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RESUMO  

 

SOUZA, Luciana Ângelo de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2022. Estudos 
bioquímicos do efeito leishmanicida de inibidores de enzimas modificadoras de histonas 
em Leishmania braziliensis in vitro e in vivo em modelo murino. Orientador: Juliana Lopes 
Rangel Fietto. Coorientadores: Eduardo de Almeida Marques da Silva, Gustavo Costa Bressan 
e Raphael de Souza Vasconcellos.  
 

As leishmanioses são doenças tropicais negligenciadas causadas por espécies patogênicas do 

gênero Leishmania. Leishmania braziliensis é a principal espécie causadora de leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) no Novo Mundo. O tratamento das leishmanioses é limitado, 

causa efeitos colaterais graves e os parasitos têm desenvolvido resistência. Histonas 

Deacetilases (HDACs), Proteínas Argininas Metiltransferase (PRMTs) e Amino-oxidases 

Dependentes de FAD (LSD1) são enzimas envolvidas no controle da estrutura da cromatina e 

são possíveis alvos para novos medicamentos contra as leishmanioses. Neste trabalho foram 

testados 86 inibidores dessas enzimas contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis na 

infecção in vitro e três inibidores foram testados em modelo de infecção animal. Os resultados 

mostram que oito inibidores de PRMTs e LSD1 apresentaram baixa toxicidade para macrófagos 

e efeito leishmanicida superior a 50% nos ensaios de infecção. BSF2 foi o inibidor selecionado 

com o melhor potencial leishmanicida. Para os inibidores de HDAC (HDACi), cinco mostraram 

efeito leishmanicida significativo, com EC50 entre 4,38 - 10,21 μM e índice de seletividade de 

6 a 21,7. Resultados de citometria de fluxo corroboram com análises de microscopia eletrônica 

de transmissão indicando que os HDACi levam a alterações no ciclo celular e indução de 

apoptose em L. braziliensis. A produção de óxido nítrico pelos macrófagos infectados não foi 

alterada após o tratamento com os cinco principais HDACi. Na experimentação animal, os 

compostos TH60 (5 mg/kg) e o TH74 (10 mg/kg) diminuíram a lesão na pata dos camundongos 

infectados, sendo o efeito maior e igual ao do medicamento Glucantime®, respectivamente. A 

diminuição da lesão corroborou com a ausência de parasitos nas lesões e com o aumento de 

TNF e INF-γ. As análises bioquímicas e histopatológicas mostraram menor toxicidade dos 

HDACi em relação ao Glucantime®. Esses resultados demonstram que inibidores de HDAC, 

PRMTs e LSD1 podem ser promissores para o tratamento da LTA.  

 

Palavras-chave: Epigenética. HDACs. Inibidores de HDACs. Leishmania braziliensis 



 
 

 
 

ABSTRACT  

 

SOUZA, Luciana Ângelo de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April, 2022. Biochemical 
studies of the leishmanicidal effect of histone modifying enzyme inhibitors on Leishmania 

braziliensis in vitro and in vivo in a murine model. Advisor: Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-
advisers: Eduardo de Almeida Marques da Silva, Gustavo Costa Bressan and Raphael de Souza 
Vasconcellos.  
 

Leishmaniasis are neglected tropical diseases caused by pathogenic species of the genus 

Leishmania. Leishmania braziliensis is the main species causing american tegumentary 

leishmaniasis (ACL) in the New World. The treatment of leishmaniasis is limited, causes 

serious side effects, and the parasites have developed resistance. Histone Deacetylases 

(HDACs), Protein Arginine Methyltransferase (PRMTs) and FAD-Dependent Amino Oxidases 

(LSD1) are enzymes involved in the control of chromatin structure and are possible targets for 

the development of new drugs against leishmaniasis. In this work, 86 inhibitors of these 

enzymes were tested against intracellular amastigotes of L. braziliensis in in vitro infection and 

three inhibitors were tested in animal infection model. The results show that eight inhibitors of 

PRMTs and LSD1 showed low toxicity to macrophages and a leishmanicidal effect greater than 

50% in the infection assays. BSF2 was the inhibitor selected with the best leishmanicidal 

potential. For HDAC inhibitors (HDACi), five showed significant leishmanicidal effect, with 

EC50 between 4.38 - 10.21 μM and selectivity index from 6 to 21.7. Flow cytometry results 

corroborate transmission electron microscopy analysis indicating that HDACi lead to cell cycle 

changes and apoptosis induction in L. braziliensis. Nitric oxide production by infected 

macrophages was not altered after treatment with the five main HDACi. In animal experiments, 

the compounds TH60 (5 mg/kg) and TH74 (10 mg/kg) reduced the lesion in the paw of infected 

mice, and the effect was greater and equal to that of the drug Glucantime®, respectively. The 

decrease in the lesion corroborated the absence of parasites in the lesions and the increase in 

TNF and INF-γ. Biochemical and histopathological analyzes showed lower toxicity of HDACi 

in relation to Glucantime®. These results demonstrate that HDAC inhibitors, PRMTs and LSD1 

may be promising for the treatment of ATL.  

