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Resumo 
 A leishmaniose é um problema de saúde pública e seu tratamento possui limitações. Logo, a busca de 
novos fármacos torna-se relevante. Estudos prévios do nosso grupo demonstram uma promissora atividade 
imunomoduladora do LASSBio-1386, um derivado sintético da classe das N-acilhidrazonas. Dessa forma, o 
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade e os possíveis mecanismos de ação do composto frente a infecção 
por Leishmania amazonensis. O efeito do LASSBio-1386 na infecção de macrófagos foi avaliado através de 
microscopia óptica, de fluorescência e por microscopia eletrônica de transmissão. A ação do composto no ciclo 
celular de promastigotas foi avaliada por citometria de fluxo e seu efeito também foi avaliado em modelo murino 
de leishmaniose cutânea. O composto reduziu a infecção de macrófagos, provocou alterações ultraestruturais 
em amastigotas e causou parada nas fases G0/G1. Por fim, reduziu a infecção de camundongos. Esses dados 
demonstram um perfil antileishmania do composto. 
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Introdução 
 A leishmaniose é um problema de saúde pública no Brasil. Estima-se que 12 milhões de pessoas estão 

infectadas pelo parasito no mundo (OMS, 2012). Apesar dos avanços na imunopatologia da doença, o seu 
tratamento possui diversas limitações, como efeitos adversos sistêmicos, elevada toxicidade e alto custo. Diante 
desses dados, a busca de novos fármacos torna-se relevante. As hidrazonas são uma classe de compostos 
orgânicos sintéticos que apresentam descrições na literatura de diversas atividades biológicas como: 
antimicrobiana e antifúngica (APOTROSOAEI et al.,2013), anti-inflamatória e analgésica (BARREIRO et al., 
2002; ALAM et al., 2012; HAMDY et al., 2013), e antitumoral (MU, 2016).  

Estudos prévios do nosso grupo no Laboratório de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI) da 
Fiocruz-BA demonstram uma atividade imunomoduladora promissora do derivado da classe das N-
acilhidrazonas, o (E)– N’– (3,4– dimetoxibenzilideno)– 4– metoxibenzohidrazida (LASSBio-1386). O LASSBio-
1386 inibiu a resposta imune e inflamatória, provavelmente através da inibição da via do NFκB, em ensaios in 
vitro e em modelo murino de choque endotóxico e de hipersensibilidade tardia (GUIMARÃES et al., 2018). Além 
disso, em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa, o LASSBio-1386 apresentou importante atividade 
antileishmania in vitro contra formas promatigotas de L. amazonensis (CI50=0,80 ± 0,16 µg mL -1). O composto 
LASSBio-1386 apresentou um baixo valor de citotoxicidade (CC50 de 17,99 ±1,3 µg mL-1) quando comparado à 
violeta de genciana (CC50= 0,3 ± 0,04 µg mL-1), droga citotóxica de referência. Dessa forma, o objetivo deste 
trabalho foi avaliar os possíveis mecanismos de ação do LASSBio-1386 frente a infecção por Leishmania 
amazonensis. 
 
