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RESUMO

APAZA, Lourdes Fanny Calla, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2018. Busca de inibidores de histonas deacetilases com atividade
leishmanicida na infecgcdo de macréfagos por Leishmania braziliensis.
Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientadores: Gustavo Costa
Bressan, Tiago Antonio de Oliveira Mendes, Raphael de Souza Vasconcellos e
Luciana Angelo de Souza.

A leishmaniose refere-se a um grupo de doencgas causadas por parasitas
protozoarios intracelulares obrigatorios do género Leishmania. A leishmaniose
tegumentar constitui um problema de saude publica em 85 paises, distribuidos
em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de
0,7 a 1,3 milhdo de casos novos. A espécie Leishmania braziliensis é a
principal responsavel pela Leishmaniose Tegumentar no Novo Mundo, sendo o
Brasil o pais com a maior incidéncia da doengca na América do Sul. A maioria
das drogas leishmanicidas disponiveis s&o toxicas, tém problemas de
resisténcia pelos parasitos ou necessitam de hospitalizacdo para a sua
utilizagdo; portanto, o desenvolvimento de novos medicamentos € urgente.
Uma alternativa para novas terapias sao farmacos que atuam a nivel
epigenetico, como inibidores de histonas desacetilases (HDACSs). Inibidores de
HDACs (iIHDACs) sao conhecidos por apresentrem atividades antiproliferativas,
anti-inflamatérias e antiparasitarias. Neste trabalho foram testados iHDACs
pertencentes a classe dos acidos hidroxamicos produzidos pelo consércio Anti-
Parasitc Drug Discovery in Epigenetics (A-ParaDDiskE). Os compostos foram
primeiramente testados em relacdo aos seus efeitos toxicos em células
hospedeiras de macrofagos da linhagem Raw 264.7. Os compostos que nao
apresentaram efeito tdxico foram testados em infeccdo de macrofagos
contendo amastigotas intracelulares de L. braziliensis. Foram testados 41
compostos, 22 do grupo do EGs, 9 THs, 6 ATb2, 4 NHs. Os resultados
mostraram que os compostos EG10, EG11, EG13 foram considerados toxicos
para macrofagos, e os compostos EG3, EG5, EG21, ATb210, TH136, TH142,
TH135 e NH5 apresentaram acéo leishmanicida de pelo menos 50% sobre
amastigotas intracelulares. O composto com maior atividade foi o ATb210 que
apresentou atividade similar a agdo da droga controle positivo Anfotericina B

(pelo menos 80% de acao leishmanicida). Sendo assim, podemos concluir que
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foi possivel selecionar 28 compostos com atividade leishmanicidas sobre a

infeccao in vitro de macrofagos por L. braziliensis



ABSTRACT

APAZA, Lourdes Fanny Calla, Universidade Federal de Vigosa, February, 2018.
Search for inhibitors of histone deacethylases with leishmanicide activity
against leishmania braziliensis at the macrophage infection. Adviser:
Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-advisers: Gustavo Costa Bressan, Tiago
Antonio de Oliveira Mendes, Raphael de Souza Vasconcellos and Luciana
Angelo de Souza.

Leishmaniasis refers to a group of diseases caused by obligate intracellular
protozoan parasites of the genus Leishmania. Cutaneous leishmaniasis is a
public health problem in 85 countries, distributed across four continents
(Americas, Europe, Africa and Asia) and an annual record of 0.7 to 1.3 million
new cases. Leishmania braziliensis is the main species responsible for
Cutaneous Leishmaniasis in the New World, Brazil being the country with the
highest incidence of the disease in South America. Most of the available
leishmanicidal drugs are highly toxic, have resistance problems by the parasites
or require hospitalization for their use, so the development of new drugs is
urgent. An alternative to new therapies are epigenetic drugs, such as those
acting on histone-modifying enzymes like histone deacetylases (HDACS).
Inhibitors of HDACs (iHDACs) are endowed with a multitude of biological
functions, including antiproliferative, anti-inflammatory and antiparasitic
activities. In this work, iHDACs belonging to the class of hydroxamic acids sent
by the consortium Anti-Parasitc Drug Discovery in Epigenetics (A-ParaDDisE)
were tested. The compounds were first tested for their toxic effects on
macrophage host cells Raw 264.7. Compounds which showed no toxic effect
were tested on macrophage infection containing intracellular amastigotes of L.
braziliensis. In total, 41 compounds were tested, 22 from the EG group, 9 THSs,
6 ATb2, 4 NHs. The results showed that compounds EG10, EG11, EG13 were
considered to be toxic to macrophages, and compounds EG3, EG5, EG21,
ATb210, TH136, TH142, TH135 and NH5 had equal or above 50% significant
leishmanicidal effects for intracellular amastigotes, and the compound ATb210
presented similar activity to the action of the positive control drug of
Amphotericin B (more than 80% leishmanicidal activity). Thus, we can conclude
that it was possible to select 28 compounds with leishmanicidal activity on the in

vitro infection of macrophages by L. braziliensis.



1JNTRODU§AO
1.1. Leishmaniose

O termo leishmaniose refere-se a um grupo de doencgas transmitidas
por vetores causadas por parasitas protozoarios intracelulares obrigatorios do
género Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastidia (ELMAHALLAWY et al, 2014).

A leishmaniose tegumentar (LT) constitui um problema de saude
publica em 85 paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa,
Africa e Asia), com registro anual de 0,7 a 1,3 milhdo de casos novos. E
considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como uma das seis
mais importantes doencgas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de detecgéo e
a capacidade de produzir deformidades. (BRASIL, 2017)

A transmiss&o natural do parasito ocorre principalmente por intermedio
da picada de fémeas infectadas do género Phlebotomus do Velho Mundo e
Lutzomyia no Novo Mundo. (ELMAHALLAWY et al, 2014). Mamiferos, como
roedores, edentados, marsupiais, canideos, primatas ndo humanos e também
humanos, foram incriminados como possiveis reservatorios de Leishmania em
diferentes regides do mundo, dependendo do contexto eco-epidemioldgico
(FERNANDEZ et al., 2018).

Existem pelo menos 14 espécies patogénicas de Leishmania
distribuidas nas Américas, e reconhecidas como parasitos de importancia
médica. Estas se encontram incluidas nos subgéneros Leishmania e Viannia
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). As espécies reconhecidas até entédo
associadas com doenga em humanos que pertencem ao subgénero
Leishmania sao: L.(L) mexicana, L.(L) amazonensis, L.(L) venezuelensis, L.(L)
chagasi e L.(L) major simile. Dentre este grupo L.(L) infantum chagasi se
destaca como principal responsavel pela leishmaniose visceral. As espécies
que pertencem ao subgénero Viannia séo: L.(V) braziliensis, L.(V) peruviana,
L.(V) guyanensis, L.(V) panamensis, L.(V) lainsoni, L.(V) naiffi L.(V)
colombiensis e L.(V) shawi, sendo que L.(V) braziliensis € uma das principais
especies causadora de leishmaniose tegumentar americana (SILVEIRA;
LAINSON; CORBETT, 2004).

A leishmaniose pode se manifestar clinicamente nas formas do tipo

tegumentar com lesdes ulcerativas unicas ou multiplas ao longo da epiderme
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(forma cuténea), podendo afetar ou ndo as mucosas (formas mucocuténea e
forma mucosa), ou ainda sob a forma disseminada com leses multiplas nao
ulcerativas. Ja a forma visceral compromete principalmente 6rgdos como o
figado e o bago. As manifestagdes clinicas e o curso da infecgdo dependem
tanto de fatores relacionados ao protozoario, como a espécie de Leishmania
envolvida, de caracteristicas genotipicas e de sua patogenicidade; quanto a
fatores intrinsecos relacionados ao hospedeiro, como o sistema imunologico e
estado nutricional (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007).

As drogas utilizadas no tratamento das Leishmanioses sdo poucas,
apresentam toxicidade que incluem diversos efeitos colaterais o que pode levar
0os pacientes a abandonarem o tratamento, e consequentemente gerarem
linhagens de Leishmanias resistentes. Ademais, o custo alto dos compostos
torna o tratamento muitas vezes inviavel (SINGH; SIVAKUMAR, 2004). O
tratamento combinado para a terapia de leishmaniose visceral tem sido
indicado como uma forma de aumentar a eficacia e a tolerancia do paciente ao
tratamento, com finalidade de reduzir a duragao e o custo e limitar o surgimento
de resisténcia a droga (GRIENSVEN et al, 2010).

Assim, existe ainda a necessidade de se intensificar os programas de
pesquisa em leishmaniose para melhoria das estratégias de controle, o que
inclui melhorias nas formas terapéuticas para reducéo da incidéncia, morbidade
e mortalidade desta doenca.

Drogas epigenéticas tém o potencial de ser uma terapia muito eficaz
contra uma série de doencgas, especialmente em céncer. Originalmente
alvejadas para o uso no cancer, estdo sendo também investigadas para
redirecionar seus usos para doencgas parasitarias (ANDREWS; HAQUE;
JONES, 2012).

Entre muitos farmacos contra o cancer denominados coletivamente
"terapias direcionadas ou moleculares" as drogas epigenéticas sao claramente
promissoras. Diferentemente de outros agentes que visam um unico produto
geneético, os farmacos epigenéticos tém a cromatina como alvo por meio da
inibicdo de enzimas como histonas deacetilases (HDACs) e metiltransferases
de DNA (DNMTs) (GONZALEZ et al, 2008).

O potencial dos inibidores de HDAC como agentes antiparasitarios foi
visto pela primeira vez a cerca de uma década atras, quando o tetrapeptidio
ciclico apicidina se mostrou com atividade antiparasitaria de amplo espectro.
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Desde entdo, um numero crescente de estudos se concentrou na atividade
antiparasitaria dos inibidores de HDAC de varias classes estruturais,
destacando o potencial desses quimiotipos para a intervencao
antiparasitaria (ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012).

Foi identificada uma vasta gama de estruturas que sdo capazes de
inibir a atividade de diferentes classes de HDAC, como as classes 1, classe 2
e classe 4. Eles derivam de fontes naturais e de rotas sintéticas. Com
algumas excecgdes, todos podem ser divididos em classes quimicas,
incluindo derivados de acido hidroxamico, carboxilatos, benzamidas, cetonas
eletrofilicas e peptidios ciclicos (MINUCCI; PELICCI, 2006).

Os acidos hidroxdmicos incluem a maioria dos iHDAC atualmente em
ensaios clinicos. As peculiaridades das moléculas a base de hidroxamato sao:
0 grupo hidroxdmico polar, um espacgador hidrofébico de metileno de 4 a 6
carbonos (CU, unidade de conexao polar), um segundo local polar e um grupo
hidrofobico terminal. Na maioria dos iHDAC, o CU pode interagir com
aminoacidos no tunel e um ligante de 4 ou 6 unidades de carbono, fazendo
com que o seguinte grupo de ligagao ao zinco se ligue ao ion zinco o que inibe
a enzima (NEBBIOSO, 2012).

