
farmacologicas. Dentre essas atividades, destaca-se o0 efeito antiparasitario, amplamente descrito
na literatura (OLIVEIRA et al., 2016; HELAL et al., 2013). Devido a possibilidade de modificacdo
estrutural por meio da insercao de diferentes radicais, essas moléculas tém despertado o interesse
da medicina moderna, pois essa versatilidade permite a obtencéo de derivados com propriedades
bioldgicas favoraveis, contribuindo para o avanco de novas abordagens terapéuticas (MENDES et
al., 2019; JACOB et al., 2023).

Avangos nas pesquisas com foco em agentes anti-Leishmania tém correlacionado a
estrutura quimica e a atividade bioldgica de diversos compostos, destacando as tiossemicarbazonas
como candidatos promissores no desenvolvimento de novos farmacos (GUPTA et al., 2021). Em

estudo conduzido por Thiago e colaboradores (2022), observou-se atividade significativa de
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derivados de tiossemicarbazona contra formas amastigotas de Leishmania chagasi, com valores de
ICso variando entre 0,6 e 7,27 pM. Além disso, os compostos foram considerados ndo tdxicos as
células hospedeiras (AQUINO et al., 2022). De maneira semelhante, Iris e colaboradores (2022)
identificaram atividade leishmanicida dessas moléculas contra cepas de Leishmania amazonensis,
reforcando seu potencial terapéutico.

O ndcleo indol, presente na estrutura quimica de diversos farmacos clinicamente utilizados,
é considerado um grupo farmacoférico importante, sendo amplamente reconhecido por sua
versatilidade e atividade biologica (BATLOUNI, 2009). Este nucleo estd presente em varias
substancias bioativas com propriedades anticancerigenas, antimicrobianas e antiparasitarias. As
tiossemicarbazonas, por sua vez, sdo conhecidas por suas atividades antitumorais, antimicrobianas
e antiparasitarias, tornando-se alvo de interesse no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
A unido entre o ndcleo indol e a estrutura das tiossemicarbazonas representa uma estratégia
promissora, capaz de gerar compostos com perfis farmacolégicos potencialmente aprimorados,
especialmente pela possibilidade de interacdo sinérgica com alvos moleculares como enzimas
parasitarias (BATLOUNI, 2009; KUMAR et al., 2020).

A sintese desses compostos envolve a reacdo de tiossemicarbazonas com intermediarios
contendo o ndcleo indol. Estudos realizados por Da Silva et al. (2019) avaliaram a atividade
microbicida de compostos indélico tiossemicarbazonas contra cepas de Leishmania infantum e
Leishmania amazonensis.

O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro a atividade dos compostos indol-
tiossemicarbazonas como potenciais agentes Leishmanicida contra Leishmania braziliensis, bem
como realizar analises in silico para prever as propriedades de absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo e excrecdo (ADME) desses compostos, investigando seu potencial como farmacos.
Além disso, buscou-se correlacionar a estrutura quimica das moléculas com sua atividade biol6gica

contra cepas de L. braziliensis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dados Historicos

A existéncia de espécies semelhantes ao género Leishmania € relatada desde tempos pre-
historicos, inicialmente documentada por meio de fosseis. O primeiro fdssil reconhecido foi
encontrado na probdscide e no trato alimentar de uma fémea preservada em ambar birmanés do
periodo Cretaceo, datado de aproximadamente 100 milhdes de anos (POINAR et al., 2004;
STERVERDING et al., 2017). Evidéncias indicam que o género Leishmania evoluiu durante a era
Mesozoica (SOCCOL et al., 1903), embora a diferenciacdo entre suas espécies ainda seja objeto

de debate cientifico.

Figura 1 — Contextos historicos sobre a descoberta e caracterizagdo do género
Leishmania

|
|

Papiro
| Ebers

Fonte: Autora (2025).

Tempos antigos

As leishmanioses sdo mencionadas em registros antigos, com relatos que datam desde o
Papiro de Ebers, um dos documentos médicos mais antigos da historia, encontrado no Egito, que
remonta aproximadamente a 1500 a.C. Nesse texto, é descrita uma condicao de pele conhecida em
inglés como “Nile Pimple”, que possivelmente corresponde a leishmaniose cutanea (MASPERO
etal., 1910).

Um estudo paleoparasitol6gico realizado em 42 mimias egipcias de uma tumba do Império
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Médio em Tebas Ocidental (2050-1650 a.C.) detectou DNA de Leishmania donovani em quatro
amostras, confirmando a presenca da doenca desde a antiguidade. De forma semelhante, uma
analise imunoldgica identificou macrofagos infectados por Leishmania em uma mdmia peruana
datada de aproximadamente 800 a.C., evidenciando a ocorréncia da doenca também no continente
americano nessa época (ZINK et al., 2006; FRIAS et al., 2013).(Figura 1)

Idade Média

Na América, entre os anos 400 e 900 d.C., foi constatada a presenca das doencas ja
sugeridas nos registros antigos, comprovada por representacdes em ceramicas peruanas e
equatorianas que mostram faces humanas com mutilacdes no nariz e nos labios (NEVES, 1998)
(Figura 1). Além disso, existem remanescentes humanos dessa época que reforcam a ocorréncia

dessas patologias na regiéo.

Tempos Modernos

No século XVI, o cronista Pizarro e outros (1533) descreveram as primeiras manifestacdes
clinicas da doenca em indigenas dos Andes, relatando que ela acometia 0s povos nativos e causava
destruicdo do nariz e das cavidades bucais. Somente em 1764, Bueno identificou que essa
enfermidade era transmitida por um flebotomineo (VERONESI et al., 1996; NEVES, 1998).

Paralelamente, em 1586, o clérigo Rodrigo de Loayza, ao visitar terras andinas habitadas
por cultivadores de coca no Peru, nas regides de Huanuco e Junin, comparou as doencas infecciosas
locais as encontradas na regido amazénica, destacando a semelhanga no comprometimento da
mucosa nasal (LAINSON, 2010). Segundo Lianos-Cuentas et al. (1992), essa regido permaneceu
endémica para o parasito Leishmania (Viannia) braziliensis por muitos anos (DAVIES et al., 1995).

Com o passar do tempo, varios relatos de infeccdes cutaneas sugestivas de tlcera foram
documentados, sendo que muitas dessas feridas receberam nomes relacionados ao local onde foram
contraidas, como, por exemplo, a “fervura de Alepo” (MARSON, 1997). No inicio do século XX,
em novembro de 1900, o patologista escocés William Boog Leishman, enquanto servia no Exército
Britanico na india, observou corpos ovoides em esfregacos microscopicos. Posteriormente, ele
encontrou 0S mesmos corpos em um rato. A primeira publicacdo sobre esses achados, em 1903,
sugeriu que tais corpos ovoides eram formas de tripanossomiase (LEISHMAN, 1903).

Semanas depois, 0 médico e professor Charles Donovan publicou um artigo relatando a

descoberta de corpos semelhantes em amostras esplénicas durante autopsias de povos nativos que
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haviam morrido com febre remitente e baco aumentado (DONOVAN, 1903). Paralelamente, o
médico Ronald Ross foi designado para investigar o calazar na india e, em 1903, comentou sobre
as publicacdes de Leishman e Donovan, concluindo que 0s corpos ndo eram tripanossomas, mas
sim um novo protozoario, pois o quadro clinico dos pacientes assemelhava-se aos casos estudados
por ele. No final de 1904, o termo Leishmania donovani foi adotado para denominar o parasito,
reconhecido como pertencente a um novo género (ROSS, 1903).

Em 1914, Gaspar Vianna identificou o agente Leishmania braziliensis por meio da anélise
de numerosos casos ocorridos entre funcionarios que construiam a Estrada de Ferro Noroeste do
Brasil, em Sdo Paulo, em 1908, doenga que passou a ser conhecida como “Glcera-de-bauru”
(YOSHIDA et al., 1990). Além da identificacdo do agente, Vianna foi pioneiro na elaboragdo da
primeira farmacoterapia para a doenca, oferecendo uma nova perspectiva de tratamento aos

pacientes, que até entdo ndo dispunham de terapia eficaz (VIANNA, 1914) (Figura 1).

2.2 Aspectos Epidemioldgicos

As Doencgas Determinadas Socialmente (DDS) referem-se a um grupo de doencas
infecciosas que afetam predominantemente populacdes com baixo nivel socioecondmico,
resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade (BRINDHA et al., 2021). Os diagndsticos e
tratamentos ainda apresentam lacunas significativas, demandando amplos investimentos em
pesquisa. Apesar dos avancos registrados nas Ultimas décadas, esses progressos ndo acompanham
a velocidade do desenvolvimento da medicina (OLIVEIRA, 2018).

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género Leishmania (ELMAHALLAWY et al.,
2014). Essa enfermidade é classificada como negligenciada e esta presente em todos 0s
continentes, exceto na Oceania, sendo o Brasil 0 Unico pais com alta taxa de infec¢do para as duas
formas principais: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2019).

Estudos indicam que a destruicdo da cobertura vegetal e as mudancas climéticas tém
aproximado o inseto vetor das &reas urbanas, aumentando o nimero de casos de infecgdo
(ORYAN; AKBARI, 2016). Dados recentes estimam que entre 600 milhdes e 1 bilhdo de pessoas
estdo expostas ao risco de desenvolver a infeccdo, sendo a leishmaniose cutanea a forma mais
prevalente (DNDi, 2021). Entre 2001 e 2021, foram notificados a OPAS um total de 1.105.545
casos de leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucosa (LM), com uma média anual de 52.645
casos. S6 no Brasil, nesse mesmo periodo, foram registrados 15.023 casos de leishmaniose
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cutanea/mucosa, representando quase 30% do total mundial (OPAS, 2022).

2.3. Aspectos Bioldgicos e clinico da leishmaniose cutanea

As leishmanioses sdo um grupo de doencas negligenciadas, causadas por protozoarios

intracelulares, que se caracterizam por duas fases principais:

a. Amastigota

E a forma com um curto flagelo n&o exteriorizado, que possui corpo ovoide medindo de 2,5
a 3,5um que se desenvolve no interior da célula hospedeira. O tamanho do parasito varia de acordo
com a espécie. O nucleo da amastigota ocupa quase um terco do corpo do parasito e o cinetoplasto

fica localizado préximo a bolsa flagelar (Figura 2 A).

b. Promastigota

Desenvolve-se no tubo digestivo do fleb6tomo, possuindo corpo celular afunilado, com
cerca de 10um. O nucleo é arredondado ou oval e esta localizado na regido mediana da célula,
enquanto o cinetoplasto esta situado entre a extremidade anterior e o ndcleo, proximo a bolsa
flagelar (Figura 2B) (BRASIL, 2017).

Figura 2 — Fase amastigota (A) e promastigota (B) de Leishmania spp.
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Fonte: (A) autora, 2025. (B) OPS, 2019,p.18.

Os parasitas da espécie Leishmania possuem um glicocélix denso, composto por diversas
moléculas dispostas externamente a membrana plasmatica, fixadas por uma estrutura denominada

glicosilfosfatidilinositol. Entre essas moléculas, destacam-se as lipofosfoglicanas (LPG), que sao
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os principais glicoconjugados encontrados na superficie dos parasitas do género Leishmania (ILG,
2001). As formas promastigotas apresentam uma elevada quantidade de LPG, enquanto as
amastigotas apresentam uma expressdo significativamente menor dessa molécula (SILVA et al.,
2014).

O citoesqueleto da Leishmania é composto por microtubulos subpeliculares que percorrem
paralelamente todo o corpo do parasito, sendo responsaveis pela manutencao de sua forma durante
as fases de diferenciacdo no ciclo de vida. Outro componente importante é a actina, uma proteina
fundamental para a estruturacéo do parasito (KOHL & GULL, 1998; BAJPAI & GUPTA, 2004).

O flagelo desses parasitas desempenha diversas fungdes, incluindo a motilidade e a adeséo
as células-alvo, sendo a principal estrutura responsavel pela alta mobilidade da Leishmania.

O reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi estdo associados ao transporte de
organelas e a producdo de moléculas. O complexo de Golgi, formado por cisternas, esta localizado
entre 0 nlcleo e o cinetoplasto, na regido anterior do parasito (CLAYTON; HAUSLER &
BLATTNER, 1995).

Os megassomos estdo presentes nas fases amastigotas da Leishmania, podendo variar em
tamanho. Essas organelas sdo caracterizadas pela presenca de enzimas como fosfatase acida e
cisteina-proteinase em suas vesiculas (DE SOUZA; SANT’ANNA & CUNHA-E-SILVA, 2009).
Outras organelas capazes de secretar moléculas incluem os glicossomas e 0s acidocalcissomas, que
contém, respectivamente, enzimas como catalase e peroxido de hidrogénio (H-0:), além de
armazenarem célcio, magnésio e outros elementos.

A mitocéndria dos parasitas do género Leishmania é Unica e se estende ao longo de todo o
corpo do organismo. Prédximo a mitoc6ndria encontra-se o cinetoplasto, que é a regido contendo o
DNA mitocondrial desses organismos flagelados (LUKES et al., 2002). Por fim, o nucleo
arredondado ocupa a regido central do corpo do parasito, apresentando um nucléolo central e uma

organizacao estrutural similar a de outras células eucarioticas (SILVA et al., 2014).
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Figura 3 — Aspectos estruturais de protozoarios do género Leishmania
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Fonte: PEREZ, 2013.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), € uma doenca infecciosa, com baixa
mortalidade, ndo contagiosa, causada por protozoario do género Leishmania, dispondo como
principais espécies no Brasil a Leishmania (Leishmania) amazonensis, L.(Viannia) guyanensis e
L.(V.) braziliensis (CONITEC, 2020)

A LTA pode apresentar as seguintes formas clinicas:

a. Leishmaniose Cutanea, caracterizada por uma papula eritematosa que evolui para
uma Ulcera geralmente indolor, que aparece no local da picada do vetor. Quando curada, a leséo
deixa uma cicatriz atrofica hiperpigmentada (BRASIL,2017);

b. Leshmaniose Disseminada, que apresenta o aparecimento de multiplas lesGes
papulares e de aparéncia acneiforme, envolvendo a face e o tronco. Essa forma é uma manisfestacdo
incomum, atingindo principalmente pacientes imunocompetentes, capazes de montar uma resposta
imune contra o parasito. No entanto, possuem uma diminuicdo da resposta Thl, permitindo a
disseminacéo da infecccdo (HASUGUCHI et al., 2016; MACHADO 2019);
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C. Leishmaniose mucocuténea, caracterizada por uma lesdo secundaria que atinge
majoritarimente a orofaringe, com o comprometimento do septo e demais areas cartilaginosas. No
Brasil a L. (V.) braziliensis é a espécie associada a essa forma clinica. Essa manifestacdo apresenta
uma inflamacdo intensa, devido a resposta imune excessiva do tipo Thl, causando lesdes
infiltrativas e proliferativas com severa destrui¢édo tecidual (BRASIL, 2017);

d. Leishmaniose Cutaneo-Difusa, que inicia de maneira insidiosa, com uma Unica
lesdo e uma resposta negativa ao tratamento, que evolui para multiplos nddulos nao-ulcerados. E
uma forma rara e grave gerada pela acentuada proliferacdo e disseminacao do parasito devido a
auséncia da resposta celular (BRASIL, 2017/ LIMA, et al.2017).