Metodologia 
 Inicialmente, o efeito do LASSBio-1386 na infecção de macrófagos por L. amazonensis foi avaliado 
através da contagem em microscópio óptico e por microscopia de fluorescência. Macrófagos da linhagem J774 
foram cultivados em placas de 24 poços (2 x 105/poço) e infectados com L. amazonensis em fase estacionária, 
na razão de 10 parasitos por macrófago. Após 4h de infecção, os compostos foram adicionados aos poços. Após 
24 horas, as células foram fixadas em metanol e coradas por GIEMSA. A porcentagem de macrófagos infectados 
e o número de amastigotas por macrófagos foram determinados pela contagem de 100 células em campos 
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aleatórios. Além disso, também foi realizada a microscopia de fluorescência, para isso macrófagos peritoneais 
de camundongos C57BL/6 foram cultivados em placas de 24 poços (5 x 105/poço) e mantidos por 24 h em estufa 
a 37ºC e 5% de CO2. Após esse período, foram infectados com L. amazonensis em fase estacionária, na razão 
de 10 parasitos por macrófago. Após 4h de infecção, o composto foi adicionado aos poços durante 24 horas a 
37°C. Após esse período, as lâminas foram fixadas com metanol e marcadas com DAPI (4´,6 – diamidino 
diamidino diamidino-2- fenil-indol) na concentração de 1,5 µg/mL por 5 minutos e analisadas através de 
microscópio de fluorescência (Leica DMi8). Também verificou-se a atividade do composto frente as formas 
amastigotas por microscopia eletrônica de transmissão. Macrófagos peritoneais de BALB/c (3 x 106/poço) 
infectados por L. amazonensis foram tratados com o composto durante 24 horas a 37°C. Após a incubação, os 
parasitos foram fixados por 1 h à temperatura ambiente com formaldeído a e glutaraldeído. Após a fixação, pós-
fixação e desidratação, as amostras foram embebidas em resina Polybed. As imagens foram coletadas em 
microscópio eletrônico de transmissão JEOL TEM-1230. A interferência do composto no ciclo celular de 
promastigotas também foi avaliada. Promastigotas de L. amazonensis (1 x 106) foram incubados em placas de 
24 poços e após 48 h de tratamento com os compostos em estudo, adicionou-se a solução de lise contendo o PI 
(2 µg mL-1) e 0,1% v v-1 de triton X-100, na ausência de luz e a 37ºC. Após 30 minutos, as células foram adquiridas 
e analisadas em citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EUA) através do 
software CellQuest. Além disso, avaliou-se o efeito do LASSBio-1386 em modelo murino de leishmaniose 
cutânea. Os camundongos da linhagem BALB/c foram infectados com L.amazonensis por via subcutânea na 
derme da orelha direita. Após 2 semanas de infecção, grupos de camundongos foram tratados diariamente 
durante cinco semanas, por via tópica, com 1% m m-1 do creme do LASSBio-1386. O desenvolvimento da lesão 
foi monitorado semanalmente usando um paquímetro digital. A quantificação parasitária foi realizada através da 
diluição limitante dos linfonodos dos camundongos infectados tratados ou não com o composto.  
 
Resultados e Discussão 
 O LASSBio-1386 provocou uma redução significativa do percentual de macrófagos infectados nas 
concentrações de 10 e 15 µg mL-1. Já em relação ao número de amastigotas por macrófagos, o composto foi 
capaz de inibir de forma significativa em todas as concentrações. A anfotericina B, testada na concentração de 
5 µg mL -1 foi capaz de reduzir de forma significativa tanto a infecção quanto o número de amastigotas por 
macrófagos, como já esperado. Este dado foi ratificado por análise em microscopia de fluorescência. Houve 
redução do número de amastigotas intracelulares e do número de macrófagos infectados, quando comparado 
com o controle infectado, mas não tratado. Além disso, as alterações ultraestruturais foram avaliadas com a 
finalidade de verificar se há influência direta da molécula em estudo nas organelas do parasito. Mitocôndria, 
núcleo e cinetoplasto aparecem preservadas nas formas amastigotas presentes no grupo controle infectado mas 
não tratado. Dentre as alterações que surgiram com o tratamento, encontram-se desorganização do citoplasma, 
aumento de cinetoplasto, inclusões lipídicas e possível formação de autofagossomo. O LASSBio-1386 foi capaz 
de alterar o ciclo celular causando parada nas fases G0/G1 do ciclo celular. O tratamento tópico diário do 
LASSBio-1386 causou uma redução significativa na espessura na orelha de camundongos infectados, 
especialmente na quinta semana, quando comparado com o grupo controle que foi infectado, mas não tratado. 
Além disso, verificou-se também uma redução da carga parasitária após a quinta semana de tratamento. Apesar 
da redução da carga parasitária, o composto não foi capaz de promover a cura dos camundongos tratados.  
 
Conclusões 
 Os resultados demonstram que o LASSBio-1386 possui uma promissora atividade antileishmania in vitro 
e in vivo, com provável ação direta no parasito e parada no ciclo celular nas fases G0/G1. 
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