Este trabalho apresenta a busca por novos compostos candidatos a
novas drogas da classe dos inibidores de histonas deacetilases derivados do
acido hidroxémico para tratamento de leishmaniose tegumentar causada por L.
braziliensis. Os compostos testados foram disponibilizados pelo Consoércio
internacional A-ParaDDisk, financiado pela Comunidade Européia, e que
reuniu pesquisadores europeus, brasileiros e da Australia em um esforco

conjunto na busca de iIHDACs com atividade anti-parasitaria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Leishmaniose Tegumentar

A leishmaniose cuténea (LC) é a forma mais comum de apresentagao
da leishmaniose tegumentar. Cerca de 95% dos casos de leishmaniose
cutanea ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e
Asia Central. Mais de dois tercos dos novos casos LC ocorrem em 6 paises,
Afeganistao, Argélia, Brasil, Coldmbia, Irén e Siria. Estima-se que 0,6 milhdo a
1 milhdo de novos casos ocorrem em todo o mundo anualmente na (figura 1)

podemos observar o status endémico da leishmaniose (WHO, 2017).

Figura 1 - Status endémico da Leishmaniose Cutdanea no mundo em 2015

Countries reporting

(111
o000 0

Mumbar of new CL cases
roported, 2015

. 5000
B r000-4089
EE 00-0m
B <100 01 o data

B Mo sulochihonous cases reported

0 [ Not sopicable

Fonte: OMS  http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leish_CL_2015.png?ua=1
Acessado em 01/09/2017

Deacordo com a OMS, nas Américas, no periodo de 2012 a 2014,
registrou-se, em média, 51.092 casos novos de LT. Entretanto, mais de 80%
dos casos estdo em quatro paises: Brasil (40%), Coldmbia (20%), Peru (16%) e
Nicaragua (5%). O Brasil é o terceiro pais com o maior numero de casos novos
registrados no mundo, com uma média anual de aproximadamente 21.000
casos no periodo de 2009 a 2013, 10% dos casos registrados no mundo,

superado apenas por Siria e Afeganistdo. A doencga atinge todas as Unidades
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Federativas do Brasil. Em 2014 foram notificados 20.418 casos novos.
(Comissao nacional de incorporagao de tecnologia do SUS. CONITEC, 2016)

Nas Américas, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) é
considerada uma zoonose primaria de mamiferos silvestres (roedores,
marsupiais, edentados e primatas). Dessa forma, o homem adquire a infecgao
ao entrar em contato com as areas florestais onde existem as enzootias pelas
diferentes espécies de Leishmania. (BRASIL; 2000)

A transmissdo da doenga acontece em virtude da propagacédo do
parasito pelo inseto vetor, sendo os géneros mais frequentemente associados
o Lutzomyia no novo mundo e Phlebotomus, no velho mundo (DE ALMEIDA et
al, 2003).

Nas Américas, sado atualmente reconhecidas 12 espécies
dermotrépicas de Leishmania causadoras de doenga humana e oito espécies
descritas somente em animais. No entanto, no Brasil, ja foram identificadas
sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero
Leishmania. As trés principais espécies s&o: L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em
estados das regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2017).

Dependendo da espécie de Leishmania envolvida na infeccdo e da
resposta imune mediada por células do individuo infectado, se desenvolve um
amplo espectro de formas clinicas da doencga, convencionalmente conhecido
como leishmaniose cuténea localizada (LCL), leishmaniose disseminada (LD),
leishmaniose cutdnea anérgica difusa ou simplesmente leishmaniose cutanea
difusa (LCD) e leishmaniose cutaneomucosa-(LCM) (SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004).

A leishmaniose cutanea localizada (Figura 2a) representa a
manifestacdo clinica mais frequente. Nela, as lesbes sdo exclusivamente
cutaneas e tendem a cicatrizagdo. Mais frequentemente, sdo Unicas ou em
pequeno numero. Em casos mais raros, as lesdes podem ser numerosas,
caracterizando a forma denominada leishmaniose cutdnea disseminada. As
lesdes apresentam aspectos variados e a infeccdo secundaria bacteriana altera
este aspecto tornando-as mais inflamadas, dolorosas e purulentas. (BRASIL,
2013).
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A forma cuténea disseminada (Figura 2b) se caracteriza pela presenca
de mais de 10 lesdes, geralmente acneiformes ou papulares, em duas ou mais
areas ndo contiguas do corpo. Em 29% dos casos pode ocorrer lesdo de
mucosa. L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis sao as duas espeécies
conhecidas como causadoras desta forma de LTA (TURETZ et al, 2002)

A Leishmaniose cutanea difusa (Figura 2c) € uma forma anérgica, rara
e caracterizada por lesées nodulares, ricas em parasitos, de dificil tratamento e
prognéstico ruim. (SILVEIRA et al, 2009)

A forma mucosa ou mucocutanea (Figura 2d). Ocorre normalmente
anos apos a cura clinica da lesdo cutanea, podendo ser concomitante ou
aparecer até décadas depois. Acomete as mucosas oral, nasal, faringea e
laringea, levando a destrui¢cao tecidual e lesbées desfigurantes. (GUERRA et al,
2011)
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Figura 2 - Manifestagbes clnicas de leishmaniose tegumentar e
Leishmaniose mucocutanea

Figura 2a. LT Les&o ulcerada Figura 2b. LT Forma cuténea disseminada,
franca, Unica, arredondada, com com acometimento facial, apresentando
bordas elevadas, infiltradas e multiplas lesdes ulceradas.

fundo aranuloso

Figura 2c. LT Forma cuténea difusa — Figura 2d. LT Forma mucosa — Lesao de
Lesao infiltrada com areas mucosa nasal com ulceragao das asas do nariz
descamativas na orelha. Tempo de e diversas lesdes nddulo infiltrativas, algumas
doencga: 12 anos. com crostas na face

Fonte: Adaptado de (BRASIL, 2017)

7

L. braziliensis € a espécie capaz de produzir a forma clinica mais
frequente da doenca, a LCL. Embora os aspectos clinicos da LCL variem de
acordo com a espécie, a leséo classica inicia-se como uma papula ou nodulo
no sitio da inoculacédo que expande lentamente (REITHINGER et al., 2007).
Evoluindo para uma lesao ulcerativa na pele, que é a apresentacao clinica mais

comum da LTA, caracterizada por baixo parasitismo tecidual, podendo mesmo



8

evoluir para a cura espontanea. A LCL pode também evoluir para a formas
clinicas de leishmaniose mucosa (LM) (BRASIL, 2009; OLIVEIRA, 2017).

2.2. Ciclo de Vida

O parasito Leishmania ¢ um eucariota unicelular que € exposto a
diferentes estresses e ambientes extra e intracelulares durante seu ciclo de
vida, o que caracteriza um modelo biolégico genética e ecologicamente
complexo. Uma das principais caracteristicas destes parasitos e o fato de
serem organismos ditos digenéticos por apresentarem dois estagios em seu
ciclo de vida, sendo, um estagio extracelular, no vetor invertebrado
(flebotomineos hematéfagos) e um estagio intracelular, no hospedeiro
vertebrado. Desta forma, os parasitos se apresentam basicamente sob duas
formas morfolégicas denominadas promastigotas, encontradas nos vetores
invertebrados, e amastigotas, encontradas nos hospedeiros vertebrados
(BANULS et al, 2007).

A forma amastigota desenvolve-se intracelularmente, multiplicando-se
especialmente em macréfagos, apresenta-se como uma forma arredondada e
sem flagelo externalizado e as formas promastigotas sdo mdveis, encontrando-
se no aparelho digestivo do inseto vetor, possuem um flagelo que tem origem
no corpo basal proximo ao cinetoplasto. Durante o processo de
desenvolvimento dos promastigotas no tubo digestivo do inseto vetor,
observam-se duas formas distintas: as prociclicas, que sido alongadas e
maiores que as formas amastigotas, possuindo um flagelo habitualmente mais
curto que o corpo celular, e as formas metaciclicas, que sao relativamente
curtas e arredondadas com um flagelo longo, duas a trés vezes mais comprido
que o corpo celular e com grande mobilidade. Estas formas constituem a fase
final de desenvolvimento que ocorre no vetor e € a forma infectante inoculada
no hospedeiro vertebrado (KILLICK-KENDRICK, 1990).

O ciclo biologico de Leishmania se inicia quando fémeas dos
flebotomineos parasitadas inoculam formas promastigotas metaciclicas
infectantes em um hospedeiro vertebrado suscetivel durante o repasto
sanguineo (BANULS et al, 2007). A saliva também inoculada parece exercer
papel importante na infecgao, por intermedio de diversos mecanismos dentre
eles a quimiotaxia de macréfagos e mondcitos ao local da picada (ROGERS et
al, 2002). Apos a interiorizacdo em macréfagos as formas promastigotas
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metaciclicas se diferenciam em formas amastigotas que proliferam no interior
de vacuolos parasitoforos. A intensa multiplicagdo das formas amastigotas leva
a lise dos macrofagos infectados havendo liberagdo de amastigotas que podem
infectar novos macrofagos. O fechamento do ciclo se da através de nova
ingestao de formas amastigotas através da picada do vetor flebotominio em um
hospedeiro vertebrado infectado. A figura 3 resume as etapas do ciclo de vida
do parasito (BANULS et al., 2007),

Figura 3 - Ciclo de vida do parasito.

Estigio Transmissor Estdgio Humano
o O flebotomineo ingeta
promastigotas ao retirar e

Promastigostas sdo
fagocitadas pelgs
macrofagos \

Prmnastl.gulas transformam-se em
amastigotas deﬁn do macrofago

sangue do hospedeiro

Multiplicacdo das g =
0 promastigotas ) ? i’i

Wb s

ﬂ Amastigotas se transformam em

promastigotas mo trato digestorio do
maosquito

'&

Amastigotas se multiplicam em

El
9 celulas de varios tecidos (incluindo
e S macrofagos) ﬂ
(6] Iﬂgestau de células ‘\-—-‘
parasitadas

BO ﬂebululm.neu se alimenta com sangue
. ; contaminade (ingerindo macrdfagos
A_ Ftigio Bifecte infectados com amastigotas)

A= Fase de diagnadstico

Fonte: modificada de CDC <https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.htm>.Acessado em
03/09/2017

A sobrevivéncia e a proliferacdo de Leishmania dentro dos vacuolos
parasitéforos dependem principalmente da sua estratégia de evadir as
moléculas efectoras dos macréfagos e de desviar a resposta imune. Os
macrofagos estao cheios de poderosas armaduras, como espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio, lisozimas e outras moléculas microbicidas, be, como a
produgdo de varias citocinas Th1 para inibicdo parasitaria. Na infeccao
parasitaria comega a perseguicado, o ataque dos macréfagos ao parasita com

suas moléculas reativas de nitrogénio e oxigénio como resultado da indugao de
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atividade respiratéria, enquanto o parasita deve se defender para sobreviver,
tem que produzir algo que contra ataque e exclua essa atividade ou desenvolva
uma estratégia para ignorar esse ataque. As estratégias de sobrevivéncia de
leishmania inclui: a glicoproteina (gp63 uma metaloproteinase) que facilita a
ligacdo do promastigotas metaciclico aos macrofagos via receptor CR3 sem
induzir explosdo oxidativa em macrofagos; inativagcdo de componentes do
complemento (C3, C5, C9), utilizacdo da superoxido dismutase para quelar
reativos intermediarios de oxigénio, supresséo da Oxido Nitrico Sintase (iNOS)
e de citocinas de perfil Th1, além da inducido de uma resposta do perfil Th2
exarcebada (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

2.3. Tratamento

A quimioterapia para o tratamento das leishmanioses inclui farmacos
antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina, miltefosina e
paromomicina (CROFT; COOMBS, 2003; BRASIL, 2017).