O grande polimorfismo clinico da leishmaniose é resultado da interacdo entre diferentes

fatores, como a espécie e, sobretudo, a resposta imune do hospedeiro (WHO,2021).

2.4  Ciclo Bioldgico

Como visto, o parasito Leishmania apresenta dois estagios principais em seu ciclo de vida:
promastigota e amastigota. A forma promastigota é flagelada e encontrada no intestino do inseto
vetor, enquanto a forma amastigota é aflagelada e se localiza no interior de células fagociticas
mononucleares do hospedeiro vertebrado (IRFAN et al., 2022).

A transmissao do protozodrio ocorre durante o repasto sanguineo do vetor, juntamente com
proteinas salivares. O dano tecidual é causado pela penetracdo da proboscide do flebotomineo e
por substancias presentes em sua saliva— como moléculas vasodilatadoras, anticoagulantes (como
a maxadilan) e imunomodulatdrias — que induzem a formacdo de um compartimento na derme
conhecido como lago sanguineo (LESTINOVA et al., 2017; TORRES-GUERRERO et al., 2017;
SIQUEIRA et al., 2020).

Nesse ambiente, as promastigotas sdo fagocitadas por neutréfilos e macréfagos. No interior
do vacuolo parasitoforo — organela formada pela fusédo do fagossomo com os lisossomos — as
promastigotas diferenciam-se em amastigotas (PESSOA et al., 2016). Estas, por sua vez,
multiplicam-se por fissdo binaria até que a célula hospedeira se rompe, liberando os parasitas no
meio extracelular, possibilitando a infeccdo de novas células (RODRIGUEZ et al., 2018), como

pode ser observado na Figura 4, que ilustra as principais etapas do ciclo de vida do parasito.

Para a continuidade do ciclo, é necessario que o flebotomineo realize um novo repasto em
um hospedeiro infectado, ingerindo amastigotas livres ou presentes em células fagociticas. No

intestino do vetor, as amastigotas transformam-se em promastigotas prociclicas, que
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posteriormente amadurecem e se diferenciam em promastigotas metaciclicas, a forma infectante
para vertebrados (ROSSEL; FASEL, 2017).

Durante esse processo de diferenciagdo, as promastigotas secretam um gel rico em
proteofosfoglicanos (PSG), que provoca uma obstrugdo parcial do intestino médio do vetor. Isso,
aliado a alterac6es bioquimicas na superficie dos parasitas, leva a perda da capacidade de adesdo a
parede intestinal. Como resultado, as promastigotas se desprendem e migram até a probdscide, de
onde sdo regurgitadas durante um novo repasto, promovendo a infeccdo de outro hospedeiro
(GIRAUD et al., 2019; ROGERS, 2012) permitindo a infeccao de um novo hospedeiro vertebrado
(Figura 4).
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Figura 4 — Ciclo de vida de Leshmania spp.
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2.5 Resposta imunoldgica contra Leishmania

Ao longo dos anos, Leishmania desenvolveu diversos mecanismos de resisténcia que
garantem seu sucesso durante a invasdo e permanéncia no sistema imune do hospedeiro. Esses
mecanismos permitem que o parasito se instale no interior das células de defesa, especialmente
0s macrofagos, e resista a resposta imune protetora (HANDMAN, 2005; MADHUBALA,
2004).

A espécie Leishmania spp. sintetiza fatores de viruléncia essenciais para sua sobrevivéncia.
Na superficie da membrana do parasito, destacam-se dois importantes glicoconjugados: a
glicoproteina GP63 e o lipofosfoglicano (LPG). Esses componentes estdo diretamente
envolvidos na modulacdo da resposta imune do hospedeiro, desencadeando diferentes vias de
sinalizacdo celular que ativam tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa
(BHATTACHARYA; ALlI, 2013; FREITAS; PINHEIRO, 2010).

2.5.1 Atuacdo do Sistema Imune Inato

Durante a resposta imune inata, logo ap6s a entrada do parasito na corrente sanguinea
do hospedeiro vertebrado, diferentes células de defesa sdo ativadas, incluindo neutrofilos,
mastécitos, células Natural Killer (NK), mondcitos, células dendriticas e macréfagos. Essas
células atuam de maneira dinamica e simultanea na contencdo do patégeno (GOMES et al.,
2017).

Sabe-se que os macrofagos representam as células hospedeiras definitivas de
Leishmania spp. (DAVIES et al., 1988; HORTA et al., 2020). No entanto, os neutrofilos
desempenham um papel essencial nas fases iniciais da infeccdo, sendo os primeiros a fagocitar
promastigotas. Posteriormente, os macrofagos sdo infectados pela ingestdo de corpos
apoptdticos contendo parasitos, resultantes da morte dos neutréfilos (PETERS et al., 2008;
AFONSO et al., 2008).

As celulas dendriticas (DCs) também sdo alvos da invasdo parasitaria, embora sua
participacdo seja mais evidente em fases posteriores da doenca. Nessa etapa, elas capturam
preferencialmente formas amastigotas, por meio da ligacdo do receptor FcyR as
imunoglobulinas do tipo IgG (KIMA et al., 2000).

A resposta imune se inicia quando o flebotomineo infectado libera promastigotas de
Leishmania na epiderme do hospedeiro. A saliva desses vetores possui propriedades

hemostaticas e imunomoduladoras que influenciam significativamente a infectividade e a
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patogénese da leishmaniose. Estudos demonstraram que a saliva de Lutzomyia longipalpis
contém substancias como a maxadilan, um potente vasodilatador, que favorece a instalacao
da infeccdo (TEIXEIRA et al., 2005).

Figura 5 - Mecanismo de invasdo de Leishmania nas células hospedeiras

FONTE: Criado pela Autora, 2025 no Biorender.com com informagdes de WALKER AM et al., 2013.

o Captacdo mediada por neutrofilos

Poucos minutos apés a picada do flebotomineo, os neutrofilos (PMNSs) sdo as primeiras
células amigrar para o local da infecgdo. Sinais especificos decorrentes do dano tecidual ativam
esses leucdcitos, indicando a presenca de um agente estranho no organismo do hospedeiro
(PETERS et al., 2008). Os PMNs exercem um papel fundamental na neutralizacéo e fagocitose
de promastigotas de Leishmania in vitro (MULLER et al., 2001). Essas células s&o as primeiras
a absorver os parasitos no sitio da infecgdo, como ja descrito em infec¢des por L. major
(SUNDERKOTTER et al., 1993) e L. infantum (THALHOFER et al., 2011). No entanto, a
resposta mediada pelos neutréfilos pode variar de acordo com a espécie de Leishmania e com
0 contexto imunoldgico do hospedeiro (HURRELL et al., 2016).
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Moléculas presentes na superficie celular da promastigota da Leishmania, como a
fosfastase &cida e o tartarato, inibe a fusdo do lisossomo e a producéo de espécies reativas dos
neutrofilos (REMALEY et al., 1984;). Quando a forma promastigota invade o sistema, elas
liberam fatores quimiotatico lipidico que serve como atrativo para captacdo dos neutrofilos,
que interagem com receptores de lipoxina A4 (ALX) (WENZEL et al., 2009).

Quando estdo préximos, o neutrofilo tenta atacar liberando uma enzima denominada
como serina peptidase, no entanto a Leishmania consegue se desvencilhar neutralizando com
a proteina com o auxilio do Inibidor serina peptidase presente na membrana da Leishmania,
sendo importante também para sobrevivéncia do parasito no interior da célula (FARIA et al.,
2011). Dessa forma, o parasito medeia essas reagdes de forma silenciosa, ativando a indugéo
do TGF-beta, por meio da inferéncia da ligacéo a anexida A5 do hospedeiro (AGA et al., 2002;
VAN-ZANDBERGEN et al., 2004).

Figura 6 — Captacdo mediada por neutrofilos
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Fonte: Criado por AUTORA biorender, adaptado VAN-ZANDBERGEN et al., 2004; FARIA et al., 2011,
WENZEL et al., 2009.

e Captacdo mediada por macrofagos

A superficie da forma promastigota dos parasitos € envolvida por um glicocélice composto por
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moléculas ancoradas em glicosilfosfatidilinositol (GPI), proteinas de membrana, lipofosfoglicano
(LPG) - que atua como uma capa protetora —, a protease de superficie GP63, proteofosfoglicanos
(PPGs) e glicosilinositolfosfolipidios (GIPLs), todos responsaveis pela protecdo do parasito
(GOROCICA et al., 2002; MANDELL et al., 2022; KAUSHAL et al., 2023). A importancia dessas
moléculas na internalizacdo do parasito tem sido amplamente relatada. No entanto, estudos
demonstraram gue linhagens mutantes de Leishmania deficientes em LPG (SPATH et al., 2003) ou em
GP63 (JOSHI et al., 2002) sdo fagocitadas com a mesma eficiéncia que os tipos selvagens, indicando
que outros fatores também estdo envolvidos nesse processo. A composi¢do dessas moléculas varia
conforme o estadgio de vida do parasito: o LPG é mais abundante na forma promastigota e é
drasticamente reduzido apds a diferenciacdo para amastigota, enquanto os niveis de PPGs e GIPLs
permanecem relativamente estaveis em ambos os estagios (AZEVEDO et al., 2020).

Os receptores de reconhecimento padrdo (RRPs) desempenham papel fundamental na
inducdo da resposta imune (FREITAS; PINHEIRO, 2013). Entre eles, os receptores do tipo
Toll (TLRs) sdo os mais frequentemente associados a infeccdo por Leishmania spp., sendo
responsaveis pela deteccdo de proteinas associadas ao patégeno e pelo inicio do
reconhecimento imunolégico (FARIA et al., 2012; KHADEM; UZONNA, 2014).

Na matriz extracelular, proteinas do sistema complemento também contribuem para a
resposta imune, migrando para o local da infeccéo para se ligar aos microrganismos invasores.
Essa ligacdo culmina na formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC), que atua
formando um poro na membrana do parasito, levando a lise celular (DUNKELBERGER et al.,
2010).

A GP63, presente na membrana do parasito, interage com proteinas iniciais do sistema
complemento, como a C3b, impedindo a formac¢do do MAC. Essa interagdo leva a clivagem da
C3b em C3bi (forma inativada), permitindo que a C3bi se ligue a receptores especificos na
superficie do macréfago, como CR1 e CR3 (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015;
HORTA et al., 2020).

Além disso, outras moléculas opsonizantes, como a fibronectina, proteina C reativa e
sulfato de heparano, também estdo envolvidas na internalizacdo das promastigotas pelos
macrofagos (BOBMAN-SMITH et al., 2002). Quando os macrofagos internalizam os parasitos
por meio do receptor CR3, a producéo de I1L-12 ¢ inibida. Como a IL-12 estimula a expressao
da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) e a producdo de oxido nitrico (NO), sua auséncia
contribui para a sobrevivéncia do parasito, constituindo um importante mecanismo de escape
(ANVERSA et al., 2017; DOS-SANTOS et al., 2016).

Esses receptores também inibem a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e

de NO, ambas toxicas para o0 parasito. Ao impedir a ativagdo dessas vias — por meio da inser¢do
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da C3b na membrana e da ligacdo da C3bi aos receptores dos macréfagos — o parasito cria um
ambiente intracelular propicio a sua sobrevivéncia, uma vez que a auséncia dessas moléculas
impede a formagao de perdxido de hidrogénio (H202) (GOLDMAN-PINKOVICH et al., 2020).

Apds a fagocitose, o parasito permanece dentro do fagossomo, que normalmente se
funde com o lisossomo para eliminar o invasor. No entanto, o LPG presente na membrana da
Leishmania inibe essa fusdo, interferindo na sinalizagdo intracelular por meio da quelacéo de
calcio e inibicdo de proteina quinase, retardando a formacdo do vacuolo parasitoforo e
permitindo a diferenciacdo do parasito em amastigota (ZILBERSTEIN, 2008). A Leishmania
apresenta, portanto, dois principais mecanismos de escape da atividade microbicida dos
macrofagos: a inibicdo da fusdo fagossomo-lisossomo e a supressao das vias de producgdo de
ROS e NO.

a. Ainibicdo da biogénese do fagolisossoma que ocorre através da acao de

uma metaloproteinase, que se encontra na superficie deste parasito, que

atua no bloqueio do receptor de proteina de ligacdo ao fator sensivel a

Etilmaleimida (SNARs), com o objetivo de alterar o processo

fagolisossomal e impedir a apresentacio (ARANGO-DUQUE E

DESCOTAUX, 2015).

b. O outro é por meio da metilacdo do DNA, ou seja, a adicdo de grupos

metil com a finalizadade de silenciar a atividade microbicida dos

macrofagos, consequentemente impedir o “|aviso|” para outras células da

resposta imune (ARANGO-DUQUE E DESCOTAUX, 2015).

Quando o parasito evolui para forma amastigota, tornando mais resistentes as enzimas
do macrofago, inibe a producdo de citocinas pro-inflamatérias e de 6xido nitrico (NO), o que
interferird na expressdo da molécula de histocompatibilidade Il (MHC-II). Em contrapartida,
atuard na inducdo de prostaglandina E2 (PGE2), IL-10 e no fator de crescimento
(CUNNIGHAM, 2002; LI1U; UZONNA, 2012).

A proteina GP63 esta em maior quantidade nas amastigotas. Quando as células
conseguem se diferenciar de promastigotas em amastigotas, essa proteina GP63 degrada as
enzimas, se multiplicam por divisdo binaria e rompem o vacuolo parasitéforo e a célula
hospedeira, por sobrecarregar a célula infectada, consequentemente liberando as amastigotas
na corrente sanguinea e, induzindo a novas infec¢des, acaba debilitando a resposta imune.

Alguns trabalhos indicam que a Leishmania pode invadir macr6fagos por outras rotas
além da fagocitose classica, como foi descrito por um grupo de pesquisa onde observou que a

ligacdo da Leishmania provoca um aumento do Ca» no citosol da célula, o que provoca o
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recrutamento do lisossomo da célula para o local, onde por sua vez secreta a esfingomielinase
acida (enzima capaz de ocasionar a endocitose). O parasito se fixa na parede da célula
hospedeira, entdo se funde instantaneamente com a membrana plasmatica, liberando seu
conteddo para 0 meio externo por meio de microlesdes induzidas pelo parasito a célula
hospedeira, ocasionando a internalizacdo dos promastigotas através dos flagelos
(CAVALCANTE-COSTA et al., 2019)

e “Cavalo de Troia”

Um papel dos macrofagos na imunologia, além de fagocitarem patdégenos, onde ao
ser internalizado ird desencadear processos para a degradacéo, e posteriormente apresenta-los
0S seus antigenos, associados ao MHC, conduzindo ao desenvolvimento da imunidade
adquirida (STRAUSS et al., 2010), é a importancia também na remoc¢do de neutrofilos
apoptéticos pelos macrofagos, visto que se os neutrofilos entram em necrose, eles poderdo
liberar seus granulos no meio extracelular e causar uma inflamacao estendida. Dessa forma, os
macrofagos -ao fagocitarem os neutrofilos- impedem a inflamacao e aumentam o seu arsenal
microbicida por receber o conteido granular dos mesmos (TEO et al., 2003).