 

 

Keywords: Epigenetics. HDACs. HDAC inhibitors. Leishmania braziliensis 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 As doenças parasitárias negligenciadas como a doença de Chagas, a Malária e a 

Esquistossomose, são causa de altas morbidade e mortalidade globais, principalmente, em 

regiões subdesenvolvidas do mundo (ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012). Entre essas 

doenças, destacam-se as leishmanioses, que são infecções tropicais negligenciadas que 

permanecem como grande problema de saúde pública, em especial, nas Américas, África 

Oriental, Norte e Oeste da África e Sudeste Asiático (RUIZ-POSTIGO et al., 2021).  

Protozoários parasitos do gênero Leishmania são os agentes causadores das leishmanioses, 

sendo a transmissão destes ao hospedeiro vertebrado ocasionada pela picada de fêmeas de 

flebotomíneos durante o repasto sanguíneo (MOHAPATRA, 2014). As leishmanioses 

apresentam duas formas clínicas principais: a forma tegumentar, que é a mais prevalente e inclui 

as formas cutânea (LC) e mucocutânea, e a forma visceral (LV), que é a forma mais severa da 

doença, levando à morte de aproximadamente 90% dos pacientes não tratados (KEVRIC; 

CAPPEL; KEELING, 2015; STOCKDALE; NEWTON, 2013).  

Leishmania braziliensis é a principal espécie causadora de leishmaniose tegumentar 

americana (LTA) no Novo Mundo. Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) mostram 

que em 2020, foram reportados 208.357 novos casos de LC e que 89 países (dos 200 que se 

reportaram à OMS) eram endêmicos para a doença (RUIZ-POSTIGO et al, 2021).  

A terapêutica para as leishmanioses, incluindo a LTA, é bastante restrita. Não há nenhuma 

vacina clinicamente disponível contra a doença e os medicamentos utilizados no tratamento são 

os mesmos há mais de 50 anos. Embora eficazes, os efeitos colaterais provocados por esses 

medicamentos são muitos e graves, como por exemplo, lesão renal (CHUA et al., 2017). Os 

antimoniais pentavalentes são os medicamentos de primeira linha para o tratamento das 

leishmanioses, seguidos da anfotericina B. Outros medicamentos alternativos, como o 

alopurinol e a paromomicina também são empregados na terapêutica. Além dos efeitos 

colaterais graves, o tratamento da doença é prologando, o que faz com que muitos pacientes 

desistam do tratamento antes deste ser finalizado. Outro fator preocupante que emergiu 

recentemente na terapêutica das leishmanioses é o fato de algumas espécies de Leishmania 

apresentarem resistência às medicações disponíveis. Diante desse cenário, a busca por novos 

medicamentos com novos mecanismos de ação para o tratamento das leishmanioses é urgente 

e crucial (ALMEIDA; SANTOS, 2011; PACE, 2014). 

Uma nova abordagem para o desenvolvimento de novos medicamentos contra as 

leishmanioses abrange o campo da epigenética, cujos mecanismos controlam a estrutura da 
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cromatina e a acessibilidade ao DNA, sem alterar sua sequência, regulando fenômenos 

biológicos importantes como replicação e transcrição (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). 

Enzimas modificadoras de histonas (HMEs) são elementos-chave da epigenética, uma vez que 

orquestram modificações pós-traducionais nas caudas das histonas (PTMs) associadas ao DNA, 

que incluem acetilação/deacetilação, realizadas por histonas acetiltransferases (HATs) e 

histonas deacetilases (HDACs), respectivamente, e metilação/demetilação, catalisadas por 

exemplo, pelas metiltransferases de arginina (PRMTs) e pelas demetilases de lisina (LSD1), 

respectivamente. As referidas PTMs, ao interferirem na interação entre o DNA e as histonas, 

alteram o estado da cromatina entre eucromatina e heterocromatina, implicando dessa forma, 

na ativação ou repressão da transcrição gênica (KELLY; CARVALHO; JONES, 2010). Esses 

processos podem se tornar aberrantes, ocorrendo, por exemplo, um desequilíbrio entre 

acetilação e deacetilação, e esses fatos estão envolvidos na gênese e progressão de várias 

doenças, como cânceres e distúrbios imunológicos, tornando as HMEs potenciais alvos 

terapêuticos. É importante destacar que o rígido controle da expressão gênica é fundamental 

para o equilíbrio da fisiologia celular (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; WOZNIAK; 

STRAHL, 2014).  