2.3.1. Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (AP) estibogluconato de sédio e o
antimoniato de meglumina (Glucantime) continuam sendo o tratamento de
primeira linha para todas as formas clinicas de leishmaniose, apesar da
resposta terapéutica variavel e da preocupacido crescente da falha no
tratamento. Uma das razdes por tras da resposta variavel poderia ser a
diferencga intrinseca na sensibilidade das espécies a droga. O mecanismo de
acdo dos antimonials ainda ndo esta claro. E pensado que o metabolismo tiol
unico de Leishmania desempenha um papel fundamental no mecanismo de
acgao de drogas antimoniais (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010).

A base bioquimica para a sua eficacia € desconhecida, mas pode
envolver a inibicdo da sintese de ATP. Ademais, parece estar ligado a inibigdo
da ATP sintetase (BLUM; HATZ, 2009). Os medicamentos podem causar
varios efeitos colaterais que levam a problemas no tratamento, dentre eles
mialgia, rigidez  articular, dor abdominal, anorexia, alteracbes
eletrocardiograficas, bradicardia e em casos mais raros pode levar a sinais de
dano hepatico, pancreatite, anemia hemolitica, nefrotoxicidade e anafilaxia
(DAVID; CRAFT, 2009).
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2.3.2. Pentamidina

A pentamidina é utilizada como alternativa para os antimoniais
pentavalentes. O mecanismo de ag¢do da pentamidina ainda ndo é conhecido,
porém o mecanismo possivel inclui a inibicdo da biossintese de poliaminas, a
ligacdo ao sulco do DNA e efeito sobre o potencial da membrana interna
mitocondrial. (CHAKRAVARTY, SUNDAR, 2010). Os efeitos colaterais sao dor
no local da injegao, gosto metalico, cefaléia, congestdo, dispnéia e os menos
frequentes sao febre, transpiracao e fadiga. Ademais, os pacientes devem ser
monitorados quanto a hipotensao arterial e hipoglicemia (DAVID; CRAFT,
2009).

2.3.3. Anfotericina B

A anfotericina B tem tempo de meia-vida curto e € usada em pacientes
clinicamente resistentes a pentamidina. A anfotericina B interage
especificamente com o ergosterol, esterdide da membrana de leishmania,
causando aumento de permeabilidade e morte do parasito (BERMAN, 1997). A
anfotericina B também pode reconhecer o colesterol da célula humana, o que é
prejudicial para o paciente. Adicionalmente, o custo de produgdo € alto o que
inviabiliza o tratamento a base deste medicamento em paises pobres
(SANTOS et al., 2008). A principal desvantagem € a alta incidéncia de reagdes
adversas como: a hiperpirexia, mal-estar grave, hipotensdo, tromboflebite,
azotemia, dano tubular renal, hipocalemia, anemia e hepatite (BLUM; HATZ,
2009).

2.3.4. Paromomicina

A paramomicina € um antibiético aminoglicosideo que mostra atividade
contra Leishmaniose visceral (LV), com taxas de cura globais superiores a
90%. Ele concluiu com sucesso os ensaios clinicos de fase Ill, mostrando
vantagens de um curso de tratamento mais curto, maior perfil de seguranca e
baixo custo de fabricacdo, tornando-se uma opgao terapéutica acessivel em
condigdes de campo indianas. Como resultado, foi registrado na india em
agosto de 2006 e pode ser uma promissora ferramenta de saude publica no
programa nacional de eliminagcdo de LV (KULSHRESTHA et al, 2011). O

mecanismo de acdo € por inibicado da sintese protéica. Existem varios ensaios
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clinicos que reconhecem os resultados de eficacia desta droga por rotas
diferentes. No entanto, existe uma chance provavel de adquirir resisténcia com
a monoterapia com paromomicina. Mais recentemente, surgiram formulag¢des
mais novas como paromomicina carregada com microesferas de albumina e
paromomicina com lipossoma apresentando melhores resultados
(MOHAPATRA, 2014).

2.3.5. Miltefosina

Um éster de fosforilcolina de hexadecanol, designado como miltefosina,
originalmente desenvolvido como um farmaco anticancerigeno, mostrou ser o
primeiro farmaco oral contra o LV e LC. No entanto, pode-se notar que a
miltefosina  (Impavido ®) possui uma meia-vida longa capaz de
gerar isolados de Leishmania resistentes e exibe contra-indicagdo na gravidez
por causa de efeitos adversos. Apesar destas limitagdes, a miltefosina é agora
bem sucedida em combinagdo com a AmBisome ®, a fim de prevenir a
resisténcia dos medicamentos a ambos os medicamentos (LOISEAU;
COJEAN; SCHREVEL, 2011).

As vantagens da miltefosina sobre AP incluem administracdo oral, e os
efeitos secundarios menos graves (nauseas, vOmitos, diarréia e creatinina
elevada). Miltefosina é uma opcéao para individuos que sao resistentes a AP ou
apresentam resisténcia cruzada a anfotericina B (DAVID; CRAFT, 2009).

Devido a falta de vacinas eficientes, ao limitado numero de farmacos
disponiveis e a toxicidade destes que exigem administracdo parenteral, aos
constantes relatos de falhas terapéuticas, ao aumento dos casos de
leishmaniose por causa de co-infecgoes com HIV, bem como ao aumento de
viagens e conflitos internacionais, faz-se necessario a busca de novos
farmacos leishmanicidas (GUPTA; NISHI, 2011).

A fim de desenvolver novas drogas alvo especificas pode-se explorar
mecanismos moleculares que sejam importantes para a infeccdo e
sobrevivéncia dos agentes patogénicos. Um mecanismo molecular que pode
ser explorado neste contexto € o remodelamento da cromatina feito através de

epigenética.
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2.4. Epigenética

O termo epigenética (do grego epi, sobre + “genética”) foi cunhado por
Conrad Waddington 1947 (JABLONKA; LAMB, 2002) e pode ser definido como
o conjunto de mecanismos que levam a modificagdes funcionais do genoma ao
induzir alteragdes estaveis na expressao génica, sem que haja alteragbées na
sequéncia de nucleotideos de acido desoxirribonucleico (DNA) que compde o
genoma (NIERATSCHKER; BATRA; FALLGATTER, 2013).

Os mecanismos epigenéticos levam a modificagdes funcionalmente
relevantes do genoma, pois induzem mudangas estaveis na expresséo génica,
0 que consequentemente influencia o resultado fenotipico. Estes mecanismos
de controle da transcricdo, que podem ser hereditarios, nao sao
acompanhados por alteragdes de nucleotideos na sequéncia de DNA
subjacente. Os mecanismos epigenéticos incluem modificagdes nas histonas,
metilacgdo de DNA e RNAs de interferéncia (NIERATSCHKER; BATRA;
FALLGATTER, 2013).

De todos estes mecanismos de regulagdo epigenética, somente a
metilagdo de DNA foi mostrada como hereditaria na divisdo celular (WIGLER;
LEVY; PERUCHO, 1981). Contudo, algumas modificagbes pds-traducionais de
histonas podem contribuir para a transmissédo de informagéao epigenética,
outras diretamente no processo de transcricdo, e ainda outras somente tém

fungdo estrutural na cromatina (BERGER et al, 2009).

2.5. Modificagoes das histonas

A sequéncia de DNA encontra-se envolta em proteinas denominadas
histonas e de outras proteinas presentes que formam a cromatina (KOOISTRA;
HELIN, 2012). A cromatina é a forma como o DNA se apresenta compactado,
sendo sua unidade fundamental o nucleossomo.

O nucleossomo é composto por um octdmero de proteinas histonas de
subunidades H2A, H2B, H3 e H4. O cerne de histonas enovela 145-147 pares
de bases em 1,65 voltas e tem sua estrutura regulada de acordo com o estado
epigenético da célula. Uma histona adicional, H1, se liga ao complexo
estabilizando o nucleossomo (KOOISTRA; HELIN, 2012).

As histonas sao proteinas basicas com um dominio globular C-terminal

e uma cauda N-Terminal. A regido N-terminal das cadeias peptidicas histonicas



14

€ responsavel pelas modificacbes relativas a estrutura da cromatina e por
consequéncia dos processos de regulagdo celular que dependem do
enovelamento do DNA, como transcrigdo e replicagdo (KOOISTRA; HELIN,
2012). Assim, o remodelamento da cromatina e a modificagdo das histonas
desempenham um papel importante na regulagao da expressao dos genes (HO
et al, 2011).

As modificagbes poés-traducionais das histonas incluem acetilagao,
metilacao, fosforilagdo, ubiquitinacdo e sumoilagdo. (KOOISTRA; HELIN,
2012). Dentre o0s processos de modificagdo das histonas o melhor
caracterizado é o de acetilagdo/deacetilagdo.

O processo de acetilacdo ocorre pela agcdo de duas familias de
enzimas, histona acetiltransferases (histone acetyltranferase; HATs) e histona
deacetilases (histone deacetylases; HDACs). As HATs catalisam a
transferéncia de um grupo acetil, originado do cofator acetil-CoA, ao grupo ¢-
amino da cadeia lateral da lisina. Esta adicdo neutraliza a carga positiva da
lisina enfraquecendo a ligacdo das histonas com o DNA, que possui
naturalmente carga negativa devido aos grupos fosfatos. Isto leva ao
relaxamento da cromatina, expondo regides do DNA e permitindo a transcri¢ao
génica e a replicagdo (HABERLAND, et al; 2009); (MENDITI; KANG, 2007)

Ha dois tipos de HATSs: tipo A e tipo B. HATs do tipo A sado encontradas
no nucleo associadas a complexos multiproteicos, podendo ser classificadas
em familias de acordo com a sua homologia de sequéncia de aminoacidos e
estrutura conformacional em familias: GNAT (composta por Gen5 e PCAF),
MYST (constituida por MOZ, YBF2/SAS3, TIP60) e p300/CBP. A familia
Gcen5/PCAF funciona como co-ativadora para um conjunto de ativadores
transcricionais. Ja a familia MYST esta envolvida em uma ampla cadeia de
fungbes reguladoras envolvendo ativagdo transcricional, silenciamento
transcricional e progressao do ciclo celular e a familia p300/CBP funciona como
reguladora global da transcricdo (ROSA; CALDAS, 2005). Na tabela 1
podemos observar os membros das familias de HATSs.
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Tabela 1. Familias de HATs, seus membros e as modificagoes
relacionadas.

HAT/KAT family Representative members Histone modification
Type A HAT
(nuclear HAT)
1) GNAT family GCNS/KAT2A, PCAF/KAT2B H3K9, K14, K18, H2B
ELP3/KAT9 H3, H4 acetylation
2) p300/CBP family CBP/KAT3A, p300/KAT3B H3K9, K14, K18, H2B
H2AKS5, H2BK12, K15
3) MYST family TIP60/KATS, MOZ/KATBA, H4KS5, K8, K12, K16
MORF/KAT6B, HBO1/KAT7, H3K14
HMOF/KATS H4K5, K8, K12
H4K16
4) Transcrption factor TFIIC90/KAT12, TAF1/KAT4 H3K9, K14, K18
related H3, H4 acetylation
5) Nuclear receptor SCR1/KAT13A, ACTR/KATI3B H3/H4 acetylation
associated
Type B HAT HAT1/KAT1 H4K5, K12

(cytoplasmic HAT)

Fonte: (SELVI et al., 2010).