Como visto anteriormente, os neutrofilos sdo as primeiras células que chegam na
infecgdo por Leishmania e ap0s serem internalizadas agem nessas celulas como hospedeiras
temporérias até levar & morte dos neutréfilos. Sabendo que os macrofagos irdo agir nessas
células, pois o seu papel na resposta imune também ¢é ater essas células apoptoticas, quando
fagocitadas a Leishmania contida no interior dessas células consegue invadir os macrofagos de
forma silenciosa, sem a ativagcdo dos mecanismos de defesa (GER VAN ZANDBERGEN et
al., 2004).
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Figura 7 - Cavalo de troia, macrdfagos fagocitando os neutréfilos infectados com amastigota de

Leishmania.
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Fonte: Criado no Biorender.com. Adaptado de GER VAN ZANDBERGEN et al., 2004.

2.5.2 Atuacéo do Sistema Imune Adaptativo

Apbs a resposta inicial pelo sistema imune inato, é gerado um antigeno especifico
pelas células dendriticas epidérmicas, que capturaram o parasito e migram em direcdo aos
linfonodos regionais para se diferenciarem em células dendriticas apresentadoras de antigeno
(DOS SANTOS et al., 2016). Essas células agem apresentando os antigenos aos linfocitos T
virgens, induzem a producdo de IL-12, que em consequéncia ativa células Natural killer, CD8
e promove a diferenciacdo das células T CD4, em linfécitos Thl (COSTA etal., 2013; RITTER
e KORNER, H et al 2002).

A apresentacdo de antigeno e a producdo de IL-12 ocorrem pelas células dendriticas,
que sdo essenciais para a inducdo de células T CD4 e CD8 para mediar a resposta contra
Leishmania (BACELLAR er al., 2008). No entanto, em um estudo in vivo por células
dendriticas murinas, a infec¢do com os parasitos L. mexicana e L. amazonensis ndo conseguiu
induzir a producdo de IL-12 (BENNETT et al., 2001; XIN L et al., 2008).

Com os linfécitos Thl ativados, eles se direcionam ao local da infec¢éo, e ao se
instalarem, intensificam a fagocitose, aumentando a producdo de INF-y, fator de necrose
tumoral (TNF-alfa), e induz a producéo de IL-2 (SCOTT et al., 2016; BLACKWELL et al.,
2018). O IFN-y ativa os macréfagos e induz a secrecdo de mais IL-12, promovendo uma
atividade Leishmanicida (ALMEIDA et al., 2013).
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Quando o perfil Th2 ¢é estimulado durante a infec¢do associadas por Leishmanias
dermotrdpicas, visto que a ativacdo pela via alternativa tém o objetivo da reparacgdo tecidual,
sintese de colageno, fibrose, ou seja, atividades que estdo mais voltadas para a epiderme. Dessa
forma, as células Th2 induzem citocinas diferentes das secretadas nas células Thl, sendo
definidas como citocinas anti-inflamatérias, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (SCOTT et al., 2016;
BLACKWELL et al., 2018).

Na Leishmaniose, essa polaridade é muito importante (Thl e Th2). Esta resposta
geralmente ocorre de forma mista, ou seja, as duas atuam dinamicamente; no entanto, a resposta
Thl esta associada a resisténcia a Leishmania; ou seja, quando se tém uma resposta Thl
elevada, o hospedeiro conseguira se curar melhor; por outro lado, quando se tém uma resposta
Th2 mais polarizada, consequentemente induz citocinas que desativam o macréfago, o que
impede funcgdes efetoras como a producdo de oxido nitrico, espécies reativas em favor da

sobrevivéncia do parasito e da progressao da doenca (SHER et al., 1992).

Figura 8 — Resposta Imune Thl e Th2
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Fonte: Criado com Biorender.com e adaptado de OLIVEIRA et al.,2021.

A morte da Leishmania esta muito dependente da ativacdo do IFN-y (CARVALHO et
al., 1994), formado na resposta Thl. No entanto, se existe uma exacerbacdo da Thl, o
hospedeiro possui um quadro inflamatério mais intenso, podendo levar a lise do tecido. Se

existe uma polarizacao da resposta Th2, existe um maior crescimento do parasito. No caso da
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Leishmania visceral (calazar) acontece a supressdo da resposta Thl e o aumento da resposta
Th2, consequentemente levando esse crescimento do parasito nos rgdos como bago, medula
0Ossea, figado. No caso da Leishmaniose tegumentar, quando ocorre a polarizacao para Th2,
promove -ao invés de ulceracBes- nodulos disseminados pelo corpo repletos de parasitos
(OLIVEIRA et al., 2021)

Quando o hospedeiro apresenta imunidade adquirida contra Leishmania, 0s
macrofagos respondem as células Thl, onde irdo participar na eliminacdo dos parasitos, as
quais sdo responsaveis por mediar 0 agente intracelular. Elas induzem citocinas do tipo I1L-12
e IFN-y. Por outro lado, Th2 s&o ativados quando as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 s&o liberadas,
promovendo uma resposta desfavoravel ao hospedeiro, pela deficiéncia no controle parasitario.
O crescimento parasitario, o sistema imune do hospedeiro, variagdes genéticas, estado
nutricional, viruléncia do parasito e meio de transmissao estdo diretamente interligados na
resposta imunoldgica (CONCEICAO et al., 2014; HOSEIN et al., 2017;). Sendo assim, a
resposta imune para o controle da carga parasitaria dependeria da ativacao de linfocitos CD4+
de Th1, sendo ativados pela expressao da enzima NOS-2 e a consequente producdo de NO. A
partir do aminoacido L-arginina, a enzima celular: 6xido nitrico sintase do tipo 2 (NOS2)
catalisa a sintese de Oxido nitrico (DAYAKAR et al., 2019; SANMARCO et al., 2017).

2.5.3 Infeccéo por L. braziliensis

As lesdes ocasionadas em pacientes infectados por L.braziliensis levam a um ambiente
na epiderme extremamente inflamado, sendo assim, esses pacientes apresenta uma maior
polarizacdo da resposta Thl, o que leva essa inflamacdo excessiva e dano tecidual
(CARVALHO et al., 2012). Altos niveis de IFN-y e TNF-a sdo descritas na LC, causada por
essa espécie, embora o0 IFN-y pode induzir uma acéo protetora (SANTOS et al., 2013), ha
evidéncia também de apoiar o papel na patologia de lesGes cutanea e mucosa (FARIA et al.,
2015; CARVALHO et al., 2007; GOLLOB, 2008; MIRANDA et al., 2015).

Na leishmaniose cutanea, o desenvolvimento de uma infeccdo ndo cicatrizante é
associado por um perfil imunossupressor, com aumento da atividade da arginase | (BOGDAN,
2020), uma substancia que favorece o metabolismo antioxidante dos parasitos, e que
paralelamente compete com a iNOS pelo substrato L-arginina, impactando na diminuicdo do
NO (COLOTTI et al., 2011).
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Pesquisas anteriores, demostraram que as amastigotas de L.braziliensis, se replicam
melhor na auséncia de ROS, identificando essas moléculas como importantes reguladoras da
proliferacdo do parasito dentro das células hospedeiras (NOVAIS et al., 2014)

2.6 Farmacoterapia

Considerando a permanéncia de novos casos clinicos envolvendo a Leishmania, o
tratamento assim como seu diagndstico, deveria ser seguro e eficaz, contudo, a realidade da
farmacoterapia € totalmente controveérsia, demonstrando ser, toxico, com baixa eficécia, alto
custo e dificuldade na administracdo (SANTIAGO et al.,2021). Existem algumas drogas
Leishmanicida disponiveis para o controle da doenca, sendo que o sucesso do tratamento
aplicado, assim como a eficiéncia, varia conforme o sistema imune do paciente, bem como a
forma clinica de leishmaniose e a espécie envolvida na infeccdo (VAN GRIENSVEN & DIRO,
2019).

2.5.1 Antimoniais Pentavalentes

Sdo os farmacos de primeira escolha para tratamentos, utilizado na clinica desde
1945, que incluem o antimoniato de meglumina e estibogluconato de sodio (SANGSHETTI et
al. 2015), esses farmacos apresentam uma elevada toxicidade concomitante ao uso, sendo
descrito casos de pancreatite (GASSER JR et al, 1994) e insuficiéncia renal (ZAGHLOUL,
2004) além do tempo de tratamento/exposicdo ser longo, agravando o quadro e prejudicando

células saudaveis.

Os mecanismos de acdo da classe de desses farmacos ndo estdo bem elucidados,
porém sabe-se que eles sdo um pro farmaco, ou seja, farmacos que dependem da administracao
para serem ativos (HANSEN et al., 2011). Esses compostos agem nas formas amastigota da
Leishmania, impedindo a glicolise e a oxidagao dos &cidos graxos, e reduzindo a producdo de
ATP e GTP (BRAZIL, 2017). Qutros estudos sugerem que 0s antimoniais pentavalente sdo
capazes de induzir a apoptose atraves do estresse oxidativo, inibindo a enzima tripanotiona
redutase, responsavel pela defesa do parasito contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(KIP et al., 2018; SINGH & KUMAR,2012)
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Figura 9 - Estrutura do f&rmaco Antiménio de meglumina
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A farmacoterapia recomendada pela OMS, € a administracdao parenteral de 10 a 20
mg/Sh+ por quilograma ao dia, durante 20 dias. Caso o paciente ndo se cure completamente
durante trés meses do término do tratamento, o esquema devera ser repetido, no entanto, a
duracdo sera prolongada para 30 dias. Persistindo o insucesso, segue para droga de segunda
escolha, Anfotericina B ou Pentamidina (BRASIL, 2017).

O uso dos antimoniais pentavalentes apresentam limitacdes, como os efeitos
colaterais sistémicos, que necessitam de um acompanhamento médico muito minucioso
(ZUCCA et al., 2013). Para as gestantes 0 uso dessa classe ¢ abolido, devido a capacidade de
atravessar a barreira placentaria podendo impactar na ma formacao no sistema nervoso central
do feto, além disso, existem restricdes para 0 uso em idosos acima de 50 anos, portadores de
comorbidades, como, cardiopatias, nefropatias, doenca de chagas e hepatopatias (BRASIL,
2017). Embora exista evidéncia de eficacia, ha um crescente demostrando resisténcia a terapia
medicamentosa, estando atrelada a espécie de Leishmania (ALMEIDA et al., 2005). Nesses

casos de ineficacia terapéutica, a solu¢do é empregar drogas de segunda escolha.

A segunda linha de farmacos utilizados, sdo os antibidticos anfotericina B e a
anfotericina B lipossomal, a miltefosina paramomicina e pentamidina (SANGSHETTI et al.
2015), eles exibem uma toxicidade inerente, e graves efeitos colaterais, como, por exemplo o
caso da Miltefosina, onde estudos descreveram a manifestacdo de hepatoxicidade, toxicidade
renal e disturbio gastrointestinais (SANGSHETTI et al. 2015),

2.5.2 Pentamidina
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A Pentamidina foi descoberta na mesma década de 40 que os antimoniais
pentavalentes, apenas na década de 80 que foi empregada como tratamentos para LV
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). O mecanismo de acdo do farmaco € baseado na
inibicdo da cadeira respiratéria do complexo I, rompimento da membrana mitocondrial e
comprometimento da sintese de DNA (YANG et al., 2016)

Figura 10 - Estrutura do farmaco Pentamidina
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Fonte: CAVALHO et al., 2015

No entanto, com estudos sendo realizado em varias espécies de Leishmania,
observou-se a reducdo de eficicia da Pentamidina, em espécies como L. braziliensis e L.
guyanensis, foi relatado uma eficacia de apenas 71,05% e 58,1% respectivamente (NEVES et
al., 2011), sendo assim, o farmaco ndo é recomendado para o tratamento da leishamaniose por
infeccdo dessas duas espécies citadas.

2.5.3 Miiltefosina

A Miltefosina foi o primeiro e Gnico farmaco para uso oral, aprovado em 2002 para
0 uso a na clinica contra a leishmaniose. Inicialmente o composto foi produzido para o
tratamento de metastase cutanea. A dose recomentada é de 2,5mg/kg/dia durante 28 dias
(BRASIL, 2016). O mecanismo de acdo do farmaco é baseado pela inibi¢cdo de esterol e
fosfolipidios induzindo a apoptose (DORLO et al., 2012)

Figura 11 - Estrutura do farmaco Miltefosina
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A terapia com a Miltefosina também apresenta limitag@es, principalmente em relagéo
ao alto custo do tratamento, além dos efeitos adversos, como nauseas, vomitos, tonturas, dor
de cabeca, diarreia, toxicidade renal e hepatica, teratogénica e abortifera (KEVRIC et al. 2015).
Estudos realizados, relataram que em relacdo a leishmaniose visceral a Miltefosina demostrou
97% de cura (SUNDAR et al., 2002) No entanto, esses valores caem drasticamente quando
comprada ao tratamento contra espécies do novo mundo, como L. braziliensis, L. amazonensis,
L.panamensis, variando de 21% e 91% de cura (VELEZ et al.,2010; CHRUSCIAK-TALHARI
etal., 2011).

2.5.4 Paramomicina

A Paromomicina foi um composto registrado em 2006 para ser utilizado na clinica
da leishmaniose visceral, ¢ um antibiético que apresenta 95% de eficacia (SUNDAR et al.,
2007). E utilizado na forma parenteral com dose recomendada de 15mg/kg/dia durante 21
continuos e na formulacdo topica o medicamento possui 15% de Paromomicina e 12% de
cloreto de metilbenzetonio, aplicada duas vezes ao dia durante 3 a 6 semanas (KEVRIC et
al.,2015).

Figura 12- Estrutura do farmaco Paromomicina
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Fonte: CARVALHO et al., 2015

Quando utilizado em forma topica, é necessario que seja concomitantemente associado
0 Glucantime ao uso parenteral, visto que estudos relataram o aumento de 90% da eficacia da
terapia em casos de infecgé@o por L. panamenses (SALAH et al., 2013). O mecanismo de a¢édo
do farmaco, esta ligado pela ligagdo com o ergosterol, possuindo agdo nas duas formas

evolutivas da leishmaniose, amastigota e promastigota (VERMEERSCH et al.,2009). Contudo,
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0 uso do farmaco, estd associado a efeitos extremamente toxicos, por induzir producdo de
mediadores como TNF-X, prostaglandinas e oxido nitrico sendo vistas em estudo in vitro
(CAMACHO et al., 2004).

2.5.5 Anfotericina B

A Anfotericina (AnB) é um farmaco antibi6tico utilizado na clinica contendo um
amplo espectro. Essencialmente, € um composto natural, produzindo por uma bactéria
Streptomyces nodosus, caracterizada e isolada na década de 50 (GOLD et al., 1956). O
mecanismo de acdo da AnB, acontece por diferentes vias, tanto por via membrana, quanto de
forma intracelular (MESA ARANGO et al., 2012).