As HDACs formam uma vasta família de proteínas com um domínio deacetilase 

altamente conservado. Em humanos, 18 HDACs foram identificadas até o momento, sendo 

divididas em quatro classes principais, I, II, III (família das sirtuínas) e IV segundo similaridade 

do sítio catalítico e dependência de um mesmo cofator (MARIADASON, 2008). Além das 

histonas, as HDACs agem também sobre outras proteínas, como a α-tubulina, HSP90 e 

reguladores de importação nuclear (MOMBELLI et al., 2011). As HDACs são altamente 

conservadas em eucariotos e já foram descritas em alguns parasitos, como Plasmodium, 

Schistosoma, Trypanosoma e Leishmania (HAILU et al., 2017). O trabalho de Scholte e 

colaboradores, por exemplo, descreve a relação evolutiva entre as HDACs humanas e de 

parasitos causadores de doenças negligenciadas. É mostrado que as HDACs humanas estão 

mais relacionadas com as HDACs de Schistosoma (Schistosoma japonicum, Schistosoma 

haematobium e Schistosoma mansoni) e se divergem mais das enzimas de P. falciparum e de 

tripanossomatídeos, respectivamente. Entre parasitos, HDACs de Trypanosoma e Leishmania 

estão mais relacionadas entre si do que com as HDACs de Plasmodium falciparum. Além disso, 

mais homólogos de HDACs foram identificados em Schistosoma do que em Leishmania, 

Plasmodium ou Trypanosoma  (SCHOLTE et al., 2017). Em relação às PRMTs, nove enzimas 

já foram descritas em humanos, de 1 a 9, sendo a PRMT1 a mais extensivamente estudada (AL-
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HAMASHI; DIAZ; HUANG, 2020). A LSD1 é uma amino-oxidase dependente de flavina 

adenina dinucleotídeo (FAD) e foi a primeira demetilase de lisina identificada em humanos,  

catalisando a demetilação de resíduos mono ou dimetilados (JIN et al., 2017). Em parasitos, essas 

enzimas também já foram descritas em Plasmodium, Schistosoma, Trypanosoma e Leishmania 

(CABEZAS-CRUZ et al., 2014; DINIZ et al., 2021; FISK; READ, 2011).  

Uma vez que as HMEs são bastante conservadas em eucariotos, tendo sido descritas tanto 

em humanos quanto em parasitos como supracitado, e que alterações nas PTMs podem estar 

relacionadas à patogênese de diversas doenças, como cânceres, a abordagem de “drug 

repurposing” tem sido empregada visando o desenvolvimento de novos medicamentos contra 

doenças parasitárias negligenciadas, como as leishmanioses. Isso porque, por exemplo, é 

possível estabelecer um paralelo entre as células cancerígenas e as células parasitárias, uma vez 

que ambas apresentam alta taxa metabólica, ambos os tipos celulares proliferam rapidamente e 

são capazes de escapar do sistema imune (ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012; WANG et al., 

2015a). Com essa estratégia, inibidores de HDACs (HDACi) validados clinicamente e outros 

inibidores dessas enzimas e também de outras HMEs como PRMTs e LSD1, têm sido testados 

contra diversos parasitos (ENGEL et al., 2015; INGRAM; HORN, 2002; KELLY et al., 2012).  

A testagem de inibidores de HMEs a fim de se encontrar novos medicamentos contra 

parasitos abrange também a utilização de modelos animais, uma vez que, atualmente, não 

existem técnicas in vitro suficientemente eficazes para substituir a elucidação dos mecanismos 

envolvidos na complexa interação parasito-hospedeiro visando a validação de compostos para 

ensaios clínicos. De fato, modelos animais têm sido usados há muitos anos para decifrar os 

mecanismos envolvidos na leishmaniose tegumentar, como os tipos de células envolvidas, 

polarização da resposta imune, cascatas de sinalização para eliminar o parasito e também na 

busca de novos medicamentos contra a doença (DE OLIVEIRA et al., 2004; LORÍA-

CERVERA; ANDRADE-NARVÁEZ, 2014).  