Ja as HATs do tipo B localizam-se predominantemente no citoplasma,
acetilando histonas livres recentemente sintetizadas, sendo a acetilagdo uma
marcagao importante para o seu direcionamento ao nucleo (PARTHUN, 2007).

As HATs participam de um complexo de modificadores pos-
traducionais que trabalham cooperativamente regulando a funcdo das
proteinas modificadas por elas. Devido a sua dispersa localizagao na célula, as
HATs atuam tanto em proteinas nucleares como citoplasmaticas, o que pode
resultar em muitos efeitos. Existe também uma lista crescente de proteinas que
nao sao histonas, das quais as HATs também atuam regulando a sua fungéo
(MINUCCI; PELICCI, 2006).

Agindo de forma oposta, as HDACs revertem a acetilagéo nas lisinas,
restaurando sua carga positiva e estabilizando a arquitetura da cromatina,
reprimindo a transcricdo génica ou regulando as atividades das proteinas. A
Figura 4 ilustra as atividades das HATs e HADACs e mostra que inibidores
podem ser usados farmacologicamente para interferir nas agdes destas

enzimas.
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Figura 4 - Reacgao reversivel de acetilagcao controlada por HATs e HDACs

Transcriptionally Transcriptionally
inactive state active state

TSA, SAHA, NaBut, VPA

A figura ilustra a atividade das HATs e HADACs e mostra que inibidores podem ser usados
farmacologicamente para interferir nas agcbées destas enzimas. Fonte: (MCQUOWN e WOOD,
2010).

Em conformidade com as analises filogenéticas e de sequéncias
homodlogas, as familias das HDACs consistem em, pelo menos, 18 membros
divididos em duas familias e quatro classes em células eucaridticas. Essas
duas familias s&o a familia classica e a das sirtuinas. As HDACs sao
categorizadas em classe | (HDACs 1, 2, 3 e 8), classe lla (HDACs 4, 5,7 e 9),
classe llb (HDACs 6 e 10), classe lll, conhecida como familia das sirtuinas
(Sirt1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) e classe IV (HDAC 11) (BALASUBRAMANIAN;
VERNER; BUGGY, 2009).

Os HDAC de classe |, Il e IV compéem as "HDACs classicas", que
exigem o zinco como cofator. A Classe Ill contém uma série de familias Sir2,
que sao dependentes de NAD o que as difere das outras classes de HDACs.
As HDACs de classe | e |l sdo reconhecidas por estarem envolvidas na
patogénese do cancer (ZHANG; ZHONG, 2014).

As HDACs da classe Il Sirt-1, -6 e -7 sdo encontradas no nucleo,
enquanto Sirt-2 é citosdlica e Sirt-3, -4 e -5 sdo encontradas nas mitocéndrias.
A atividade das sirtuinas intervem em inumeros processos fisioldgicos,
afetando a sobrevivéncia celular, o metabolismo e o ciclo celular (HAIGIS;
GUARENTE, 2006); (ZHANG; ZHONG, 2014). Na tabela 2 podemos observar

as familias, clases, membros e a localizagao dos HDACs ja descritas.
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Tabela 2. Familias, classes, membros e localizagao das HDACs

Group Class Name Location
in cell
Classical (Zn Class | HDAC1 Nucleus
dependent) (Rpd3) HDAC2
HDAC3
HDACS
Class lla HDAC4 Nucleus/
(Hda1) HDACS cytoplasm
HDAC?Y
HDACS
Class llb HDACSE Cytoplasm
(Hda1) HDAC10
Class IV HDACT1 Nucleus/
(Rpd3/Hda1) cytoplasm
NAD Class I SIRT (1-7) Nucleus/
dependent cytoplasm

Fonte: Modificada de
<http://www.cancerjournal.net/viewimage.asp?img=JCanResTher_2014_10_3_ 469 137937_t3.
ipg>. Acessado em 21/02/2018.

O equilibrio das atividades de HATs e HDACs coordena a fisiologia de
processos de sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciagao celular, entre outros.
E seu respectivo desequilibrio foi observado em inumeras patologias, ja que o
balangco entre suas ag¢des governa inumeros processos do desenvolvimento e
da fisiologia animal (MARKS; XU, 2009); (FALKENBERG; JOHNSTONE,
2014). Desta maneira, as HDACs se tornaram alvos terapéuticos favoraveis no
controle dos estados de acetilagdo defeituosos e na recuperagdo do seu

equilibrio.
2.6. Inibidores HDAC

Os Inibidores de HDACs (iHDAC) sdo moléculas pequenas capazes de
promover hiperacetilacdo de histonas impedindo o silenciamento de genes
ativos (MINUCCI; PELICCI, 2006).

Os iHDACs fazem parte de uma nova classe de agentes que atuam
sobre a regulagao da expressao génica e tem mostrado diversos efeitos como
inducdo de parada do crescimento celular, da diferenciacdo e indugao de

apoptose em diversos tipos de neoplasias. Além disso, células ndo-neoplasicas
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sao mais resistentes aos efeitos dos IHDACs comparando-se com células
neoplasicas (BERNHARD et al., 2001); (Bl; JIANG, 2006); (NEBBIOSO et al.,
2012); (MINUCCI; PELICCI, 2006); (ROMANSKI et al., 2004).

O trabalho de WAGNER e colaboradores (2013) mostra uma estrutura
cristalina de alta resolugdo de um homodlogo bacteriano de deacetilases
eucarioticas, a proteina do tipo histona deacetilase (hdlp) (Figura 5a). A
estrutura de cristal obtida com o acido hidroxamico trichostatina A (TSA), um
conhecido inibidor de HDACs destacou elementos-chave das interacdes
inibidor-enzima e apresentou quatro dominios de ligagdo proeminentes: 1) um
dominio de ligagéo a superficie, 2) um canal de aproximadamente 11 A que
vai da superficie da enzima exposta ao solvente para o interior da cavidade
de ligacao do inibidor, 3) o dominio de ligagdo ao zinco catalitico e 4) uma
cavidade interna adjacente de aproximadamente 14 A, definida por varios
residuos hidrofébicos, (Figura.5). Esta figura também destaca as classes de
inibidores classicos de HDACs.
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Figura 5 - Estrutura de cristal de raios X da proteina histona desacetilase
bacteriana e HDAC2 humana ligada a um inibidor de HDAC.
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a) A estrutura de cristal de raio X de proteina de tipo desacetilase da histona bacteriana. b)
Estrutura cristalina de raio X da histona desacetilase humana (HDAC) 2 e composto 1, classico
inibidor de HDAC. c) Inibidores prototipicos de HDAC. Fonte: Adaptado (Wagner et al, 2013)

Muitos compostos estruturalmente diversos podem se ligar a os
HDACs e inibir a atividade enzimatica. Esses compostos s&do vistos como a
primeira geracéo de inibidores de HDAC e podem ser subdivididos em: acidos
graxos de cadeia curta, benzamidinas, peptidios ciclicos e acidos hidroxamicos
(PARK et al., 2004).

2.6.1. Acidos graxos de cadeia curta

Os acidos graxos de cadeia curta tém como principio a agdo do grupo
carboxilico, que ocupa um espaco sob forma de tunel cedido pela liberacdo do
grupo acetato, e que deste modo, pode assim realizar duas fungbes: formar
uma ligagdo com o ion Zn?* ou competir com o grupo acetato anteriormente
liberado por deacetilagdo. Os dois compostos de acidos graxos de cadeia curta
que se encontram na fase de ensaios clinicos sdo o acido valpréico (AVP) e o

fenilbutirato de soédio. O AVP, usado pela primeira vez como agente
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anticonvulsivo e estabilizador do humor, é um pan-iHDAC (inibidor geral de
HDACS). Os ensaios clinicos de fase 1 e 2 testaram AVP sozinho ou em
tratamento combinado para leucemia linfocitica, e outras doengas. Existem
também dois ensaios clinicos com fenilbutirato de sédio, um na fase 2 para o
tratamento da doenga de Huntington e um na fase 1-2 para a esclerose lateral
amiotrofica (NEBBIOSO et al., 2012).

2.6.2. Benzamidinas

As benzamidinas sdo iHDACs que apresentam uma estrutura
composta por 2-aminoanilida, que liga com aminoacidos especificos presentes
no sitio ativo em forma de tunel situados no nucleo deste tipo de enzima, com
participacdo ou nao do ion zinco. Pelo menos duas benzamidas, MS-275
(SNDX-275, Entinostat) e MGCDO0103 (Mocetinostat) estdo em
desenvolvimento clinico. Esses agentes estdo em testes como agentes unicos

e em combinagdo com outros medicamentos (NEBBIOSO et al., 2012).
2.6.3. Peptidios ciclicos

Romidepsina (Depsipeptideo ou FK228) atua como um iHDAC com a
ligacao dissulfureto submetida a redugao dentro da célula para liberar um tiol
de ligagdo ao zinco. O thiol interage com um atomo de zinco no bolso
vinculativo de HDAC dependente de zinco para bloquear sua
atividade. Romidepsina é um produto natural obtido a partir da
bactéria Chromobacterium violaceum. Em 5 de novembro de 2009, foi
aprovado pelo FDA para o tratamento do linfoma cutdneo de células T
(CTCL). Os ensaios clinicos terminados mostram a actividade deste composto
no tratamento do linfoma (NEBBIOSO et al., 2012).

2.6.4. Acidos hidroxamicos

Os acidos hidroxamicos possuem moléculas contendo o grupo
funcional —CONHOH sdo denominadas 4&cido hidroxamico e tém sido
estudadas devido a sua importancia bioldgica relacionada a sua habilidade de
formar complexos metalicos (RODRIGUES, 2015). O a&acido hidroxamico
também é conhecido como constituinte de fatores de crescimento, aditivos
alimentares, antibidticos, antagonistas de antibidticos, inibidores de tumores,

agentes antifungicos e fatores de divisdo celular, também sao potentes
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inibidores especificos da atividade da urease, termolisina, elastase e
aminopeptidases (KURZAK; KOZLOWSKI; FARKAS, 1992).

O grupo hidroxamico possui trés atomos doadores em potencial, o
atomo de oxigénio da carbonila C=0, e os atomos de oxigénio e de nitrogénio
do grupo hidroxilamina, —-NHOH. Com o grupo —NHOH desprotonado, eles
podem atuar como ligantes bidentados coordenados pelos atomos de oxigénio,
formando um complexo quelato de cinco membros bastante estavel. Os acidos
hidroxdmicos derivados de aminoacidos contém o grupo amino, —NH2, e
podem conter outros grupos complexantes na cadeia lateral do aminoacido, o
que aumenta as possibilidades de complexag¢ao ao ion metalico (RODRIGUES,
2015).

O acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA; ou Vorinostat) (Figura 6) é
um inibidor das HDACs 1, 2, 3 e 6 que, até o momento, esta aprovado pela
FDA para o tratamento de linfoma cutédneo de células T (GAMMOH et al.,
2012).

Figura 6 - Estrutura do SAHA
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Caracteristicas estruturais dos inibidores de HDACs a base de acido hidroxdmico. Unidade de
ligagdo ao metal zinco (vermelho); linker (amarelo) e porgéo superficial (verde). Fonte: (KELLY;

MARKS, 2005).