Figura 13 - Estrutura do farmaco Anfotericina B
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Fonte: PASQUALOTTO, 2015.

l. Ao nivel da regido externa da membrana, o fA&rmaco age se ligando a moléculas
como o ergosterol, sendo o principal esterol encontrado na membrana dos fungos e alguns
parasitos, como no caso da Leishmania. Quando ocorre essa ligacdo, o farmaco forma poros, o
qual permitem a passagem de eletrélitos, e outros componentes extracelulares citoplasmaticos,
sendo assim levando a apoptose. Outra forma, € quando o Anb, ao se ligar ao esterol, impede
que ele exerca suas funcdes bioldgicas na membrana celular, dessa forma, impedindo processos
como; endocitose, manutencdo da fluidez e fusdo de vacuolos (ODDS et al.,, 2003;
MATSUMORI et al., 2009; MESA ARANGO et al., 2012).

Il. Quando se trata da acdo na Anfotericina ao nivel intracelular, o farmaco age pela
indug&o de estresse oxidativo, sendo assim, ocasionando o acimulo de radicais livres na célula

do parasito. Dessa forma, resultando em efeitos que prejudicam as fungdes como a producao
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de DNA e proteinas que sdo responsaveis pela “satde” do parasito, enfim levando a morte
celular (MESA-ARANGO et al., 2014; SANGALLI-LEITE et al., 2011)

A anfotericina oferece um potente efeito imunomodulador, ou seja, um composto com
mecanismo de acdo alternativa. No entanto, esse mesmo efeito, esta associado a toxidade
inerente ao uso do farmaco, o que debilita ainda mais os pacientes infectados que fazem o uso
(CAMACHO et al., 2004). Diante dessa toxidade, e do conhecimento da quimica, estudos
observaram que a Anb € um composto anfipatico, e a parte lipofilica da molécula para ser
administrada, precisa estar associada a um meio aquoso para aumentar a lipofilicidade e assim
melhorar a distribuigdo no organismo humano, visto isso, a molécula atualmente possui quatro
formulacgdes aprovados para o uso clinico: AnB desoxicolato de s6dio, complexo lipidico de
AnB, formulacao com dispersdo coloidal de AnB e formulacao lipossomal, com o objetivo de
melhorar o composto e suas caracteristicas inerentes relacionadas ao perfil quimico do farmaco
(SAAG et al., 2000; WANESS et al., 2009)

Tabela 1 — Farmacos utilizados na clinica

Farmaco Mecanismo de Acéo Via de administracéo Efeitos colaterais
Pro-farmaco, agem Néauseas, eritema, dor
Antimoniais inibindo glicolise e Intramuscular ou abdominal, toxicidade
pentavalentes oxidacdo de acidos endovenosa (hepatica, pancreas,
graxos renal, muscular)
leucopenia
Inibicdo da Tépico para leishmaniose
Paromomicina biossintese de cutanea e parenteral para Eritema, dores, edema
proteinas leishmaniose visceral e danos ao ouvido
Inibe a sintese de Dores, nauseas,
Pentamidina DNA e modifica a Intramuscular ou vomitos, tonturas,
morfologia do endovenosa mialgia, hipertenséo,
cinetoplasto dor de cabeca
Interfere com a Néauseas, vOomitos,
biossintese de diarreia, creatinina
Miltefosina fosfolipideos e Oral elevada

metabolismo alquil-
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lipidico em
Leishmania
Anfotericina B Ligacdo aos esterois Endovenosa Febre, nauseas,
da membrana do anorexia, leucopenia,
parasito e muda a falha renal, problemas
permeabilidade cardiacos

seletiva para K+ e
Mg2+

2.6. Tiossemicarbazona

As Tiossemicarbazona (TSC) sdo moléculas que possuem estrutura basica, C=N-NH-
CS-NH;,, cujas propriedades tém sido extensivamente estudadas pela Quimica Medicinal. Séo
obtidos pela reacdo de condensacdo de tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou cetonas. A
estrutura quimica e a respectiva numeracao dos atomos segundo IUPAC (PANICO, POWELL
& RICHER, 1993; JACOB et al., 2023) é demostrada a seguir:

Figura 14 - Estrutura da Tiossemicarbazona
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Fonte: IRIS et al., 2021.

A sintese das Tiossemicarbazona é explorada por sua facilidade de obtencéo,
geralmente altos rendimentos, baixo custo, alem da sua versatilidade na aplicacdo como
intermediarios de nucleos na Quimica Medicinal (JABOB. et al 2023). Os mecanismos para
obtencdo iniciam-se com a protonagdo do oxigénio da carbonila para formar o intermediario
ion oxo6nio, em seguida de ataque ao nucleo por uma molecula de nitrogénio N-1 da

tiossemicarbazida para formar o intermediario protonado. Este perde uma molécula de agua e,
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apos neutralizado, forma-se a Tiossemicarbazona (COSTA et al, 2003; SOLOMONS &
FRYHLE, 2002).

12 Etapa - Reacéo de adicao nucleofilica e formacéo das tiossemicarbazonas.

O mecanismo geral a seguir representa a formacdo dos compostos intermediarios, ou
seja, das tiossemicarbazidas substituidas. Caracteriza-se por um ataque simultaneo do
nitrogénio do hidrato de hidrazina ao carbono da tiocarbonila, e deslocalizacdo dos elétrons ©
para 0 nitrogénio vizinho, conduzindo aos derivados tiossemicarbazonicos (Esquema 1)
(Tenorio et al., 2005; IRIS, 2021).

Figura 15 - Mecanismo de formacdo dos compostos intermediarios
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Fonte: Adaptado IRIS, 2021.

22 Etapa - Reacdo de condensagdo e formagédo das tiossemicarbazonas.

A etapa da sintese para obtencdo dos compostos finais caracteriza-se por uma reacdo de
condensacdo. Ocorre uma ativacdo, por meio de um &cido, da funcdo aldeido do composto
aromatico de escolha. O par de elétrons livres, presente no nitrogénio da hidrazina, ataca o carbono
positivo. Assim, ocorre a deslocalizagdo dos elétrons com formacéo e posterior eliminagédo de dgua.
O nitrogénio que esta positivo protona a agua e finalmente forma-se o composto final,

esquematizado abaixo (Esquema 2) (Aquino, et al., 2008).

Figura 16 - Mecanismo de formag&o dos derivados indolicos-tiossemicarbazénicos.
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Ry H; 4-Cl; 1-naftil, alil
Ra: 4-MN0O2; 5-CN; T-aza; 7-CH3; 1-benzo

Fonte: Adaptado IRIS, 2021.

Muitos exemplos foram sendo descritos nos ultimos 50 anos, revelando atividade
antitumoral (OLIVEIRA et al., 2015); FEUN et al.,2002; WADLER et al.,2004;
RAMACHANDRAN et al., 2009), antibacteriana (COSTELLO et al.,2008;
RAMACHANDRAN et al., 2009), antifungica (RAMACHANDRAN et al., 2009), antiviral
(MISHRA et al., 2002; FINKIELSZTEIN et al., 2008) e antiprotozoéario (GREENBAOUM et

al., 2004; ABID et al., 2008).

Figura 18 - Estrutura geral de uma tiossemicarbazona sintética
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Fonte: BRAGA et al., 2016

A versatilidade farmacoldgica, se deve aos compostos agirem como inibidores de

enzimas, interagindo com o DNA ou inibindo a sua sintese (KURUP & JOSEPH, 2003), além
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disso, estudos explorando a sintese de Tiossemicarbazona complexadas com metais,
demonstraram um amplo espectro de aplicagéo terapéutica, dessa forma sua ac¢ao resultar na
formacéo de quelatos com ions metélicos, resultando um composto com vantagens, como a
melhoria da farmacodindmica, farmacocinética e mimetizando substratos endogenos
(KALINOWSKA-LISA et al., 2008).

Atividade anti-tripanossomastideo tem sido relata em estudos que mostram a eficacia
dessas moléculas contra Leishmania e T. cruzi (DA SILVA SANTOS et al., 2017; LINCIANO
et al., 2018). Possiveis alvos bioldgicos e mecanismos de acdo também sdo alvos desses
estudos. As tiossemicarbazonas heterociclicas sdo reconhecidas por ser inibidores potentes da
atividade da enzima ribonucleosideoredutase (RR). Esta enzima existe em todas as células
vivas e apresenta a funcdo de catalisar a formacdo de deoxirribonucleotideos a partir de
ribonucleotideos, um fator limitante para a sintese de DNA. Assim, RR vem sendo relacionada
como um alvo promissor na terapia do cancer e doencas parasitarias. Dessa forma, o efeito
antiproliferativo de derivados de tiossemicarbazona contra L. donovani parece ser mediado
pelo bloqueio da sintese de DNA (DODD et al, 1989).

Algumas pesquisas demostraram que uma Tiossemicarbazona derivada do limoneno
demotrou um efeito sobre as células de L. amazonenses, causando despolarizacdo da membrana
e aumento a peroxidacao lipidica das células (BRITTA et al., 2012), em um outro estudo por
Scariot e colaboradores, realizaram testes associados com a miltefosina, onde o tratamento
forneceu dados células e mitocondriais ao parasito, da mesma forma que nao foi toxico a célula
hospedeira (SCARIOT et al., 2017). Derivados tiossemicarbazonas em testes, de variados
estudos apresentam baixa toxicidade em macrofagos peritoneiais murino e linhagens J774, que
induziram agdo anti-L. amazonesis, através da modulag&o de citocinas e 6xido nitrico.

Em um outro estudo realizado, com L. infantum, para avaliar a atividade anti
leishmania com compostos indol-tiossemicarbazonas, a pesquisa observou que L. infantum
obteve valores de ICso foi entre 4,36 e 5,60 uM, além disso, os estudos com microscopia de
varredura relatou um encolhimento do corpo celular desses parasitos, encurtamento e perda do
flagelo, vacuolizacdo do citoplasma e inchago mitocondrial. Comparativamente em relagdo a
toxicidade esses compostos demostraram ser toxicos apenas para a célula parasitaria, visto que
as células do hospedeiro se mantiveram saudavel (DA SILVA et al., 2020)

Derivados de tiossemicarbazonas demonstram a capacidade de inibir as cisteinas
proteases da Leishmania, enzimas diretamente relacionadas a nutri¢do, ao processo de invasao
do parasito, evasdo dos mecanismos da resposta imune e replicacdo, além de ter um papel

fundamental na diferenciacdo de promastigotas para amastigotas (SCHRODER et al, 2013.).
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Outros trabalhos mostram que alguns derivados de tiossemicarbazona induzem a morte das
leishmanias por apoptose (DA SILVA et al., 2017).

2.7 Indol

O Indol é um composto orgénico aromatico heterociclico que possui a formula estrutural
C:H.N. Possui um anel benzénico ou anel aromatico e uma estrutura biciclica, ou seja, uma
molécula que apresenta dois anéis ligados entre si, assim ambos compartilham uma ligacéo dupla.
Os compostos indol estdo amplamente distribuidos no ambiente natural, distribuido em aspectos
fisiologicos como; presentes em hormdénios (serotonina e melatonina), além disso, estudos
realizados observaram que varias bactérias possuiam a capacidade de produzir esse tipo de
composto (NOREEN et al., 2017)

Figura 19 - Estrutura do 1H- indol.
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Fonte: JACOB, 2018.

O nucleo inddlico presentes em produtos naturais e sintéticos se caracteriza por ser uma
estrutura heterociclica aromatica, sendo uma fusdo dos ndcleos benzénico e pirrélico (COLLIN,
HOKE, 2000) (Figura 13). O indol ¢ uma molécula de sinalizacéo interespecifica mais importante
(LEE, 2015). A molécula é incorporada as proteinas na forma de aminoéacido, fornece estrutura em
neurotransmissores como serotonina e melatonina, além disso € um modelo estrutural comum em
uma variedade de composto naturais e sintéticos (HENYKOVA et al., 2016; ESTEVAO, 2010).

Uma das estratégias utilizadas durante o planejamento de novos candidatos a farmacos, é o
bioisosterismo, que se trata de uma maneira de realizar modifica¢fes estruturais na substancia
utilizada como prototipo, afim de por meio da troca de determinado fragmento da molécula, por
outro, que possua propriedades fisico-quimicas semelhantes (CHACALTONA, 2015).

Nesse contexto, é possivel afirmar que o nacleo inddlico constitui um heterociclo relevante,

pois apresenta a capacidade de formar diferentes bioisdsteros de anel. Esses isosteros podem ser
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gerados pela substituicdo de um atomo de carbono por um atomo de nitrogénio, o que resulta na
formagdo de oito variag@es estruturais do ndcleo indolico (BLANCO et al., 1999; FDA, 2025;
CAPASSO et al., 2012; YAMADA, et al., 2003; BARREIRO, et al., 2008; DESIMONE, et al.,
2004; DE SA ALVES et al., 2009) (Figura 16)

Figura 20 - Isdsteros do nucleo indolico obtidos por meio da substituicdo de um atomo de carbono

por um atomo de nitrogénio
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Fonte: BLANCO, et al., 1999 (a); FDA, 2025 (b); DRUGBANK, 2025 (€}; CAPASSO et al., 2021 (d);
YAMADA, et al., 2003 (¢); BARREIRO, et al., 2008 (f); DESIMONE, et al., 2004 (g); DE SA ALVES, et
al., 2009 (h).

Segundo a plataforma Integrity (CORTELLIS, 2025), existem 121 farmacos lancados no
mercado que contém o nucleo inddlico, sendo que 36 deles (30%) foram aprovados pelo FDA entre
0s anos de 2000 e 2021 (FDA, 2021). Atualmente medicamentos contendo o anel indolico estéo
disponiveis na clinica médica como o0s: o0 Repersine, um alcaloide indélico utilizado para
tratamento de hipertenséo; a vimblastina e a vinorelbina para tratamento tumoral (CHEN, HUANG,
2005; CHADHA, SILAKARI, 2017) (Figura 18).
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Figura 21 - Estruturas de substancias que apresentam a subunidade indol.
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Fonte: Adaptado KAUSHIK, et al., 2013.

Ja na atividade antiparasitaria o grupamento indélico apresenta diversas possibilidades com
novas moléculas ativas frente protozoarios (MEZENCEYV et al., 2009; FARAHAT et al, 2017;
SHARMA et al., 2014). Compostos contendo indol demonstram excelente potencial leishmanicida
frente a formas promastigotas e amastigotas de L. donovani, revelando ainda que os derivados
induzem a morte dos parasitos por apoptose (PANDEY et al., 2016). O grupo de pesquisa em
inovacdo terapéutica-GPIT/UFPE, destacou que os derivados hibridos indol-tiofeno e indol-
tiazolidina-4-tiona apresentou atividade anti-leishmania frente formas promastigotas de L.
amazonensis e L. infantum frente formas promastigotas e amastigotas, respectivamente (FELIX et
al., 2016; GOUVEIA, 2019).