Os detalhes estruturais das interacdes inibidor-enzima HDAC foram
elucidados por estudos cristalograficos de raios-X em que um analogo de
HDAC (HDAC-like proteina, HDLP) foi usado para resolver sua estrutura
quando ligado com os iHDAC TSA e SAHA (FINNIN MS,1999). Existe uma
interacao direta da fragao hidroxdmica do SAHA com o local do zinco no bolséo
catalitico de HDAC (Figura 7). A fragdo de acido hidroxamico € um quelante

de metal altamente eficiente, portanto, a maioria dos acidos hidroxamicos
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pode ser iHDAC altamente potente com ICso na faixa baixa de nanomolar
(KELLY; MARKS, 2005).

Figura 7. Exemplos de Estrutura de Acidos Hidroxamicos inibidores de
HDACSs.
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Inibidores de histona desacetilases da classe dos acidos hidroxdmicos. A figura mostra as
regides importantes dos iIHDACs e o Ki para diferentes isoformas de HDAC humanas. Fonte:
Adaptado de (WAGNER et al, 2013).

Muitos IHDACs baseados em acido hidroxdmico estao
estruturalmente relacionados a SAHA, com variagdes nos motivos de ligagéo
e topografia. Os diferentes ligantes incluem grupos alceno substituido (TSA),
cindmico (belinostat, panobinostat), fenil (givinostat) ou heteroaril
(quisinostat). Os grupos da regido externa na superficie do sitio de inibicdo e
que se estendem para além da superficie da enzima variam em tamanho e
funcionalidade e foram explorados para conferir seletividade de isoforma com
a familia de classe Il (WAGNER et al, 2013). Entre eles temos os inibidores
seletivos de HDAC6 e HDACS.
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HDACG- Inibidores seletivos do tipo acido hidroxamico

Inibidores seletivos HDAC6, como a tubacina, podem ser inibidores
HDACG altamente potentes e seletivos (ICs0 = 4 nM;). Embora estruturalmente
idéntico ao SAHA em ZBG e motivos de ligagao, a seletividade foi atribuida a
interacoes especificas entre o motivo de cobertura unico e a topologia de
superficie de HDACG. Outro inibidor HDAC6 altamente seletivo € o composto
13 (Figura. 8), possuindo um motivo de ligagdo de fenil e uma porgéo de
cobertura quiral. O motivo alternativo de ligacao fenil aproveita a topologia do
canal HDAC6 mais amplo e mais raso, enquanto o grupo de superficie forma
interagbes superficiais favoraveis que confere a seletividade (WAGNER et al,
2013).

Figura 8 - Estrutura composto 13 e tubacina.
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Estrutura de inibidores seletivos para HDACG6 derivados do acido hidroxamico. Fonte: adaptado
(WAGNER et al, 2013).

HDACS- Inibidores seletivos derivados do acido hidroxamico

QOutros inibidores possuem seletividade em relacdo a HDACS, entre
eles podemos encontrar o composto 14, (Figura 9). Este inibidor tem
seletividade = 7 vezes em relagdo a HDAC6, mas exibe atividade inibitéria
fraca para HDACS8 (ICso= 14,0 uM). Esses inibidores foram projetados para tirar
proveito de um grande sub bolsdo adjacente ao canal do sitio ativo que foi
observado na estrutura cristalina de HDACS8 ligado a outro acido hidroxamico
ligado a fenil. Varios outros inibidores seletivos de HDACS8 foram relatados, e

possuem uma caracteristica estrutural chave comum: um ligante de fenil meta-
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substituido. O padrao de substituicdo meta posiciona estrategicamente o grupo

para interagir com o mesmo sub bolsdo (WAGNER et al, 2013).

Figura 9 - Estrutura do composto 14
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Inibidor seletivos de HDAC 8 derivado do acido hidroxamico. Fonte: Adaptado (Wagner et al,
2013).

2.7. Atividade antiparasitica de inibidores de HDAC

Os genomas de diferentes espécies de Leishmania e de outros
patdogenos humanos contém varios genes que codificam diferentes isoenzimas
das familias de histonas deacetilases (IVENS et al, 2005). Assim foi mostrado
que diferentes espécies de Leishmania sdo também susceptiveis a iHDACs,
(MAI et al, 2004); (SODJI et al, 2014), sugerindo que as isoenzimas de HDAC
sao essenciais para a sua viabilidade e proliferacdo. No entanto, a identidade
das isoenzimas HDAC de Leishmania que conferem atividade leishmanicida
sob acdo de iIHDACs é atualmente desconhecida. Além disso, a relagcdo de
estrutura-atividade (SAR) dos iHDAC ainda nao foi completamente elucidada
(SODJI et al, 2014).

A atividade antiprotozoaria dos iHDAC foi sugerida como resultado da
inibicdo de proteinas de protozoarios da familia dos HDAC de classe |. Esta
sugestdo foi apoiada no caso de Plasmodium falciparum, o principal causador
de malaria em humanos. Este parasito tem pelo menos cinco enzimas putativas
de HDAC (JOSHI et al,1999). Os genes que codificam duas dessas HDACs
PfHDAC-1 e PfSir2 putativos foram parcialmente caracterizados (FREITAS-
JUNIOR et al, 2005); (JOSHI et al,1999). Por sua homologia com a familia de
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HDACs da classe | de humanos e Saccharomyces cerevisiae, PfTHDAC-1 pode
ser um dos alvos intracelulares cuja interagcdo com iHDAC induz a atividade
antimalarica observada (MUKHERJEE et al, 2008); (ANDREWS et al, 2008);
(JOSHI et al,1999).

O genoma de diferentes espécies de Leishmania contém varios genes
que codificam para diferentes isoenzimas HDAC, alguns dos quais tém
mostrado ser importantes para a sobrevivéncia e proliferacdo do parasito
(VERGNES et al, 2005); (OUAISSI; OUAISSI, 2006). No entanto, a relagao
estrutura-atividade (SAR) das actividades anti-malaria e leishmanicidas de
iIHDAC nao é completamente clara (PATEL et al, 2009).

O inibidor de pan-HDAC, SAHA, é ativo contra P. falciparum, porém
mais de 70 vezes menos ativo contra Leishmania donovani, organismo
causador de leishmaniose visceral. (PATIL et al, 2009); (MAI et al, 2004). Além
disso, varios iHDAC tém relagdo inversa entre a inibicdo de HDAC1 e a
atividade antileishmania (MAI et al, 2004). As disparidades na sensibilidade dos
iIHDAC de protozoarios como P. falciparum e L. donovani podem ser devidas a
diferengas nos principais residuos de aminoacidos nos locais ativos de suas
isoenzimas HDAC classe |. Alternativamente, as subclasses de HDAC
diferentes da classe | podem ser essenciais para a sobrevivéncia e a
proliferacdo, particularmente de Leishmania e podem ser o alvo potencial para
a acéo de iHDAC anti Leishmania (SODJI et al, 2014).



26

28. O Consércio A-ParaDDis (Anti-Parasitic Drug Discovery in

Epigenetics)

O A-ParaDDisE é um Projeto do tipo Consércio Colaborativo
Internacional financiado pela Comunidade Europeia que baseia-se no
desenvolvimento de novas drogas com alvos epigenéticos voltados para o
tratamento de esquistossomose, leishmaniose, doenca de Chagas e malaria. O
alvo é o desenvolvimento de inibidores das principais enzimas modificadoras
de histona (HME), em particular aqueles que estdo envolvidos na
acetilgdo/deacetilacdo e metilacao/desmetilagcdo. Neste consorcio, diferentes
pesquisadores disponibilizaram bibliotecas de compostos potenciais inibidores
de HMEs para serem testados contra os parasitos causadores das doencas
alvo. Buscando validar as enzimas alvo como novos alvos para o tratamento e
desenvolver inibidores especificos como candidatos a novas drogas
(https://research.pasteur.fr/en/project/fp7-a-paraddise-anti-parasitic-drug-
discovery-in-epigenetics/.Acesso em 03 de setembro 2017).

O grupo coordenado pela Profa. Juliana Lopes Rangel Fietto, da
Universidade Federal de Vigosa participa do consércio e tem como um dos
objetivos a validagdo de possiveis iIHDACs contra L. braziliensis. Este trabalho
ira mostrar dados relativos a busca de iHDACs disponibilizados pelo consércio

capaz de diminuirem a infecgéo in vitro de L. braziliensis em macréfagos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a acdo de compostos inibidores de HDACs como possiveis

alvos contra L. braziliensis.

3.2.0bjetivos especificos

1. Avaliar a toxicidade dos compostos inibidores de HDACs na célula

hospedeira modelo deste estudo (macréfagos Raw 264.7).

2. Avaliar a agao de compostos inibidores de HDACs nao téxicos para a célula
hospedeira, em formas amastigotas intracelulares de L. braziliensis em

infeccdo de macrofagos Raw 264.7.
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4. MATERIAIS E METODOS

No presente estudo foram utilizadas células de macrofagos da
linhagem Raw. 264.7 e L. braziliensis da Cepa M2904 para a avaliagdo da acéo
dos compostos. Os compostos testados foram enviados pelo Dr. Wolfgang
Sippl, da Martin Luther Universitat Halle- Wittenberg (MLU) da Alemanha.

4.1.Células de macréfagos da linhagem Raw.264.7

As amostras das células de macréfagos da linhagem Raw 264.7 sao

provenientes do banco de células ATCC (http://www.atcc.org/).

4.2.Meio de cultivo das células de macréfagos Raw.264.7

O meio de cultivo que se utilizou para a manutencdo das células de
macrofagos da linhagem Raw. 264.7, foi o RPMI completo (RPMI-1640, Sigma-
Aldrich), que foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado
(LGC Biotecnologia), penicilina (100 pg/mL) (USB Corporation), L-glutamina (2
mM) (Serva), e Hepes (1 M) (Fisher Scientific) e foi acertado o pH para 7,5 e
filtrado em membrana de 0,22 ym.

Além do RPMI completo foi utilizado o meio RPMI base que nao foi
suplementado com soro fetal bovino, e sem L-glutamina e penicilina, que foi
utilizado para a lavagem das células, todos os meios foram mantidos na

geladeira até o uso.

4.3.Manutencao dos macréfagos Raw.264

Primeiramente as células de macrofagos da linhagem RAW 264.7
foram descongeladas nos criotubos de nitrogénio liquido (Thermo Scientific) e
colocadas para recuperar em estufa de CO2 (Forma Series || Water-Jacketed
CO2 Incubators, Thermo Scientific) a 37 °C até que a amostra estivesse
descongelada. Posteriormente, 1mL de cultura de macréfagos presente no
criotubo foi transferido para uma garrafa de cultura de 250 mL, onde foram
adicionados 10 mL de meio RPMI completo. As células foram entdo incubadas
em estufa de CO2 a 37 °C até que se recuperaram. O tempo de recuperacao
dos macrofagos foi em torno de 12-15 dias.

Ap0ds a recuperagao e a formagao da monocamada de células, ou seja,

apos as mesmas atingirem confluéncia, o meio RPMI completo das garrafas foi



29

descartado com o auxilio de uma pipeta de vidro, e os repiques foram feitos de
2 em 2 dias com a contagem de 50.000 macrofagos/mL.

Para o congelamento das células de macrofagos Raw 264.7, se iniciou
com a remoc¢ao de 8 mL de RPMI completo dos 10 mL da garrafa de 250 mL e
s6 ficando 2 mL de meio e as células de macrofagos ficaram aderidas a
superficie plastica da garrafa. Em seguida, com o auxilio de um espalhador de
células (Kasvi 25 cm), os macrofagos foram desaderidos da garrafa e contados
em Camara de Neubauer (diluicdo de 10X em PBS e azul de tripan) a fim de se
determinar o numero de macrofagos/mL por criotubo. Os 2 mL de cultura de
macrofagos presentes na garrafa de cultivo de 250 mL foram entdo transferidos
para um tubo Falcon estéril de 50 mL, onde foram adicionados 5 mL de meio
de congelamento, composto por RPMI completo com 5% DMSO
(Dimetilsulfoxido; Neon) esterilizado. Logo apods, foram aliquotados 1 mL em
cada um dos criotubos que foram colocados: 1 hora em geladeira, 24 horas no
freezer a -20 °C, 24 horas no freezer -80 °C e por fim, armazenados em

nitrogénio liquido.
4.4. L. braziliensis cepa M2904

Os parasitos de L. braziliensis cepa M2904 utilizada no presente
estudo foram cedidos pelo professor Dr. Luis Carlos Crocco Afonso da

Universidade Federal de Ouro Preto.
4.5. Meio de cultivo de L. braziliensis cepa M2904 WT.

Os parasitos de L. braziliensis cepa M2904 na forma de promastigota,
foram mantidas em meio Grace’s completo (Grace’s Insect medium, Sigma),
que foi suplementado com 10% SFB inativado (LGC Biotecnologia), penicilina
(100 pg/mL) (USB Corporation), L-glutamina (2 mM) (Serva), e o pH foi
acertado para pH 6,5 e logo ap0ds foi filtrado em membrana de 0,22 ym, o meio
foi mantido na geladeira até o uso.

4.6. Manutencao de L. braziliensis cepa M2904

Para o descongelamento dos parasitos de L. braziliensis M2904, dos
criotubos, primeiramente, foram retirados do nitrogénio liquido, e deixados a
temperatura ambiente até o descongelamento, posteriormente, 1mL de cultura

de L. braziliensis presente no criotubo foi transferido para uma garrafa de
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cultura de 50 mL, onde foram adicionados 10 mL de meio Grace’s completo.
As células foram ent&o incubadas em estufa B.O.D (Incubadora B.O.D 411D —
Nova Etica) a 25 °C até a sua recuperacdo. O tempo de recuperagdo das
células foi em torno de 3 — 7 dias, que foi acompanhada pelo microscopio
convencional.

ApoOs esse tempo, foram realizados entre quatro e cinco dias os
repiques de manutengdo com a contagem de 1x10° células/mL em Camara de
Neubauer e incubados em estufa B.O.D (Incubadora B.O.D 411D — Nova Etica)
a 25°C.

O congelamento de L. braziliensis M2904, foi realizado da seguinte
forma: os parasitos foram mantidos nas garrafas de cultura de 50 mL em meio
Grace’s completo, e foram contados em Camara de Neubauer (diluicdo de 25X
em formalina 4%) a fim de se determinar o numero de Leishmania/mL por
criotubo. Os 10 mL de cultura de L. braziliensis presentes na garrafa de cultivo
foram entdo transferidos para um tubo Falcon estéril de 50 mL e o volume total
foi centrifugado (HERAEUS Multifuge X 1R, Thermo Scientific) a 3000 rpm, a 4
°C, durante 10 minutos. O pellet obtido foi ressuspendido em 5 mL de meio de
congelamento, composto por Grace completo com 6,5% de DMSO
(Dimetilsulfoxido; Neon) estéril, e posteriormente se aliquotaram 1 mL nos
criotubos. Em seguida, os criotubos foram colocados: 1 hora na geladeira, 24
horas no freezer a -20 °C, por 24 horas no freezer -80 °C e por fim,

armazenados em nitrogénio liquido (Thermo Scientific).
4.7. Curva de crescimento dos parasitos

Foram preparadas trés garrafas de cultura celular 50 mL contendo L.
braziliensis M2904 em 10 mL no meio descrito acima para cultivo dos
parasitos, com quantidade inicial de 1x10° promastigotas em trés garrafas.
Foram feitas trés contagens diarias em cada garrafa na camara de Neubauer
durante oito dias, com intervalos de 12 h entre cada contagem. O valor diario
da populagao de parasitos foi obtido pelas médias aritméticas das contagens. A
curva de crescimento parasitario foi construida utilizando o software GraphPad

Prism. 6.1.
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4.8. Avaliagao da agao dos compostos

Para a avaliacdo da acao dos compostos foi utilizado o método da
resazurina que € um composto colorido que muda de cor devido a atividade
celular, e que é utilizada em diversos bioensaios in vitro realizados atualmente,
como por exemplo, na determinacdo de viabilidade celular,
quantificacao/proliferacdo de organismos vivos, fungdo mitocondrial,
citotoxicidade, toxicologia, entre outros (ROLON et al., 2006). Tal mudanca de
coloracéo se deve ao fato do reagente ser metabolizado pelas células no meio.
A resazurina, de cor azul (em sua forma oxidada), é reduzida a resofurina, de
cor rosa.

A resazurina utilizada no projeto (Sigma Aldrich, Mw: 251.17 g/mol) foi
preparada a 1 mM em PBS. Nos experimentos in vitro, a leitura da reacao foi

feita em 570 nm e 600 nm em leitor de microplacas (Spectramax M5).
4.9. Avaliacao da toxicidade dos compostos em macréfagos Raw. 264.7

Para avaliar a agdo dos compostos nos macréfagos Raw 264.7, foram
utilizadas as placas de 96 pocos. Primeiramente foram desaderidos os
macrofagos das garrafas com a ajuda do espalhador de células e colocadas
nos tubos falcon e logo foram contadas na Camara de Neubauer com a ajuda
de azul de tripan (diluidas a 10X) para a determinagdo do numero de
macrofagos/mL.

Apoés a contagem dos macrofagos se fez o plaqueamento das células
na quantidade de 1X10° de macrofagos/pogo e junto com as células foi
acrescentado o meio RPMI completo, chegando a um volume final de
200pL/poco e incubadas as placas na estufa de CO2z a 37 °C.por 24 h.

Apos 24 h as placas foram lavadas 3 x com 100 uL/pog¢o de RPMI base
e logo apds foi adicionado 200 pL/pogo de RPMI completo e foram
acrescentados os compostos na quantidade de 4 pL (das solugbes de uso a
500 uM) e também foi acrescentado 4 pL de DMSO (5%) (controle negativo) e
2,5 pyL de anfotericina B 250 ug/mL= 3,33 pM, concentragédo estipulada por
BASTOS (2017) (controle positivo); e um controle para avaliar o crescimento
dos macrofagos na auséncia de drogas, contendo apenas macréfagos e meio
RPMI completo e todos os ensaios foram feitos em quadruplicata interna das

amastigotas e triplicata bioldgica experimental.
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Depois da adicdo dos compostos e dos controles, as placas foram
incubadas em estufa de CO2 a 37 °C por 47 h. Apos 47 horas as placas foram
retiradas da estufa e em cada poco foram adicionados 20 uL de resazurina,
sendo a placa incubada novamente em estufa de CO2 por mais 1 hora.

Concluidas as 48 horas, as placas foram lidas em leitor de microplacas
(Spectramax M5) em 570 nm e 600 nm, em intervalos de 1 hora, por 3 horas. A
porcentagem de redugao da resazurina, em cada tempo avaliado, foi calculada
segundo a formula.

Reducéo da resazurina = [A570 —(A600 X RO)],

Nessa formula, A570 significa a absorbancia da resazurina a 570 nm,
A600 equivale a absorbancia da resazurina a 600 nm, e RO é um fator de
corregao (branco), representado pela média das absorbancias do controle
negativo contendo somente meio RPMI e no caso da infecgdo € o Grace's
completo com resazurina (em quadruplicata). A porcentagem de células viaveis
foi calculada segundo a seguinte férmula:

% Células viaveis = [A570 —(A600 X RO)Tratado] x 100/ Média[A570 —
(A600 X RO)]N&o tratado

O protocolo acima descrito foi padronizado pelo Pesquisador Dr.
Matheus Silva e Bastos.

4.10. Ensaio de infecgao in vitro e teste de toxicidade em amastigotas de
L. braziliensis M2904

O ensaio de infecgdo in vitro foi realizado com a montagem dos
magrofagos Raw 264.7 nas placas de 96 pogos, o procedimento de montagem
das células de macréfago é o mesmo do item 4.9.

Os parasitas encontrados nas garrafas de 50mL nas formas
promastigotas totais de fase estacionaria de L. braziliensis M2904, foram
transferidas para os tubos Falcon de 50 mL estéreis e foram centrifugadas a
3000 rpm a 4 °C por 10min. O pellet obtido foi suspendido em 5 mL de RPMI
completo, entdo as células foram contadas em Camara de Neubauer 1,5
x108/pogo de Leishmanias para fazer a contagem das células foi feito a diluigao
de 25X em formalina e colocadas na concentragao de 4%.

As placas de 96 pogos contendo macrofagos e previamente incubadas

por 24 h, foram lavadas 3 x com 100 pyL/pogco de RPMI base e logo foi feita a
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infeccdo com a proporgdo de 15 Leishmanias para um macréfago e esta foi
incubada novamente em estufa de CO2 por mais 24 horas.

Apos esse tempo, as placas foram lavadas 3 x com 100 uL/poco de
RPMI base e logo apds foi adicionado 200 uL de RPMI completo por pogo e
estas foram incubadas por outras 24 horas em estufa de COa.

Decorridas as 24 horas, o meio RPMI completo metabolizado foi
substituido por meio novo de RPMI completo e foram adicionados nas placas 4
ML dos compostos (das solugdes de uso a 500 uM, concentragao final de 10
pMM), e também foi adicionado 4 yL de DMSO (5%) (controle negativo) e 2,5 yL
de anfotericina B (250 pg/mL) (controle positivo). Foram usados dois controles
para avaliar o crescimento dos macrofagos, um ndo infectado e o outro
infectado e todos em quadruplicata, logo a placa foi incubada na estufa de CO:2
por 48 horas.

Trascorridas as 48 horas, as placas foram retiradas da estufa, retirado
o RPMI dos pocgos e posteriormente foram adicionados 50 uL por pogo da
solucao de lise (RPMI base + SDS 0,05%) e a placa foi deixada por 30 a 40
minutos a temperatura ambiente. A lise foi acompanhada por microscopia
convencional. Apds o tempo necessario para a lise somente dos macrofagos,
foram adicionados 150 pL de meio Grace’s completo/poco nas placas e estas
foram vedadas com Parafilm e incubadas em estufa B.O.D a 25 °C por 3 a7
dias dependendo da recuperagcdao das promastigotas de leshimania, na

quantidade de 4X108 por pogo.

Subsequentemente a placa foi retirada da estufa e em cada pogo foram
adicionados 20 yL de resazurina, sendo as placas incubadas novamente em
estufa B.O.D por mais 1 hora. Apds esse tempo, as placas foram lidas em
leitora de microplacas (Spectramax M5) a 570 nm e 600 nm, A porcentagem de
reducao da resazurina, foi avaliada e calculada segundo a formula do item 4.9.