Sendo assim as tiossemicarbazonas e o nucleo indélico com diferentes substituintes se
apresentam como uma estratégia adequada para o desenvolvimento de novos farmacos
antiparasitarios. De acordo com a metodologia adaptada de Tendrio et al. (2005), a variabilidade
na forma de obtencdo, o baixo custo de sintese, a aplicagdo como intermediario de nucleos

importantes, rapidez de sintese, altos rendimentos e a sua comercializacdo fazem com que a
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tiossemicarbazonas se tornem quimicamente atraentes para realizagéo de estudos (DU et al, 2002;
HANG, BERTOZZI, 2001).
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Analisar a acdo Leishmanicida dos derivados sintetizados heterociclicos e néo ciclicos da
indol-Tiossemicarbazona contra espécie de L. braziliensis e predizer in silico a atividade como

potencial farmaco.

3.2 Objetivo especifico

a. Caracterizar in silico propriedades farmacodinamicas e farmacocinética dos
sintéticos;
b. Avaliar in vitro o efeito do tratamento sobre promastigotas de L. braziliensis com

compostos sintéticos identificados em experimentos LT-71, LTc-71, LT-79, LTc-79 e LTc 85;

C. Avaliar a citotoxicidade dos compostos sintéticos em cultura de macrofagos
peritoneiais e linhagens de células L929 (Fibroblastos);

d. Avaliar o indice de seletividade dos compostos indélico tiossemicarbazénicos a

partir de macréfagos peritoneais e promastigotas de Leishmania braziliensis;
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4. METODOLOGIA

4.1 Estudo in silico

4.1.1 Compostos sintéticos derivados indol Tiossemicarbazona

Na primeira parte deste trabalho os derivados inddlicotiossemicarbazonas ja previamente
sintetizados e caracterizados por espectroscopia ressonancia magnética nuclear de hidrogénio,
carbono 13, infravermelho e espectrometria de massas, e avaliados quanto a atividade antioxidante
pelo método de DPPH. Os 5 compostos foram provenientes do Laboratorio de Quimica e Inovagéo
Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e estdo demostrados na figura 14.

Os indol tiossemicarbazona foram obtidos segundo metodologia desenvolvida pelo grupo
de pesquisa do LQIT (IRIS, 2018). As moleculas inddlicos-tiossemicarbazonas, foram sintetizadas
a partir de isoticionatos substituidos e hridrazina hidratada, e indolcarboxaldeidos substituidos,

foram obtidos os derivados tiossemicarbazonicos.

Figura 22— Diagrama de sintese dos compostos indélicos-tiossemicarbazonas
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Fonte: IRIS et al., 2018

Com a fusdo destas duas partes, os compostos finais obtidos, foram solubilizados em
dimetilsulfoxido (DMSO) e estocados de 2°C a 8°. Esta solucéo foi entdo dissolvida em meio de

cultura para obter as diferentes concentragdes para realizagcdo dos demais experimentos.
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Figura 23 — Compostos sinteticos indolicos-tiossemicarbazonas
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A sintese permitiu a formagdo de 5 compostos descritos na tabela 2, os quais foram
identificados levando em consideragdo as regras propostas pela IUPAC (International Urion of

Pureand Applied Chemistry).
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Tabela 2 — Radicais adicionados com compostos ind6licos tiossemicarbazonas

Nomenclatura IUPAC Radical 2 Radical 1
NO, N
LT71 Hoom 2-((4-nitro-1H-indol-3- S0
~ _N N il)metileno)-N-
| N \H/ \© fenilhidrazinacarbotioamida
HN S
2 o} Etil-2-(2-(-(4-nitro-1H- NH
N indol-3-
LTe71 L
N=

il)metileno)hidrazona)-4- N.
Nou o 8TCH oxo-3-feniltiazolidin- O
2 HC— o ilideno) acetato

fenilhidrazinacarbotioamida

0
S
§
g
H H N-(4-clorofenil)-2-((7-
LT-79 1 H metil-1H-indol-3- \ Cl
I \N’NWN\©\ il)metileno)-N- HN
s Cl
Cl
) g
N Etil-2-(3-(4-clorofenil)-2-

LTc-79 e (((7-methil-1H-indol-3- Mo
S ilymetileno)hid -4- \
Ho=N il)metileno)hidrazona) s \
0”70 oxotiazolidin-5- HN
N L ilideno)acetato o
N /
Sny \
|
>
Etil-2-(3-alil-2-(((5-ciano- N__o
LTc85 N— 1H-indol-3- (P
n=_ il)metileno)hidrazona)-4- ST
N=Ng—~cH Al H,N
HG=N oxotiazolidin-5 2 —{
NG Oé\'\o ilideno)acetato 0
. .
H

4.1.2 Determinagao do perfil ADMET

Os estudos in silico sdo fundamentais para o desenvolvimento de novos farmacos, por
prever as propriedades fisico-quimica, bem como o perfil ADMET das moléculas estudadas. Os
parametros da area de superficie topologica polar (TPSA), solubilidade em agua (LogS),

toxicidade, coeficiente de particdo ostanol/agua (LogP), massa da molécula (g/mol), niUmero de
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grupos aceptores e doadores de ligacao de hidrogénio (regra de Lipinski) foram avaliadas através
do software SwissADME e pkCSM. Além desses a partir da TPSA foi calculado a porcentagem de
absorcéo parcial gastrointestinal pela formula (ZAHO et al., 2000):

%ABS: 109-[0,345 x TPSA]

O programa SwissADME permitiu a apresentacdo de dados na forma do grafico de
Bioavailability Radar, resposavel por demonstrar um conjunto de propriedades para uma execelnte
biodisponibilidade do farmaco, baseado nas seis caracteristicas: lipofilicidade, tamanho,
polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturagdo, sendo assim a area rosa representa o intervalor
ideial para cada tipo de propriedade, neste exemplo da figura 19 preve-se que 0 composto nao seja
biodisponivel oralmente, porque é muito flexivel e muito polar (DAINA, MICHIELIN, ZOET,
2017).

Figura 24 — Biovailability Radar: Gréafico de perfil ideal de biodisponibilidade (&rea rosa)
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Fonte: DAINA, MICHIELIN, ZOET, (2017).

Também foi possivel detectar utilizando o software SwissADME, a obetencdo do grafico
BOILED-Egg (figura 16) para avaliar a absorcéo gastrointestinal passiva (HIA), (correspondendo
a area elipsoide branca), a permeabilidade na barreira hematoencefalica (circulo amarelo), e avaliar
a possibilidade dos sintéticos serem substratos da P-gp (glicoproteina P) (DAINA;ZOETTE, 2016).
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Figura 25 — Grafico BOILED - Egg
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Fonte: Autora, (2025).

O ciculo amarelo sdo moleculas que podem atravessar a barreira hematoencefalica, a elipse
branca, sdo moléculas que apresentam possiveis caracteristicas para absorcdo gastrointestinal
passaval, e a regido cinza, com perfil farmacocinético indesejavel.

Para avaliar o perfil de toxicidade, absor¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
propriedades fisicas para um potencial terapeutico, foi utilizado o software pkCSM, afim de obter

resultados qualitatitos e quantitativos

4.2 Estudos in vitro

4.2.1 Parasitos e manutencao das culturas in vitro

A cepa da espécie Leishmania braziliensis LTB2903, pela professora Dra. Regina do
departamento de Microbiologia, da FIOCRUZ IAM. As formas promastigotas dessa espécie foram
mantidas in vitro em meio Schneider (Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA), suplementado com 20%
de soro fetal bovino (SFB — Cultilab, S&o Paulo, BRA), 1% de antibiotico (penicilina 200 U/ml e
estreptomicina 0.1 mg/ml — Gibco, BR). As culturas foram mantidas a uma temperatura de 26 +
1°C na incubadora (BOD) e repicadas semanalmente, ndo excedente dez repiques, para que dessa
forma fosse mantida a infectividade celular (MATHEUS, 2018).

As culturas de promastigotas em inicio da fase estacionéria, identificadas através da curva
de crescimento (figura 26) de dez dias, foram criopreservadas em SFB e 5% de DMSO e entéo
armazenadas em freezer a -80 °C para futuras utilizagOes. E de acordo com a necessidade, as
culturas foram descongeladas a temperatura ambiente e aliquotas de 500 ul foram colocadas em 5

ml de meio Schneider suplementado e mantidos em estufa de BOD a 26 + 1°C.



54

Grafico 26 — Curva de crescimento LTB 2903 durante 10 dias.
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Fonte: AUTORA, 2025.

4.2.2 Animais e Aspectos Eticos

Camundongos BALB/c machos com 5 a 10 semanas de idade foram utilizados nos
experimentos. Estes animais foram obtidos do biotério do Instituto Keizo Asami (iLIKA-UFPE),
aprovados pelo comité de ética do (Proc. No. 0085/2022).

4.2.2.1 Extracao de Macrofagos peritoneiais

Todos os procedimentos realizados com os animais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Pernambuco - Instituto
Keizo Asami (iLIKA). Os macrdofagos foram obtidos por meio do lavado peritoneal de
camundongos BALB/c estimulados com 5mL de solucéo esteéril de salina tamponada com fosfato
(PBS) gelado (Fonseca et al., 2016).

Os macrofagos em meio PBS, foram centrifugados por 5 min, a 1500 RPM. Apos a
centrifugacdo, foi desprezado o sobrenadante, e foi ressuspendidos com meio RPMI suplementado
(SFB 10%; Antibidtico 1%). As células foram coradas com azul de trypan, e foram quantificadas

na camara de Neubauer, e em seguida, os macrofagos foram diluidos para a concentragdo 1 X



55

10%/mL, distribuidas numa placa de 96 pocos, e incubadas a 37°C, 5% de CO2. Apds 24 horas de
aderéncia, as células foram submetidas ao tratamento com diferentes concentracdes dos derivados
indolicos tiossemicarbazonicos. Depois de 24 horas de tratamento, as células foram avaliadas

quanto a sua viabilidade celular, através do reagente Resazurina.

Figura 27 — Fluxograma de extracdo de macrofagos
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Legenda: 1. Extracdo dos macréfagos peritoneais dos camundongos BALB-C, com meio RPMI gelado
estéril ndo suplementado; 2. Manter em tubos falcons, em temperatura baixa; 3. Centrifugar a baixa
temperatura, por 5min em 1500 BPM, para formacdo do pellet; 4. Desprezar o sobrenadante; 5.
Ressuspender o pellet formado, com meio RPMI suplementado (SFB 10% e antibidticos 1%); 6.
Adicao/distribuicdo do volume para cada pogo, em placa de 96 wells; 7. Manter a placa na estufa a 37°C,
5% de CO2 por 24 horas; 8. Ao observar a bicamada dos macréfagos peritoneais aderidos no fundo do poco,
retirar 0 meio RPMI mantido nessas 24 horas e adicionar as concentragdes dos compostos que foram
estabelecidas; 9. Retornar para a estufa a placa por 24 horas; 10. Com a adigdo do reagente para avaliar a

viabilidade celular, realizar a leitura com o leito de elisa, nas ondas de comprimento estabelecidas.

4.2.3 Cultura de linhagens celulares
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Foi utilizada linhagens celulares de L929, fibroblastos (CINTRA, et al., 2017). As celulas
foram cultivadas em meio RPMI, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico
(Penicilin e estreptomicina) em frascos de 25cmz?, em incubadora a 37°C, 5% de CO2. Quando as
culturas atingiram a semiconfluéncia, as células foram tripsinizadas, replaqueadas e mantidas nas
condigdes acima descritas. As culturas foram periodicamente observadas em microscopia de luz
invertido, e aliquotas foram congeladas e descongeladas de acordo com a necessidade do
experimento (Figura 17).

Figura 28 — Linhagem celular de fibroblastos (L929)
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Fonte: Autora, 2025.

4.2.3.1 Tipsinizacéo

As culturas de células subconfluentes, apds o descarte do meio de cultura, foram
adicionados a solucéo de tripsina a 0,25% e 0,05 de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
incubadas a 37°C. Sob observacado microscopica, foi observado a dissociagdo das células da garrafa.
A reacéo de tripsina foi interrompida pela adigéo de 5,0 mL de meio suplementado. A suspensao
celular foi coletada em um tubo falcon de 15 ml, e centrifugado a 2000 RPM por 7 minutos, em
temperatura 4°C. O meio sobrenadante foi desprezado, e as celulas ressuspenddias em meio
suplementado. Apds efetuar a contagem celular, e efetuar a diluicéo das células para 1x10%

foram distribuidas nas placas de 96 pocos.
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4.2.4 Contagem de células viaveis
As contagens das células viaveis foram efetuadas em camara de Neubauer apds o
carregamento de ambas as cAmaras com a suspensao celular, obtida por meio da tripsinizacao de

cultura celular desejada. Para o calculo da concentracdo de células utiliza-se a formula:

NUmero de Células/mL = NUmero total de células x 10*

NUmero de quadrantes contados

Para determinacdo do numero de células viaveis foi utilizado o teste de exclusdo de corante,
que consiste na incubacdo de uma aliquota de células com solucdo de Azul de tripan a 0,1%

(Diluicdo 1:1). Células higidas excluem o corante.

4.2.5 Viabilidade celular medida por resazurina

As células foram plaqueadas, em placas de 96 pocos, na concentragao de 1x10° células/mL
para as linhagens de L929. Cada poco recebeu 100 ul de meio contendo célula. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C, 5% de CO>. Ap0s este periodo, foram adicionados as concentragoes
diferentes dos derivados indolicos tiossemicarbazonicos diluidos em meio. Os controles deste
ensaio foi o branco, contendo apenas meio de cultura, controle positivo (anfotericina B) e controle
negativo (células sem tratamento).

Apbs o periodo de 24 horas, foram adiconado resazurina sddica 0.01% em todos 0s po¢os
10 pl da solucdo em cada poco e esperando-se 3-4 horas, observou a modificacdo colorimétrica e
realizou a leitura da placa em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 560 nm (excitacdo)
e 590 nm (emisséo) (Figura 28).

A viabilidade dos parasitos verificada através da resazurina, metddo colorimetrico, € um
corante azul oxidado, ndo fluorescente, que é reduzido a resofurina de cor rosa altamente
fluorescente pelas hidrogenases mitocondriais quando as células estdo viaveis, caso o contrario, se
mantém na coloragdo azul (RAMPERSAD, 2012).
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Figura 29 — Método colorimétrico com resazurina para viabilidade celular.
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Fonte: Autora, 2025.

4.2.5.1 Calculo da concentracao inibitoria de 50% das células

O valor da concentracédo inibitoria de 50% das células (ICso) foi determinado utilizando
regressdo nao linear: logaritmo da concentracdo da dose versus a resposta normalizada
(porcentagens de células viaveis) determinados pelos programas GraphPad Prism 5.0 e Microsoft
Office Excel 2018.

4.2.5.2 indice de seletividade

A concentracdo inibitoria de 50% das células (ICsp) foi calculada e serviu para o célculo do
indice de seletividade (IS) do composto. O IS indica a seletividade de cada composto contra o

parasito, sem prejudicar a viabilidade da célula do hospedeiro.