4.11. Analise dos dados

Para analise dos resultados deste trabalho, foi utilizado a analise
estatistica, Teste T de Student ndo pareado bicaudal usando o programa
GraphPad Prisma, verséo 6.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Curva de Crescimento de L. braziliensis M2904

Para determinar o perfil de crescimento dos parasitos em meio liquido
a 25°C, foi estabelecida a curva de crescimento conforme descrito na
metodologia. De acordo com os resultados obtidos, os parasitos se encontram
em fase logaritmica de crescimento até o sexto dia de cultura, passando entédo
para a fase estacionaria (Figura 10). De acordo com este experimento foi
definido que todo o repique para manutencédo da cultura seria realizado até o
quinto dia de crescimento, enquanto as promastigotas do inicio da fase
estacionaria (sexto dia de cultura) seriam utilizadas para a infecgcao de

macrofagos.

Figura 10. Curva de crescimento in vitro de L. braziliensis em meio liquido
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A Curva de crescimento in vitro de L. braziliensis em meio liquido. Os parasitos foram
cultivados na concentragdo inicial de 1x105 utlizando formas promastigotas em fase
logaritmica, em meio Grace completo. A quantificagdo dos parasitos foi realizada por 9 dias. A
curva representa o resultado de trés experimentos independentes.
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5.2. Teste de toxicidade dos compostos em células de macréfagos. Raw
264.7

Para analizar a agdo dos compostos em macréfagos Raw 264.7, os,
compostos foram testados a uma concentragdo de 10 uM (concentragdo
estipulada pelo projeto A-ParaDDise) e o seu efeito foi avaliado pelo método da
resazurina de 48 horas. Na placa também foram colocados os controles
(Anfotericina B-controle positivo e DMSO-controle negativo) todos os
compostos foram testados em quadruplicata dentro de cada experimento e pelo
menos trés experimentos independentes foram realizados.

Os compostos avaliados foram enviados pelo Dr. Wolfgang Sippl, da
Martin Luther Universitét Halle- Wittenberg (MLU), na Alemanha. No total foram
testados 41 compostos, 22 compostos pertencem ao grupo denominado EGs, 6
compostos do grupo ATb2, 9 compostos do grupo THs, e 4 compostos ao
grupo NHs, como sdo mostrados nas figuras 10, 11, 12.

Para a avaliagcdo da toxicidade dos compostos contra as células de
macréfagos Raw 264.7. Foi utilizado o método da resazurina (% reducao da
resazurina = 85 + SD, considerando o maximo de toxicidade apresentado pela
droga leishmanicida controle Anfotericina B).

Na figura 11 pode-se observar que os compostos EG6, EG15, EG16,
EG18, EG20, EG21 obtiveram um desvio padram alto, que foram repitidos no

seguinte experimento, mostrado na figura 12.
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Figura 11. Teste de compostos EGs nos macrofagos Raw. 264.7
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Acao dos compostos EGs a 10 yM em macréfagos Raw 264.7, com os controles (Anfotericina
B — controle positivo; DMSO — controle negativo). Foram testados em quadruplicata dentro do
mesmo experimento e pelo menos trés experimentos independentes foram realizados. Os
dados do grafico sdo referentes a média calculada para cada composto e as barras acima de
cada coluna indicam o desvio-padrao dos experimentos.

Foi considerando como padrdo de maxima toxicidade o valor da média
de % de reducgao da resazurina em relagao ao controle Anfotericina B, visto que
esta é a droga controle toxica para leishmania e considerada nao toxica para
células hospedeiras como os macrofagos (% reducdo da resazurina = 98 £ 9
SD). Assim, é possivel comparar e observar que o efeito do composto EG11 (%
reducado da resazurina = 50 + 13 SD) foi considerado muito toxico para os
macrofagos, e os compostos EG13 (% redugéo da resazurina = 64 + 10 SD) e
o composto EG10 (% redugédo da resazurina = 85 + 8 SD) também foram
considerados toxicos para os macrofagos. Dessa forma, esses compostos néo
foram levados para posteriores analises na infecgao.

Na figura 12 mostra-se novos dados para os compostos EG6, EG15,
EG16, EG18, EG20, EG21 que apresentaram um desvio padrdo alto na
figura11, com estes compostos foram feitos outro experimento junto aos

compostos ATb2 e o desvio padrao de todos eles foram aceitaveis.
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Figura 12. Teste de compostos EGs, ATb2 nos macrofagos Raw. 264.7
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Acdo dos compostos EGs, ATb2, a 10 uM em macréfagos Raw 264.7, com os controles
(Anfotericina B — controle positivo; DMSO — controle negativo) foram testados em quadruplicata
dentro do mesmo experimento e pelo menos trés experimentos independentes foram
realizados Os dados do grafico sdo referentes a média calculada para cada composto e as
barras acima de cada coluna indicam o desvio-padrao dos experimentos.

Considerando-se, também o valor da média de % de redugao da
resazurina neste experimento para a Anfotericina (% redugéo da resazurina =
99 + 10 SD) os compostos foram entdo analizados quanto & toxicidade. Os
compostos AT4b2, AT9b2 e AT10b2 obtiveram uma média da reducdo da
resazurina alta (% reducgdo da resazurina = 123, 115, e 115 £ 11, 10, 10 de SD,
respectivamente). Isto sugere que estes compostos de alguma forma
beneficiaram a proliferagcdo dos macrofagos em relagdo ao controle, e assim
nao foram consideradas toxicos para os macréfagos.

Também pode-se observar e comparar os efeitos dos demais
compostos, que a redugdo da resazurina se encontra entre (% redugdo da
resazurina = 98 a 110 £ 5 a 11 SD), entdo, considerando o maximo de
toxicidade apresentado pela droga leishmanicida controle Anfotericina B, os
compostos ndo foram considerados toxicos para os macrofagos.

Na figura 13 foram testados os compostos pertencentes aos grupos
THs, e NHs, que consideraram o valor da média de % de reducédo da
resazurina da Anfotericina (% redugcdo da resazurina = 106 £+ 9 SD). O
composto NH6 apresenta (% reducéo da resazurina = 94 + 5 SD) e todos os
outros compostos ficaram na (% redugéo da resazurina = 99 - 109 £ 5 -12 SD).
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Como se pode observar todos os compostos da figura 13, foram considerados

nao téxicos para os macréfagos.

Figura 13. Teste de compostos THS, NHs nos macrofagos Raw. 264.7

Teste de Compostos THs, NH nos macrofagos
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Acdo dos compostos THs, NHs a 10 yM em macrdéfagos Raw 264.7, com os controles
(Anfotericina B — controle positivo; DMSO — controle negativo) foram testados em quadruplicata
dentro do mesmo experimento e pelo menos trés experimentos independentes foram
realizados. Os dados do grafico s&o referentes a média calculada para cada composto e as
barras acima de cada coluna indicam o desvio-padrao dos experimentos.

Posteriomente, ainda avaliando os efeitos toxicos dos compostos em
macrofagos apos 48 horas, se realizou Teste t de Student nao-pareado
bicaudal para avaliar de forma estatistica a toxicidade dos compostos em
macréfagos comparando-as com a toxicidade da Anfotericina B. E preciso
deixar claro que o Teste t de Student nao-pareado bicaudal, foi realizado apdés
se ter terminado os experimentos deste trabalho, inclusive aqueles de infegao.

Os resultados sao apresentados nas figuras 14 e 15.
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Figura 14. Macrofagos com compostos EGs e Teste t de Student nao

pareado bicaudal
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Analise estatistico para verificar a significanfia dos efeitos toxicos dos compostos EGs a 10 yM
em macrofagos Raw 264.7, para o analises foi utilizado o teste t de Student ndo-pareado
bicaudal fazendo um comparativo da toxicidade da Anfotericina B e os respectivos compostos,
onde mostram os dados significativamente diferentes do controle Anfotericina B que foram
marcados com asteriscos: **** P < 0,0001; **P < 0,01, *p < 0,05.

Na tabela 3 e na figura 14 é possivel observar, que houve uma
atividade toxica significativa no efeito do composto EG11 e EG13 em
macrofagos, o que confirma os resultados apresentados pela redugdo da
resazurina (% reducdo da resazurina = 50 e 64 £ 13 e 10 SD). No composto
EG10 estatisticamente apresentou uma leve toxicidade (% reducédo da
resazurina = 85 = 8 SD), foi considerando toxico comparado a droga
leishmanicida controle Anfotericina B, e foi inabilitado para os seguintes
ensaios. Os compostos EG15 e EG16 mostraram estatisticamente diferentes
do controle, porém com desvio para maior atividade de redug¢ao da rezazurina,
mais por que eles apresentaram (% redugao da resazurina =109e 111+ 7e 6
SD) podendo significar que induzem a proliferacédo ou aumento do metabolismo
dos macrofagos, assim ndo sao realmente toxicos para estes. Os demais
compostos nao apresentaram atividade téxica significativa contra os

macroéfagos, e deram continuidade nas seguintes analises.
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Figura 15. Macrofagos com pompostos ATb2, THs, NHs e Teste t de
Student nao pareado bicaudal
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Analise estatistico para verificar a significanfia dos efeitos toxicos dos compostos ATb2, THs, e
NHs a 10 yM em macréfagos Raw 264.7, para o analises foi utilizado o teste t de Student ndo-
pareado bicaudal fazendo um comparativo da toxicidade da Anfotericina B e os respectivos
compostos, onde mostram os dados significativamente diferentes do controle Anfotericina B
que foram marcados com asteriscos: **** P < 0,0001; **P < 0,01, *p < 0,05.

Na figura 15 podemos observar o Teste t de Student n&o-pareado
bicaudal dos compostos ATbs, THs, NHs, que mostra que o composto AT4b2
apresenta-se estatisticamente diferente do controle (% redugéo da resazurina =
123 + 11 SD), sendo nao toxico e provavelmente favorecendo aos macrofagos,
sendo assim confirmado para seguir aos seguintes ensaios. O mesmo ocorreu
com os compostos AT7b2, AT9b2 e AT10b2 com (% reducéo da resazurina =
111,115e 116 £ 7, 10 e 10 SD).

A tabela 3 mostra a estrutura dos compostos que foram toxicos para os

macrofagos e os dados numéricos do teste da resazurina.
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Tabela 3 - Estrutura quimica dos compostos EG10, EG13, EG11.

Composto |Estrutura Macrophage Raw 264.7(48 | SPD
hours) (10 pM)
LU HC o
EG10 gj@w 85,52 .
R
o B .
EG13 ?Aj@\fﬁo 64,14 .
L‘O Cl
§
EG11 Hmm”w 50,94
© 13
o

Estrutura quimica dos compostos EG10, EG13, EG11, mostra a estrutura dos compostos que
foram téxicos para os macréfagos e os dados numéricos do teste da resazurina.

5.3. Efeito dos compostos em amastigotas intracelulares de L. braziliensis

M294 em infegdo de macréfagos Raw 264.7

Os ensaios realizados na infeccao também foram realizados nas placas
de 96 pocos. Nestes ensaios, os promastigotas totais, contendo formas
metaciclicas infecciosas, primeramente infectam a cultura de macréfagos.
Depois da infecgdo, esta é tratada com os compostos na concentragdo de 10
MM por 48 horas e posteriormente os macrofagos sao lisados para liberar os
amastigotas intracelulares. Assim os ensaios s&o novamente incubados em
estufa B.O.D a 25°C pelo menos 3 a 6 dias para que se transformem
novamente em promastigotas e repliquem, com a finalidade de ralizar a leitura.