IS = Concentracao inibitoria de 50% dos macrdfagos peritoneiais (CCso)

Concentracdo inibitoria de 50% de promastigotas (1Cso)

4.3 Andlise estatistica

Os valores de concentracdo inibitoria de 50% (IC50), concentracdo citotoxica de 50%
(CC50) foram calculados usando o programa software Graph Pad Prism 5.0. A anélise estatistica
foi realizada usando regressdo ndo linear. Os ensaios foram realizados em triplicata e trés
experimentos independentes. As diferencas estatisticas entre os tratamentos foram avaliados por

andlise de variancia (ANOVA) com teste post hoc Tukey em um nivel de significancia (p< 0,05).
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Os dados representam a média + desvio padrao
5. RESULTADOS

Os resultados serédo apresentados na forma de artigo (Apéndice A) que sera enviado
ao periédico REVISTA BRASILEIRA DE QUIMICA -Qualis A2

5.1 Resultados e Discusséo

Analise In Silico

A maioria das moléculas apresentou solubilidade em agua moderada, conforme mostrado
na Tabela 2. A solubilidade em &gua, uma das principais propriedades fisico-quimicas consideradas
durante o desenvolvimento de novos farmacos, foi prevista utilizando trés métodos diferentes: os
modelos ESOL [20], Ali [21] e SILICOS-IT. A solubilidade dos compostos organicos foi

representada por logS, onde S é a concentragdo do composto em mol/L.

Tabela 2. Resultados in silico para a solubilidade em agua prevista dos compostos testados.

Moléculas ESOL Ali SILICOS-IT
LT71 Soluble Moderately Soluble Soluble
LTc71 Moderately Soluble Moderately Soluble Moderately Soluble
LT 79 Moderately Soluble Moderately Soluble Moderately Soluble
LTc 79 Poorly soluble Moderately Soluble Moderately Soluble

Source: Author, 2025.

O uso de multiplos modelos preditivos permite uma avaliacdo mais robusta e confiavel das
propriedades de solubilidade. Cada método possui caracteristicas distintas em relacdo ao tipo de
modelo utilizado, aos descritores moleculares considerados e a precisdo geral (Tabela 3). A
comparagdo das previsdes desses métodos fornece uma estimativa mais abrangente do
comportamento do composto em ambientes aquosos, auxiliando na selecdo e otimizagdo de
candidatos a farmacos com perfis biofarmacéuticos aprimorados. A concordancia entre os modelos
aumenta a confianca nos valores previstos, enquanto eventuais discrepancias podem indicar a

necessidade de investigac¢des adicionais ou validagdo experimental.
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Tabela 3. Principais diferencas entre os modelos de predi¢do de solubilidade ESOL, Ali e
SILICOS-IT

Model Model Type Parameters Used Accuracy Complexity Best For
Esol Linear regression logP,molecular Medium Low Quick initial
weight,heavy atoms estimates
Ali Multiple regression Molecular Good Medium Screening in
descriptors drug discovery
(logP,rotable bonds) pipelines
Silicos-It Machine learning Fingerprits + High High More refined in
structural descriptors silico analysis

Os resultados obtidos para a previsao da solubilidade dos derivados em dgua demonstraram
que eles variam de moderadamente soluveis a ligeiramente sollveis. Devido a presenca de grupos
fenolicos orto-substituidos, indol [23] e ao comprimento da cadeia carbénica, esses derivados
apresentam um perfil mais hidrofobico [24].

Na Tabela 4, as indol-tiossemicarbazonas foram analisadas quanto as suas propriedades
fisico-quimicas, e observou-se que as moléculas sintéticas ndo violaram a Regra dos Cinco de
Lipinski (Ro5) [25]. Os compostos LT 71 e LTc 71 apresentaram diferencas significativas em
alguns dos parametros analisados, conforme descrito na Tabela 4.

A area de superficie polar topoldgica do LTc 71 mostrou-se maior devido ao comprimento
da cadeia, o que também influenciou sua capacidade de aceitar e doar ligacdes de hidrogénio.
Observou-se que esse composto aceita mais ligacdes de hidrogénio do que doa. Em ensaios de
desenvolvimento de farmacos, quanto mais um composto doa ligacdes de hidrogénio, mais forte
tende a ser sua interagcdo com os receptores celulares-alvo [26].

Tabela 4. Propriedades Fisicoquimicas ADMET

Molecules MM N° DH TPSA (A?)  LogP AH
Rotation
(g/mol)
LT 71 323,37 6 3 113,73 2,46 3
LTc71 447,47 7 1 141,85 4,10 7
LT 79 344,86 5 3 80,54 3,19 1
LTc 79 466,94 6 6 112,42 4,67 5
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Legenda: MM: massa molecular; No. Rot: nimero de ligagBes rotacionaveis; AH: nimero de
aceitadores de ligacGes de hidrogénio; DH: nimero de doadores de ligacdes de hidrogénio; TPSA:
area de superficie polar topoldgica; LogP: coeficiente de particdo octanol/agua. -2,81 / solivel.
Fonte: Autor, 2025.

Além disso, é preferivel que os farmacos apresentem estruturas quimicas tanto polares
quanto apolares para otimizar o processo farmacocinético. Isso porque, quanto mais uma substancia
é solubilizada no meio, melhor é sua interacdo com as membranas celulares, potencializando a a¢éo
do farmaco [24].
Ao avaliar os compostos LT 79 e LTc 79, observou-se que ambos apresentaram uma area de
superficie polar topoldgica menor em comparacdo com LT 71 e LTc 71. Essa diferenca deve-se a
presenca do halogénio (cloro), o que confere a esses derivados uma maior permeabilidade em

regibes polares [27].

Figura 1. Radar de Biodisponibilidade Oral dos Compostos
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Legenda: LIPO (lipofilicidade), INSOLU (solubilidade), INSATU (saturacdo), FLEX
(flexibilidade), SIZE (tamanho — peso molecular) e POLAR (polaridade). LT 71 (A); LTc 71 (B);
LT 79 (C); LTc 79 (D).

Fonte: Autor, 2025.

Além disso, é preferivel que os farmacos apresentem estruturas quimicas tanto polares
quanto apolares para otimizar o processo farmacocinético. Isso porque, quanto mais uma substancia
é solubilizada no meio, melhor é sua interacdo com as membranas celulares, potencializando a a¢éo
do farmaco [24].
Ao avaliar os compostos LT 79 e LTc 79, observou-se que ambos apresentaram uma area de
superficie polar topoldgica menor em comparacdo com LT 71 e LTc 71. Essa diferenca deve-se a
presenca do halogénio (cloro), o que confere a esses derivados uma maior permeabilidade em
regibes polares [27].

Os seis parametros apresentados na Figura 1 para 0s quatro compostos indicaram,
principalmente, que as indol-tiosemiocarbozonas sdo moléculas adequadas para administracdo
oral. Em todos os compostos analisados, observa-se a presenca de cadeias insaturadas,
caracterizadas por ligacbes duplas ou triplas. Essas ligacdes se conectam de forma covalente,
tornando a degradacédo desses derivados mais dificil [28].

Por outro lado, a principal vantagem de um farmaco que forma ligacdes covalentes com
seu alvo bioldgico é sua alta poténcia e longa duracdo de efeito. Ao contrario das interagdes ndo
covalentes, como as ligacdes de hidrogénio ou forgas de VVan der Waals, as ligagdes covalentes sao
fortes, garantindo que o farmaco permaneca ativo por um periodo prolongado [29,30]. Apesar dessa
estabilidade, esses compostos ainda sdo considerados adequados para administracdo oral. De
acordo com a Regra de Lipinski, um farmaco pode violar até duas de suas diretrizes e ainda assim
ser vidvel para absorcéo oral [31].

Farmacos covalentes administrados por via oral representam uma abordagem terapéutica
inovadora e eficaz para o tratamento de diversas doencas, incluindo cancer, infecgdes virais e
disturbios inflamatérios [30,32]. A administracdo oral de medicamentos é preferida devido a
fatores clinicos e farmacolégicos, como facilidade de uso, conveniéncia, maior ades@o do paciente,
seguranga, menor risco de infeccao e a possibilidade de alcancar um metabolismo mais controlado
e liberacéo gradual do farmaco [33,34].

A ferramenta online pkCSM previu a trajetdria e as atividades esperadas desses compostos

por meio da avaliagdo de sua estrutura molecular, conforme descrito na Tabela 5.
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LT-71 LTc-71 LT-79 LTc-79 Unit
Absorption
Water solubility -3,61 -5.615 -4.745 -6.02 (log mol/L)
Caco2 permeability 0,532 0.0082 1359 0.801 (log Papp in 10 cm/s)
Intestinal absorption 87.115 96.928 85.856 91.767 (%Absorbed)
Skin Permeability -2,743 -2.921 -2.875 -2.93 (log Kp)
P-glycoprotein substrate No Yes Yes Yes (Yes/No)
P-glycoprotein I inhibitor Yes Yes Yes Yes (Yes/No)
P-glycoprotein Il inhibitor No Yes No Yes (Yes/No)
Distribution
VDssa 0,308 0 0.486  0.145 (log L/kg)
Fraction unbound 0 0.009 0.096 0,018 (Fu)
BBB permeability Né&o -0.904 0.169 -0.714 (log BB)
CNS permeability -1,836 -2.261 -1.474 -1.85 (log PS)
Metabolism
CYP3A4 substrate Yes Yes Yes No (Yes/No)
CYP1AZ2 inhibitor Yes No Yes Yes (Yes/No)
CYP2C19 inhibitor Yes Yes Yes No (Yes/No)
CYP2C9 inhibitor Yes Yes No Yes (Yes/No)
CYP2D6 inhibitor No No Yes No (Yes/No)
CYP3A4 inhibitor Yes Yes No Yes (Yes/No)
Excretion
Total clearance -0,252 0.0338 0.406 0.054 (log mL/min/kg)
Renal OCT?2 substrate Yes No No No (Yes/No)
Toxicity
AMES toxicity Yes No Yes No Categorical (Yes/No)
Maximum tolerated dose -0,019 -0,223 -0,094 -0.148 Numeric (log mg/kg/day)
hERG | inhibitor No No No No Categorical (Yes/No)
hERG Il inhibitor Yes Yes Yes Yes Categorical (Yes/No)
Oral rat acutee Toxicity 2.536 2.866 2.729  2.746 Numeric (mol/kg)
Oral rat chronicf Toxicity 1.111 1.2 1.756  1.001 Numeric (log mg/kg_bw/day)
Hepatotoxicity No Yes No Yes Categorical (Yes/No)
Skin Sensitization No No No No Categorical (Yes/No)
T. Pyriformis toxicity 1.065 0.388 1.781  0.625 Numeric (log pg/L)
Minnow toxicity -0,414  -1947 1.015 -2.86 Numeric (log mM)

Tabela 5. Perfil farmacocinético dos compostos indol-tiossemicarbazonas durante a absorcao, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo e seus efeitos toxicos
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As moléculas apresentaram baixa solubilidade em &gua, alta permeabilidade intestinal
(>90%), permeabilidade para células Caco-2 e epiderme, sugerindo que elas podem ser candidatas
para administracao oral ou transdérmica. Em relacdo a P-glicoproteina, o LT 71 foi identificado
como substrato dessa proteina, enquanto o LT 79 e o LTc 71 foram classificados como inibidores
da P-glicoproteina I1.

Medicamentos transdérmicos para leishmaniose sdo uma alternativa promissora para o
tratamento da doenca, principalmente devido a sua capacidade de fornecer a medicacdo de forma
controlada e menos invasiva [35]. Embora a maioria dos tratamentos convencionais para
leishmaniose seja administrada por via parenteral (intravenosa ou intramuscular), pesquisas
recentes exploram sistemas transdérmicos para aumentar a eficacia e reduzir os efeitos adversos
[36-37].

Nenhuma das moléculas pode ser considerada permeavel a barreira hematoencefalica
(BHE) ou ao sistema nervoso central (SNC), o que pode descartar a ocorréncia de efeitos colaterais
em outras atividades bioldgicas na regido cerebral. A solubilidade de um farmaco em ambientes
aquosos e lipofilicos é essencial para sua absorcao, distribui¢do, metabolismo e excrecdo (ADME).
Essa caracteristica influencia diretamente a biodisponibilidade e a eficicia terapéutica da
substancia [38].

O LTc 71 e 0 LTc 85 foram considerados ndo-inibidores da isoforma CYP1A2, enquanto
LT 71, LTc 71 e LT 79 foram previstos como inibidores da CYP2C9. Além disso, o LT 79 foi
identificado como inibidor da isoforma CYP3A4. Quase todas as moléculas foram previstas como
substratos da CYP3A4, uma das principais enzimas hepaticas responsaveis pelo metabolismo de
farmacos, indicando um possivel metabolismo hepatico para essas moléculas. Em relacdo a
excrecdo, foi descrito que apenas o LT 71 foi substrato do OCT2.

Os testes de toxicidade apresentaram um perfil favoravel para o desenvolvimento de
farmacos, entretanto, uma previsdao desfavoravel para o LT 71 e LT 79 foi seu potencial
mutagenicidade. Por outro lado, esses compostos ndo foram previstos como hepatotoxicos nem
inibidores dos canais hERG | e hERG Il (human ether-related gene). O hERG é um alvo antagdnico
comum e significativo no desenvolvimento de farmacos devido a sua associacdo com efeitos

cardiacos adversos.

Ensaio In Vitro
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Investigamos cinco compostos de indol-tiosemiocarbonazonas quanto a sua eficacia contra formas
promastigotas de L. braziliensis, avaliando também a citotoxicidade contra macrofagos peritoneais
e fibroblastos L929. Este estudo teve como objetivo identificar os compostos mais ativos e seletivos
contra o parasita. Os derivados que apresentaram atividade mostraram valores de ICso variando de

6,14 uM a 14,09 uM. A Tabela 6 descreve os valores de ICso, ECso € CCso para fibroblastos e

macrofagos peritoneais.

Tabela 6. Atividade antileishmania, efeitos citotoxicos contra macr6fagos peritoneais e valores de
indice de seletividade calculados para indol-tiossemicarbazonas

Murine peritoneal Fibroblasts
L. braziliensis (LTB2903)

macrophages L929
Molecules
CCso CCs50 Cls0 pro IS
(uM + DP) (uM £DP) (uM = DP) pro
LT 79 55uM 39 > 100 uM 12,80 £ 3.8 4,29
LTc 79 529+3.5 >100 uM 6,74 + 2,88 0,78
> 100 uM
LT 71 >200 uM 14,09 £ 1,05
13,42
> 100 pM
LTe 71 >200 uM 13,64 £ 0,41 14,66
Anfotericina B 0,5%0,1 0,27+ 0,33 23

Legend: Data were presented as mean * from experiments conducted in triplicate, with
cytotoxicity assays performed in duplicate. CCso: half-maximal cytotoxic concentration; ICso: half-
maximal inhibitory concentration; Sl: selectivity index. ST = CCso / ICso.

Os derivados de indol-tiossemicarbazonas demonstraram baixa citotoxicidade em
macrofagos, sugerindo um perfil de seguranca favoravel para futuras investigacfes terapéuticas,
corroborando os achados de Moreira et al. [54] e Silva et al. [8]. Apenas o derivado LTc 79
apresentou alta citotoxicidade em macrofagos peritoneais, o que pode ser atribuido a presenca do
cloro em sua estrutura.

Embora os halogénios, em geral, facilitem a passagem das moléculas através das
membranas celulares, o cloro, especificamente, € um elemento altamente reativo [55]. Sua
capacidade de induzir processos redox e sua tendéncia a se ligar a outros elementos, especialmente

ao hidrogénio, podem ter promovido interacfes celulares que desencadearam estresse oxidativo

por meio de reacOes redox [55,31].



66

Figure 4. Citotoxicidade das indol-tiosemiocarbonazonas LTc 79 (C) e LT 79 (D) em células de

D C
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Legenda: Efeitos citotoxicos dos compostos LTc 79 (C) e LT 79 (D) em macr6fagos peritoneais. Ctrl:
células ndo tratadas. Os resultados representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. (****) indica diferenca estatisticamente significativa em
comparagdo ao controle ndo tratado (p < 0,0001).

Citotoxicidade das indol-tiossemicarbazonas em células de mamiferos foi determinada em
macrofagos peritoneais (Figura 4). Observou-se que, nas concentragdes de 12,5 uM, 25 uM ¢ 3,12
uM do LT 79 (D), os macrofagos apresentaram 100% de viabilidade celular em comparacao ao
controle. Quanto ao composto LTc 79 (C), houve reducgéo respectiva, com a viabilidade celular
diminuindo para 45%, 53% e 60% nas mesmas concentracoes (Figura 4).

A anfotericina B apresentou um ICso menor do que os compostos indol-tiossemicarbazonas;
entretanto, o indice de seletividade obtido indicou alta toxicidade as células hospedeiras. As
moléculas sintéticas foram menos toxicas para macréfagos e fibroblastos, apresentando maior

seletividade para o parasita. O composto LTc 71 apresentou o melhor indice (14,66) (Tabela 5).
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A inibicdo dos derivados sintéticos contra Leishmania braziliensis revelou trés pontos
importantes na relacdo estrutura-atividade desses compostos. Primeiro, 0os compostos LTc 71e LT
71 ndo apresentaram diferencas significativas em eficacia, sugerindo que a cadeia ligadora néo
desempenha papel relevante na atividade antiparasitaria. Segundo, esses mesmos COmpostos
demonstraram maior seletividade, apresentando acgdo efetiva contra Leishmania braziliensis sem
causar toxicidade significativa as células hospedeiras. Finalmente, os compostos LTC 79 e LT 79
exibiram maior eficacia contra o parasita, 0 que pode ser atribuido a presenca do halogénio em sua

estrutura, que potencializa sua atividade.

Figura 2. Perfil inibitério dos compostos LT 79 e LTc 79 sobre Leishmania braziliensis ap6s 24

horas de tratamento.
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Legenda: Efeito dos compostos LTc 79 e LT 79 sobre os promastigotas de Leishmania braziliensis. LTc
79 (C) e LT 79 (D). Os resultados representam a média + desvio padrao de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. (*) e (**) indicam diferencas estatisticamente significativas em comparacdo ao

controle néo tratado (p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente).

Os compostos LTC 79 e LT 79 demonstraram atividade significativa contra Leishmania
braziliensis em baixas concentragfes, destacando-se como potenciais agentes terapéuticos contra
0 parasita. Entretanto, a avaliagédo de toxicidade revelou que, embora esses compostos apresentem
atividade eficaz contra Leishmania, LTC 79 e LT 79 foram tdxicos para macrofagos em baixas
concentragdes, sem apresentar efeitos toxicos nos fibroblastos, indicando um grau de seletividade
celular.

A analise estrutural sugeriu que a presenca do oxazolidina e do grupo acetato na estrutura do LTC
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79 foi crucial para potencializar sua atividade antiparasitaria, tornando-o mais eficaz contra
Leishmania em comparacdo ao LT 79. Esses grupos funcionais, juntamente com o halogénio,
provavelmente facilitam a interacdo do composto com o parasita, aumentando sua atividade

bioldgica e tornando o LTC 79 mais eficiente mesmo em doses menores.

Figura 3. Perfil inibitério dos compostos LT 71 e LTc 71 sobre Leishmania braziliensis apos 24 horas de

tratamento.
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Legenda: Efeito dos compostos LTc 71 e LT 71 sobre os promastigotas de Leishmania braziliensis. LTc
71 (A) e LT 71 (B). Os resultados representam a média + desvio padréo de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. (), () e () indicam diferencas estatisticamente significativas em comparacdo ao
controle néo tratado (p < 0,1; 0,01 e 0,001, respectivamente).

Os compostos LTC 71 e LT 71 apresentaram o melhor indice de seletividade, fator crucial
para uma terapia eficaz contra a leishmaniose, especialmente quando comparados ao farmaco
padrdo utilizado na pratica clinica. Esses derivados contém um grupo nitro ligado a um anel
benzénico, estrutura conhecida por sua capacidade de induzir morte celular. Segundo Britta et al.
(2014), essa configuragdo molecular estimula a produgdo de radicais anions superoxidos
mitocondriais, mecanismo que contribui para a morte do parasita, reforcando o potencial
terapéutico promissor desses compostos contra Leishmania.

Assim, a conformacgdo quimica, o tipo de ligagdo e a composicdo atdbmica foram
determinantes-chave das propriedades Unicas de cada composto. As moléculas testadas diferem
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principalmente nas substituicdes dos radicais indol e nas modificagdes na estrutura da
tiosemicarbazona. Essas variacOes estruturais influenciaram diretamente o comportamento
individual de cada composto, impactando sua atividade bioldgica e potencial terapéutico.

6. CONCLUSAO

Compostos sintéticos de tiossemicarbazona de indol mostraram potencial promissor como
agentes terapéuticos contra Leishmania braziliensis, destacando a importancia da busca por novos
tratamentos para a leishmaniose e a necessidade de alternativas eficazes e seletivas.

O uso de estudos in silico provou ser uma ferramenta essencial para prever a atividade
desses derivados, auxiliando na identificacdo de compostos com perfis farmacol6gicos melhores
mesmo antes dos testes biologicos. Entre os compostos avaliados, aqueles com um grupo nitro
substituindo o anel pirrol do indol se destacaram por formar uma molécula altamente seletiva e
eficaz contra o parasita.

No entanto, derivados contendo halogénios, como o cloro, embora exibam maior eficacia
antiparasitaria, também promoveram estresse oxidativo nas células hospedeiras, o que pode
representar um desafio para o uso terapéutico. Esses achados enfatizam a necessidade de pesquisas
adicionais para otimizar a estrutura quimica desses compostos, visando equilibrar eficacia e

segurancga no tratamento da leishmaniose.
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ABSTRACT. Leishmaniasis remains a serious public health problem due to the constant
emergence of resistant strains. Predominantly found in developing countries, these infections
require more effective, safer, and accessible medications. In Latin America, Leishmania
braziliensis is the primary causative agent of cutaneous leishmaniasis. In the search for new
treatments, compounds such as thiosemicarbazones and indole fragments have shown promise for
leishmanicidal activity. The present study proposes to evaluate the in silico characteristics of new
indole-thiosemicarbazone derivatives, as well as to conduct in vitro assessments through
cytotoxicity assays using peritoneal macrophage and fibroblast (L929) activity against
promastigote forms of Leishmania braziliensis, as well as the selectivity index against the parasite.
The prediction of the in silico tests in ADME revealed that the compounds have potential as orally
administered drugs. In the cytotoxicity evaluation, the indole-thiosemicarbazone compounds
presented CC50 values between 55 and > 200 uM. Regarding the evaluation against promastigote
forms of L. braziliensis, the IC50 values ranged between 6.74 and 14.09 uM. The compounds LT79
and LT71 tested against L. braziliensis were the most promising of the series, as they presented the
selectivity index between 7.8 and 14.66, respectively. Therefore, indole-thiosemicarbazone
compounds are promising because they have low cytotoxicity to mammalian cells and act as
leishmanicidal agents.

1. Introduction

It is estimated that 3.5 billion people worldwide are exposed to Leishmania, with an annual
incidence of 0.7-1.0 million new cases in endemic areas [1]. Between 2001 and 2021, a total of
1,105,545 cases of cutaneous leishmaniasis (CL) and mucosal leishmaniasis (ML) were reported
to the PAHO, with an average of 52,645 cases reported per year. In Brazil alone, 15,023 cases of
cutaneous/mucosal leishmaniasis were recorded during this period, accounting for nearly 30% of
the total cases worldwide [2]

Primarily the disease affects populations prone to poverty [3]. Drug therapy for the infection
has limitations due to side effects, which contribute to Leishmania braziliensis resistance, as well
as the parenteral administration route of the main drugs (Glucantime®, amphotericin B, and
pentamidine), which also complicates treatment adherence [4]. Additionally, L. braziliensis is
characterized by variable infectivity, virulence, and response to anti-leishmanial therapy [5-6].

Tiosemicarbazones are organic compounds that exhibit proven biological properties against
bacteria, fungi, viruses, and protozoa, including leishmanicidal effects. Some studies suggest that
tiosemicarbazones could act on mitochondrial depolarization, leading to parasite death through
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apoptosis [7-8]. Felix, MB, and collaborators (2016) demonstrated leishmanicidal activity of this
compound with the insertion of indole compounds into its structure [9].

The synthesis and structural modification/insertion of indole-thiosemicarbazone
compounds have shown promise due to their biological and pharmacological activity in cancer cells
[10-11] and parasites [12-13]. Some of these compounds have already been evaluated in vivo by
via oral administration in mice for carcinoma therapy, yielding promising results, which highlights
the potential of this administration route for leishmaniasis treatment [14].

Da Silva and colleagues [8] observed the leishmanicidal activity of indole-
thiosemicarbazone compounds against L. infantum and L. amazonensis strains, which were capable
of inducing ultrastructural changes in promastigote-phase cells, leading to their inviability, in
addition to reducing the parasite load in infected macrophages.

In this study, we evaluated the in vitro activity of indole-thiosemicarbazone compounds as
potential leishmanicidal agents and to conduct an in silico assessment of their absorption,
distribution, metabolism, and excretion as potential drug candidates, furthemore we analyzed
together the compounds structure and their activity for L. braziliensis strain.

2. Materials and Methods
2.2.Chemistry
All tested compounds were obtained from the Laboratory of Therapeutic Innovation
Chemistry at the Federal University of Pernambuco (UFPE). Indole-thiosemicarbazones were
synthesized following a methodology developed by the LQIT research group. These molecules
were synthesized from substituted isothiocyanates, hydrazine hydrate, and substituted
indolecarboxaldehydes, resulting in indole-thiosemicarbazone derivatives [8,14] (Figure 1).

Figure 1. Indole-thiosemicarbazone derivatives

) 4 NH
R2~

Caption: Indole (R2) and Thiosemicarbazone (R1)
Source: Author, 2025.

The synthesis resulted in the formation of four compounds, described in Table 1, which

were identified following the rules proposed by IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry).

Table 1. Radicals added to thiosemicarbazone indolic compounds

IUPAC nomenclature Radical 2 Radical 1
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Source: Author, 2025.
2.2.1. ADME Profile Determination

Molecular in silico studies were conducted to evaluate their potential as drug candidates. The
ADME (absorption, distribution, metabolism, and excretion) profiles of these compounds were
investigated using the web-based platforms SwissADME [15] and pkCSM [16].

2.3.Biological Section
In Vitro Studies
2.3.1. Compound Preparation

For in vitro assays, the substances were initially dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a
concentration of 20 mg/mL. For each test, the stock solution of each substance was subsequently
diluted in the appropriate culture medium to achieve the desired concentrations.

2.3.2. Cytotoxicity in Peritoneal Macrophages

Peritoneal macrophages were obtained through peritoneal lavage of BALB/c mice (Proc. No.
0085/2022). The cells were incubated in 96-well plates at a density of 2x10° cells/well in RPMI
medium. The compounds were solubilized in DMSO (PanReac, Barcelona, Spain) and tested at
different concentrations. Amphotericin B was used as a positive control, while the negative control
wells received only RPMI medium. Plates were incubated for 24 hours at 37°C with 5% CO..
Subsequently, 20 uL of Alamar Blue were added to each well, and the plate was incubated for
another 4 hours. Absorbance was measured using a plate reader at 570 and 600 nm [17].

2.3.3. L929 Fibroblasts
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L929 fibroblasts were obtained from the Fiocruz cryobank at UFPE and cultured in DMEM
medium supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics, maintained at 37°C in an incubator with
5% CO.. The cells were also exposed to the tested compound concentrations, in the presence of
Amphotericin B and in the absence of treatment.

2.3.4. Parasites

Leishmania braziliensis (MHOM/BR/LTB2903) in the promastigote stage was cultured in
Schneider’s insect medium supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum (FBS) and 1%
antibiotics, in 25 cm? flasks at 27°C for six days. Parasites were incubated in 96-well plates at a
concentration of 1x10° parasites/well and exposed to different concentrations of the synthetic
indole-thiosemicarbazone compounds. For comparison, we tested the effects of amphotericin B
(AmB) as positive control and untreated cells as a negative control.

2.3.5. Cell Viability

Parasite viability was assessed using resazurin, a non-fluorescent blue oxidized dye that was
reduced to highly fluorescent pink resorufin by mitochondrial dehydrogenases in viable cells [18].
After cell treatment, 10% resazurin was added to each well, and after an incubation period of 3—4
hours, the plate was read using a spectrophotometer at 560 nm (excitation) and 590 nm (emission).

2.3.6. Selectivity Index

Selectivity index (SI) was determined by the CCso/ICso ratio. Samples with an SI value greater than
10 are considered effective and selectively active against Leishmania [19].

2.3.7. Statistical Analysis

Both 50% inhibitory concentration (ICso) and 50% cytotoxic concentration (CCso) values were
calculated using GraphPad Prism 5.0 softwares. Statistical analysis was performed using nonlinear
regression. All assays were conducted in triplicate and included three independent experiments.
Statistical differences between treatments were assessed using analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s post hoc test at a significance level of p < 0.05. Data were presented as mean
+ standard deviation.

2.4 Ethical Statement

All experiments complied with relevant laws, institutional guidelines, and ethical standards. This
study was approved by the Ethics Committee of the Federal University of Pernambuco, LIKA
Brazil (Proc. No. 0085/2022).

3. Results and Discussion

In Silico Analysis

Almost all molecules were found to be moderately soluble in water as described in table 2. Water
solubility, one of the main physicochemical properties observed during the development of new
drugs, was predicted by this tool using three different methods: ESOL [20], Ali [21], and SILICOS-
IT models. Solubility of organic compounds was represented by logS, being S the concentration of
the compound in mol/L. The scale adopted for classifying the solubility parameter was: insoluble
(below —10); poorly soluble (between —6 and —10); moderately soluble (between —4 and —6);
soluble (between —2 and —4); very soluble (between 0 and —2); and highly soluble (above 0) [22].

Table 2. In silico results for the predicted water solubility of the tested compounds.
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Moléculas ESOL Ali SILICOS-IT
LT 71 Soluble Moderately Soluble Soluble
LTc71 Moderately Soluble Moderately Soluble Moderately Soluble
LT 79 Moderately Soluble Moderately Soluble Moderately Soluble
LTc79 Poorly soluble Moderately Soluble Moderately Soluble

Source: Author, 2025.