O método utilizado foi também da reducao da resazurina de 48 horas e
o resultado da acao dos compostos foi entdo comparado com os controles
internos sem nenhum composto e com o diluente DMSO. Tanto os compostos
quanto os controles (Anfotericina B e DMSO) foram testados em quadruplicata
dentro de cada experimento e pelo menos trés experimentos independentes
foram realizados.

Para o primeiro grupo de compostos testados, os resultados sao

mostrados junto ao Teste t de Student ndo-pareado bicaudal na figura 16.
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Figura 16. Infeccao de macrofagos com L. Braziliensis e tratados com
compostos EGs
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Apods terem sido selecionados os compostos a partir das analises de %
reducdo da resazurina = 85 + SD de toxicidade em macrofagos Raw 264.7, os
compostos agora passam a ser avaliados pelos seus efeitos leishmanicidas em
amastigotas intracelulares de L. braziliensi. A figura 16, também mostra o Teste
t de Student nao-pareado bicaudal, com o objetivo de verificar se o efeito
leishmanicida era realmente devido a acdo dos compostos ou do diluente dos
compostos do DMSO (controle negativo).

Como mostra a figura 16, se pode observar que o composto EG3
(inibicdo da viabilidade do parasito 55%), EG5 (55%) e EG21 (50%)
estatisticamente e pela porcentagem da redugdo da resazurina sdo os
compostos com maiores efeitos leishmanicidas (indica que o ICso deve ser
proximo ou menor que 10uM), seguidos dos compostos EG7 (49%), EG22
(47%) e EG20 (46%) com efeitos leishmanicidas, e por ultimos os compostos
EG15 (38%), EG16 (28%), EG4 (25%) e EG1(22%). Desta forma podemos
inferir que todos esses compostos tiveram atividade leishmanicida comparadas
ao controle negativo do DMSO, e os demais compostos tiveram efeito
leishmanicida < 12%. Na figura também se pode observar o controle positivo

da Anfotericina B que teve (inibicdo da viabilidade do parasito 86%). Dessa
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forma, podemos inferir que a droga controle positivo continua tendo maior
atividade leishmanicida. Comparando as estruturas dos compostos que
obtiveram = 50% podemos observar na tabela 4 que eles ttm em comum o
grupo acido hidroxamico, ligado a um anel benzénico com diferentes
substituigdes (cloro, metil ou éter), ligado por uma amida a um outro grupo
volumoso contendo outro anel benzénico com substituicbes do tipo éter em

diferentes posigdes.

Tabela 4. Estrutura quimica dos compostos EG3, EG5 e EG21

Composto Estrutura

LO OCI =
EG3 Ez?ﬁﬂjgikgnﬂ“
o

EG5 Corn “l“ENOH

H.CO
EG21 O/Nlm(
o

Estrutura quimica dos compostos EG3, EG5 e EG21 mostrando um grupamento comum de
acido hidroxamico, ligado a um anel benzénico com diferentes substituicbes (cloro, metil ou
éter).

Na figura 17 também mostra o Teste t de Student nao-pareado
bicaudal para verificar os efeitos leishmanicidas dos compostos do grupo ATbs,
O composto com maior efeito toxico foi AT10b2 (68%), seguida dos compostos
AT7b2(40%) e por ultimo os compostos AT9b2 (29%) e AT8b2 (24%), todos
estess composto além de terem uma atividade leishmanicida, também
apresentam uma leve toxicidade nos macrofagos, podendo-se recomendar
uma nova andlise, a fim de confirmar os efeitos leishmanicidas. O AT3b2
(13%), com efeito leve. E o composto AT4b2 estatisticamente n&o teve efeito
podendo concluir que é um composto sem efeitos para as amastigotas

intracelulares.
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Figura 17. Infeccao de macrofagos com L. Braziliensis e tratados com
compostos ATb2, THs, NHs.
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Acdo dos compostos ATb2, THs e NHs a 10 uM na infeccdo de L. braziliensis M2904 em
macréfagos Raw 264.7, os compostos foram testados em quadruplicata dentro do mesmo
experimento e pelo menos trés experimentos independentes foram realizados. Mostrando a
acéao leishmanicida das drogas, comparando o DMSO com os compostos. O analise estatistico
utilizado foi o teste t de Student ndo-pareado bicaudal, onde mostram dados siginificativamente
diferentes do controle DMSO que foram marcados com asteriscos: **** P < 0,0001; ***P <
0,001, **P < 0,01, *p < 0,05.

Na tabela 5 as estruturas dos compostos ATb2, podemos observar que
os compostos pertencem a categoria dos Acidos Hidroxamicos. E comparando
as estruturas dos compostos de AT10b2 com maior atividade leishmanicida
com o resto das estruturas dos compostos, podemos notar que o AT10b2 tem
um grupamento éter unido ao benzeno, que pode ser que ele tenha alguma

atividade que favoreca o efeito leishmanicida.
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Tabela 5. Estrutura quimica dos compostos ATbh2

Composto Estrutura
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Estrutura quimica dos compostos ATb2. Mostra a estrutura do composto AT10b2 com maior
atividade leishmanicida com o resto das estruturas dos compostos, podemos notar que o
AT10b2 tem um grupamento éter unido ao benzeno, que pode ser que ele tenha alguma
atividade que favoreca o efeito leishmanicida.

Continuando com os resultados, agora passaremos ao grupo dos THs,
0os compostos com atividade maior do que 50% (indica que o ICs0 deve ser
proximo ou menor que 10uM), sdo os compostos TH136(63%), TH142(59%), e
TH135(53%), e o0s que se seguem sao TH138(42%), TH137(37%),
TH139(34%), estes compostos estatisticamente podemos considerar com
efeitos leishmanicidas. Nestes testes a Anfotericina B apresenta 66% de
inibicdo do parasito. Dessa forma podemos observar que apesar de o controle
positivo ainda tem melhor atividade leishmanicida estes compostos foram os
que mais se assemelharam ao controle Anfotericina B.

Na tabela 6 dos THs podemos fazer um comparativo das estruturas
dos trés compostos que tiveram um efeito leishmanicida maior a 50%, e
podemos observar a estrutura circulada igual que talvez seja importante para

que tenham atividade leishmanicida.
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Tabela 6. Estrutura quimica dos compostos THs

Composto Estrutura

TH136
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Estrutura quimica dos compostos THs. Mostra um comparativo das estruturas dos trés
compostos que tiveram um efeito leishmanicida maior a 50%, podendo observar a estrutura
circulada igual entre eles que talvez seja importante para que tenham atividade leishmanicida.

Ainda continuando com os resultados, passaremos ao grupo dos NHs,
os compostos NHS5(52%), NH4(45%), NH1(39%) e NH6(39%) foram
considerados com atividade leishmanicida. Todo este grupo de compostos
podemos comparar com o controle positivo da Anfotericina B (66%), podemos
concluir que o controle positivo continua tendo maior atividade leishmanicida.

Comparando as estruturas dos compostos NHs, da tabela 7 podemos
observar que os dois compostos com maior atividade leishmaicida tem um
grupamento circulado na tabela iguais. Além disso o composto NH5 apresenta
um grupamento naftaleno que € um grupamento téxico e pode ser que tenha
ajudado na atividade leishmanicida.
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Tabela 7. Estrutura quimica dos compostos NHs

Compostos Estrutura

NH5

NH4

‘NH1

NH6

Estrutura quimica dos compostos NHs. Pode ser observada os dois compostos com maior
atividade leishmaicida. Apresentaram grupamentos iguais. Além disso o composto NH5 possui

grupamento naftaleno que é toxico e pode ter ajudado na atividade leishmanicida.

Por ultimo temos duas figuras mostrando um comparativo dos efeitos
dos compostos nas células de macréfagos e seu efeito nas amastigotas
intracelulares, como podemos observar nas figuras 18 e 19.

Na figura 18 mostra-se que tem compostos com efeitos leishmanicidas
como: EG1, EG3, EG4, EG5, EG7, EG15, EG16, EG20, EG21, EG22 e
também pode-se observar que tem compostos que n&o tiveram atividade
leishmanicida estatisticamente como os compostos EG2, EG6, EGS8, EG9,
EG12, EG17, EG18, EG19 e EG23.
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Figura 18. Comparativo da agcao dos compostos EGs em macréfagos Raw
264.7 e na infecgao de L. braziliensis M2904
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Comparativo da agdo dos compostos EGs em macrofagos Raw 264.7 e na infecgdo de L.
braziliensis M2904, mostrando os efeitos da atividade leishmanicidas e proliferativa dos
compostos.

Na figura 19 mostra-se o comparativo dos compostos ATb2, THs e
NHs. Aqui também se pode avaliar que compostos AT4b2, n&do teve acéo
leishmanicida estatisticamente e o resto dos compostos apresentam efeitos

leishmanicidas.

Figura 19. Comparativo da agdo dos compostos ATb2, THs e NHs em
macréfagos Raw 264.7 e na infecg¢ao de L. braziliensis M2904
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Comparativo da agdo dos compostos ATb2, THs e NHs em macréfagos Raw 264.7 e na
infeccdo de L. braziliensis M2904, mostrando os efeitos da atividade leishmanicidas e
proliferativa dos compostos.
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Todos estes grupos de compostos tais como os EGs, ATb2, THs e NHs
pertencem ao grupo dos inibidores HDAC da classe dos acidos hidroxamicos.
A fracdo de acido hidroxamico é um quelante de metal altamente eficiente;
portanto, a maioria dos acidos hidroxdmicos pode ser iIHDAC altamente potente
(WAGNER et al,2013).

O resumo de todos os dados sobre os macréfagos e na infecgéo esta
mostrado no anexo 1, incluindo a estrutura de todos os compostos testados.
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6. CONCLUSOES

ApoOs terem sido testados os efeitos dos compostos em macréfagos
Raw 264.7 e na infeccdo de L. braziliensis foram encontrados que, os
compostos EG3, EG5 e EG21 sdo os que maiores efeitos leishmanicidas
apresentaram em torno de 50%, e trés compostos EGs apresentaram
toxicidade nos macréfagos. Os compostos que ndo tiveram atividade
leishmanicida estatisticamente sdo: EG2, EG6, EG8, EG9, EG12, EG17, EG18,
EG19 e EG23, e o resto dos compostos tiveram consideraveis efeitos
leishmanicidas. Do grupo ATb2, o composto AT10b2 apresentou maior
atividade leishmanicida na porcentagem de 68%, e os demais compostos
apresentaram consideraveis efeitos toxicos para os parasitas. Ja no grupo dos
THs destacam-se os TH136, TH142 e TH135, com maiores efeitos
leishmanicidas em torno ao 50% e o resto dos compostos THs também tiberam
efeitos leishmanicidas porém em menor escala. E por ultimo podemos
encontrar os compostos NHs, dos quais ressalta-se o composto NH5 com uma
inibicdo de 52%, e os demais NHs também tiveram atividade leishmanicida em
menor escala.

No total foram testados 41 compostos, 22 do grupo do EGs, 9 THSs, 6
ATb2, 4 NHs, onde podemos concluir que os quatro grupos de compostos
apresentaram efeitos toxicos para L. braziliensis, e todos os compostos

pertencentes a iIHDAC da classe dos acidos hidroxamicos.
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ANEXO 1. Composto EGs, ATbs, THs, NHs.e suas estruturas quimicas
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