The results obtained for predicting the solubility of the derivatives in water demonstrated
that they range from moderately soluble to slightly soluble. Due to the presence of ortho-substituted
phenol groups, indole [23], and the length of the carbon chain, these derivatives exhibit a more
hydrophobic profile [24].

Furthermore, it is preferable for drugs to have both polar and nonpolar chemical structures
to optimize the pharmacokinetic process. This is because the more a substance is solubilized in the
medium, the better its interaction with cell membranes, thereby enhancing drug action [24].

In Table 3, the indole-thiosemicarbazones were analyzed for their physicochemical
properties, and it was observed that the synthetic molecules did not violate Lipinski’s Rule of Five
(Ro5) [25] .The compounds LT 71 and LTc 71 showed significant differences in some analyzed
parameters, as described in Table 3.

The topological polar surface area of LTc 71 was found to be larger due to the chain length,
which also influenced its ability to accept and donate hydrogen bonds. This compound was
observed to accept more hydrogen bonds than it donates. In drug design assays, the more a
compound donates hydrogen bonds, the stronger its interaction with target cell receptors [26].

Table 3. ADMET Physicochemical Properties

Molecules MM N° DH TPSA LogP AH
Rotation (A?)
(g/mol)
LT 71 323,37 6 3 113,73 2,46 3
LTc71 447,47 7 1 141,85 4,10 7
LT 79 344,86 5 3 80,54 3,19 1
LTc 79 466,94 6 6 112,42 4,67 5

Legend: MM: molecular mass; No. Rot: number of rotatable bonds; AH: number of hydrogen bond
acceptors; DH: number of hydrogen bond donors; TPSA: topological polar surface area; LogP:
octanol/water partition coefficient. -2.81 / soluble.

Source: Author, 2025.

When evaluating the compounds LT 79 and LTc 79, it was observed that both exhibited a smaller
topological polar surface area compared to LT 71 and LTc 71. This difference is due to the presence
of the halogen (chlorine), which grants these derivatives greater permeability in polar regions [27].

Figure 1. Oral Bioavailability Radar of the Compounds
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Six parameters presented in Figure 1 for the four compounds mainly indicated that the indole-
thiosemicarbazones were suitable molecules for oral administration. In all the analyzed
compounds, the presence of unsaturated chains, characterized by double or triple bonds, is
observed. These bonds connect covalently, making the degradation of these derivatives more
difficult [28].

On the other hand, the main advantage of a drug that forms covalent bonds with its biological target
is its high potency and prolonged duration of effect. Unlike non-covalent interactions, such as
hydrogen bonds or VVan der Waals forces, covalent bonds are strong, ensuring that the drug remains
active for an extended period [29,30]. Despite this stability, these compounds are still considered
suitable for oral administration. According to Lipinski's Rule, a drug can violate up to two of its
guidelines and still be viable for oral absorption [31].

Orally administered covalent drugs represent an innovative and effective therapeutic approach for
treating various diseases, including cancer, viral infections, and inflammatory disorders [30,32].
Oral drug administration is preferred due to clinical and pharmacological factors such as ease of
use, convenience, improved patient adherence, safety, lower risk of infection, and the ability to
achieve more controlled metabolism and gradual drug release [33,34].

Online tool pkCSM predicted the trajectory and expected activities of these compounds by

evaluating their molecular structure, as described in Table 4.

Table 4. Pharmacokinetic profile of the indole-thiosemicarbazone compounds during absorption,
distribution, metabolism, and excretion, as well as their toxic effects.
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LT-71 LTc-71 LT-79 LTc-79 Unit
Absorption
Water solubility -3,61 -5.615  -4.745 -6.02 (log mol/L)
Caco2 permeability 0,532  0.0082 1.359 0.801 (log Papp in 10 cm/s)
Intestinal absorption 87.115 96.928 85.856  91.767 (%Absorbed)
Skin Permeability -2,743 -2.921  -2.875 -2.93 (log Kp)
P-glycoprotein substrate No Yes Yes Yes (Yes/No)
P-glycoprotein | inhibitor Yes Yes Yes Yes (Yes/No)
P-glycoprotein Il inhibitor ~ No Yes No Yes (Yes/No)
Distribution
VDssa 0,308 0 0.486 0.145 (log L/kg)
Fraction unbound 0 0.009 0.096 0,018 (Fu)
BBB permeability N&o -0.904 0.169 -0.714 (log BB)
CNS permeability -1,836 -2.261  -1.474 -1.85 (log PS)
Metabolism
CYP3A4 substrate Yes Yes Yes No (YYes/No)
CYP1AZ2 inhibitor Yes No Yes Yes (YYes/No)
CYP2C19 inhibitor Yes Yes Yes No (Yes/No)
CYP2C9 inhibitor Yes Yes No Yes (Yes/No)
CYP2D6 inhibitor No No Yes No (Yes/No)
CYP3A4 inhibitor Yes Yes No Yes (Yes/No)
Excretion
Total clearance -0,252  0.0338 -0.406  0.054 (log mL/min/kg)
Source: Renal OCT2 substrate Yes No No No (YYes/No) Author,
2025. Toxicity
AMES toxicity Yes No Yes No Categorical (Yes/No)
Maximum tolerated dose  -0,019 -0,223 -0,094 -0.148 Numeric (log
mg/kg/day)
hERG I inhibitor No No No No Categorical (Yes/No)
hERG Il inhibitor Yes Yes Yes Yes Categorical (Yes/No)
Oral rat acutee Toxicity 2.536 2.866 2.729 2.746 Numeric (mol/kg)
Oral rat chronicf Toxicity ~— 1.111 1.2 1.756 1.001 Numeric (log
mg/kg_bw/day)
Hepatotoxicity No Yes No Yes Categorical (Yes/No)
Skin Sensitization No No No No Categorical (Yes/No)
T. Pyriformis toxicity 1.065 0.388 1.781 0.625 Numeric (log pg/L)
Minnow toxicity -0,414  -1,947 1.015 -2.86 Numeric (log mM)

Molecules exhibited low water solubility, high intestinal permeability (>90%), permeability to
Caco-2 cells and epidermis, suggesting that they could be candidates for oral or transdermal
administration. Regarding P-glycoprotein, LT 71 was identified as a substrate for this protein, while
LT 79 and LT 71 were classified as P-glycoprotein Il inhibitors.

Transdermal drugs for leishmaniasis are a promising alternative for treating the disease,
particularly due to their ability to deliver medication in a controlled and less invasive manner [35].
While most conventional treatments for leishmaniasis are administered parenterally (intravenously
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or intramuscularly), recent research explores transdermal systems to enhance efficacy and reduce
adverse effects [36-37].

None of the molecules can be considered permeable to the blood-brain barrier (BBB) or the
central nervous system (CNS), which may rule out the occurrence of side effects in other biological
activities within the brain region. The solubility of a drug in aqueous and lipophilic environments
is essential for its absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME). This characteristic
directly influences the bioavailability and therapeutic efficacy of the substance [38].

LTc 71 and LTc 85 were considered non-inhibitors of the CYP1A2 isoform, while LT 71,
LTc 71, and LT 79 were predicted to inhibit CYP2C9. Additionally, LT 79 was identified as an
inhibitor of the CYP3A4 isoform. Almost all molecules were predicted to be substrates of CYP3A4,
one of the main hepatic enzymes responsible for drug metabolism, indicating a possible hepatic
metabolism for these molecules. Regarding excretion, it was described that only LT 71 was a
substrate for OCT2.

Toxicity tests produced a favorable profile for drug development, however an unfavorable
prediction for LT 71 and LT 79 was their potential mutagenicity. On the other hand, these
compounds were not predicted to be hepatotoxic or inhibitors of hERG (human ether-related gene)
| and hERG Il. hERG was a common and significant antitarget in drug discovery due to its
association with adverse cardiac effects.

In Vitro assay

We investigated five indole-thiosemicarbazone compounds for their efficacy against
promastigote forms of L. braziliensis, while also assessing cytotoxicity against peritoneal
macrophages and L929 fibroblasts. This study aimed to identify the most active and selective
compounds against the parasite.

Derivatives that exhibited activity showed ICso values ranging from 6.14 uM to 14.09 uM.
Table 5 described ICso, ECso, and CCso values for fibroblasts and peritoneal macrophages.

Table 5. Antileishmanial activity, cytotoxic effects against peritoneal macrophages, and calculated
selectivity index values for indole-thiosemicarbazones.

Murine peritoneal Fibroblasts
L. braziliensis (LTB2903)
macrophages L929
Molecules
CCso CC50 Clso pro IS

LT 79 55uM £3.9 > 100 pM 12,80 £3.8 4,29

LTc 79 529+£3.5 >100 uM 6,74 £ 2,88 0,78
LT 71 >200 pM > 100 pM 14,09 + 1,05 13,42
LTe 71 >200 uM > 100 uM 13,64 £ 0,41 14,66

Anfotericina B 0,5+0,1 0,27 £0,33 23

Legend: Data were presented as mean * from experiments conducted in triplicate, with cytotoxicity assays
performed in duplicate. CCso: half-maximal cytotoxic concentration; ICso: half-maximal inhibitory
concentration; SI: selectivity index. SI = CCso / ICso.

Indole thiosemicarbazone derivatives demonstrated low cytotoxicity in macrophages, suggesting a
favorable safety profile for future therapeutic investigations, supporting the findings of Moreira et
al. [54] and Silva et al. [8]. Only the LTc 79 derivative exhibited high cytotoxicity in peritoneal
macrophages, which may be attributed to the presence of chlorine in its structure.

Although halogens, in general, facilitate the passage of molecules through cell membranes,
chlorine, specifically, is a highly reactive element [55]. Its ability to induce redox processes and its
tendency to bind with other elements, especially hydrogen, may have promoted cellular interactions
that triggered oxidative stress through redox reactions [55,31].
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Figure 4. Cytotoxicity of indole-thiosemicarbazones LTc 79 and LT 79 in mammalian cells.
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compounds in peritoneal macrophages. Ctrl: untreated cells. The results represent the mean and standard
deviation from three independent experiments conducted in triplicate. (****) indicates a statistically
significant difference compared to the untreated control (p < 0.0001).

Cytotoxicity of indole-thiosemicarbazones in mammalian cells was determined in peritoneal
macrophages (Figure 4). It was observed that at LT 79 (D) concentrations of 12.5 uM, 25 uM, and
3.12 uM, macrophages exhibited 100% cell viability compared to the control. Regarding the LTc
79 (C) compound, there was a respective reduction, as cell viability decreased to 45%, 53%, and
60% at the same concentrations (Figure 4).

Amphotericin B exhibited a lower ICso than the indole-thiosemicarbazone compounds; however,
the obtained selectivity index indicated a high toxicity to host cells. Synthetic molecules were less
toxic to macrophages and fibroblasts while being more selective toward the parasite. LTc 71
compound had the best index (14.66) (Table 5).

The inhibition of synthetic derivatives against Leishmania braziliensis revealed three important
points in the structure-activity relationship of these compounds. First, the LTc 71 and LT 71
compounds showed no significant differences in efficacy, suggesting that the linker chain does not
play a relevant role in antiparasitic activity. Second, these same compounds demonstrated greater
selectivity, exhibiting effective action against Leishmania braziliensis without causing significant
toxicity to host cells. Finally, the LTC 79 and LT 79 compounds displayed higher efficacy against
the parasite, which may be attributed to the presence of the halogen in their structure, enhancing
their activity.

Figure 2. Inhibitory profile of compounds LT 79 and LTc 79 on Leishmania braziliensis in 24
hours of treatment
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Caption: Effect of LTc 79 and LT 79 on Leishmania braziliensis promastigotes. LTc 79 (C) and LT 79 (D).
The results represent the mean * standard deviation from three independent experiments conducted in

triplicate. (*) and (**) indicate statistically significant differences compared to the untreated control (p <
0.001 and p < 0.0001, respectively).

The LTC 79 and LT 79 compounds demonstrated significant activity against Leishmania
braziliensis at low concentrations, standing out as potential therapeutic agents against the parasite.
However, toxicity evaluation revealed that, although these compounds exhibit effective activity
against Leishmania, LTC 79 and LT 79 were toxic to macrophages at low concentrations, while
showing no toxic effects on fibroblasts, indicating a degree of cell selectivity.

Structural analysis suggested that the presence of oxazolidine and the acetate group in the LTC 79
structure was crucial for enhancing its antiparasitic activity, making it more effective against
Leishmania compared to LT 79. These functional groups, along with the halogen, likely facilitate
the compound's interaction with the parasite, increasing its biological activity and making LTC 79
more efficient even at lower doses.

Figure 3. Inhibitory profile of compounds LT 71 and LTc 71 on Leishmania braziliensis in 24
hours of treatment.

A
LTc 71 (A) LT 71 (B)

100+

**
*kk

*kk*k

*kk*k

O B e

Viabilidade %

T T T T T T
100 50 25 12,5 6,25 3,12 Crtl 100 50 25 12,5 6,25 3,12 Crtl

>
nM[C]

Caption: Effect of LTc 71 and LT 71 on Leishmania braziliensis promastigotes. LTc 71 (A) and LT 71 (B).
The results represent the mean * standard deviation from three independent experiments conducted in
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triplicate. () and (*) indicate statistically significant differences compared to the untreated control (p < 0.1,
0.01, and 0.001, respectively).

The LTC 71 and LT 71 compounds exhibited the best selectivity index, a crucial factor for effective
leishmaniasis therapy, especially when compared to the standard drug used in clinical practice.
These derivatives contain a nitro group attached to a benzene ring, a structure known for its ability
to induce cell death. According to Britta et al. (2014), this molecular configuration stimulates the
production of mitochondrial superoxide anion radicals, a mechanism that contributes to parasite
death, further reinforcing the promising therapeutic potential of these compounds against
Leishmania.

Thus, the chemical conformation, bond type, and atomic composition were key determinants of the
unique properties of each compound. The tested molecules primarily differ in the substitutions of
the indole radicals and modifications in the thiosemicarbazone structure. These structural variations
directly influenced the individual behavior of each compound, impacting their biological activity
and therapeutic potential.

Conclusions

Synthetic indole thiosemicarbazone compounds have shown promising potential as therapeutic
agents against Leishmania braziliensis, highlighting the importance of seeking new treatments for
leishmaniasis and the need for effective and selective alternatives.

The use of in silico studies has proven to be an essential tool for predicting the activity of these
derivatives, aiding in the identification of compounds with better pharmacological profiles even
before biological testing. Among the evaluated compounds, those with a nitro group replacing the
pyrrole ring of the indole stood out for forming a highly selective and effective molecule against
the parasite.

However, derivatives containing halogens, such as chlorine, while exhibiting greater antiparasitic
efficacy, also promoted oxidative stress in host cells, which may pose a challenge for therapeutic
use. These findings emphasize the need for further research to optimize the chemical structure of
these compounds, aiming to balance efficacy and safety in leishmaniasis treatment.

FUNDING: This work was carried out with the support of the Coordination for the Improvement
of Higher Education Personnel — Brazil (CAPES) — Funding Code 001; CNPq, and PROPG/UFPE.
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ANEXO A —= TEXTO TEXTO TEXTO TEXTO

[ANEXO é um elemento opcional. O contetdo dos anexos deve ter sido

elaborado por outra pessoa.]
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