O A-ParaDDIsE (http://a-paraddise.cebio.org/) foi um Projeto do tipo Consórcio 

Colaborativo Internacional financiado pela Comunidade Europeia, vigente entre 2014 e início 

de 2017, cujo objetivo foi o desenvolvimento de novos medicamentos contra doenças 

negligenciadas como a esquistossomose, leishmanioses, doença de Chagas e malária. As 

estratégias utilizadas no A-ParaDDIsE para o design de novos medicamentos foram alvos 

epigenéticos, como as HMEs envolvidas nos processos de acetilação/deacetilação, 

metilação/demetilação. A Universidade Federal de Viçosa (UFV), como uma das colaboradoras 

nacionais deste Consórcio, foi representada pelo grupo de pesquisa coordenado pela Professora 
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Dra. Juliana Fietto e participou de grupos de trabalho distintos no Consórcio, que incluiu testes 

in vitro e em modelos animais com inibidores de HMEs.  

Neste trabalho, foi testada uma biblioteca de derivados do ácido hidroxâmico (uma das 

classes de inibidores de HDACs) originalmente desenvolvidos como inibidores de HDAC8 de 

S. mansoni (HEIMBURG et al., 2016). Os compostos foram avaliados em relação à toxicidade 

para macrófagos como modelo de célula hospedeira e em relação ao efeito leishmanicida contra 

L. braziliensis durante a infecção in vitro. Além disso, foram avaliados possíveis mecanismos 

moleculares de ação in vitro e o efeito do tratamento in vivo em modelo de infecção animal em 

camundongos. Também foram testados alguns inibidores de PRMTs e LSD1 tanto em 

macrófagos como na infecção in vitro. O trabalho destaca que foram encontrados inibidores de 

HMEs com potencial para serem utilizados contra L. braziliensis no desenvolvimento de novos 

medicamentos contra o principal agente causador da leishmaniose tegumentar americana no 

Novo Mundo. 
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1. REFERENCIAL TEÓRICO 
 

1.1. Leishmanioses e leishmaniose tegumentar americana 
 

O estigma causado por infecções parasitárias em todo o mundo é substancial, e parasitos 

como Schistosoma, Leishmania, Trypanosoma cruzi e Plasmodium, são importantes causas de 

morbidade e mortalidade (HOTEZ; PECOUL, 2010). Leishmania sp. são os agentes etiológicos 

das leishmanioses, um espectro de doenças tropicais negligenciadas cuja incidência anual de 

novos casos é de 700 mil a um milhão (WORLD AND HEALTH ORGANIZATION, 2021). A 

transmissão de Leishmania ao hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguíneo de 

fêmeas de flebotomíneos infectadas com o parasito, sendo os vetores dos gêneros Phlebotomus 

e Lutzomya os principais propagadores desses parasitos no Velho e no Novo Mundo, 

respectivamente (TORRES-GUERRERO et al., 2017).  

Promastigotas e amastigotas são as duas principais formas evolutivas de Leishmania e 

mais de 20 espécies patogênicas do parasito já foram identificadas até o momento (JONES; 

WELBURN, 2021). Promastigotas são formas flageladas e móveis encontradas no inseto vetor 

e, portanto, a forma mais provável de infectar o hospedeiro vertebrado durante o repasto 

sanguíneo. Amastigotas não apresentam flagelo exteriorizado e são imóveis, sendo encontradas 

no interior das células do hospedeiro, como células dendríticas, neutrófilos e macrófagos, sendo 

que, apenas nos macrófagos, o parasito consegue se multiplicar e estabelecer a infecção no 

hospedeiro vertebrado (BATES, 2008; ROMANO et al., 2014). Na Figura 1 é mostrado o ciclo 

de vida de Leishmania.  
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Figura 1 - Ciclo de vida de Leishmania no hospedeiro vertebrado. 1) Fêmeas de flebotomíneos infectadas com 
Leishmania injetam formas promastigotas metacíclicas do parasito durante o repasto sanguíneo. 2) Promastigotas 
metacíclicas são fagocitadas por macrófagos ou outras células do sistema mononuclear fagocitário. 3) No interior 
dessas células, promastigotas metacíclicas se transformam em amastigotas. 4) Amastigotas no interior de 
macrófagos teciduais (monócitos) se dividem por fissão binária, ocorre a ruptura da célula hospedeira e 
amastigotas livres são fagocitados por outros monócitos e macrófagos não infectados. 5 e 6) Fêmeas de 
flebotomíneos durante o repasto sanguíneo ingerem macrófagos infectados com amastigotas. 7) Amastigotas se 
transformam em promastigotas procíclicas no intestino*. 8) Ocorre a metaciclogênese: promastigotas procíclicas 
se transformam em promastigotas nectomonadas, estes se transformam em promastigotas leptomonadas, que 
originam promasgitotas haptomonadas, que então se transformam em promastigotas metacíclicas, as quais se 
dividem por fissão binária e migram para a probóscide do flebotomíneo, onde podem em um novo repasto 
sanguíneo, serem transmitidas para outro hospedeiro vertebrado fechando o ciclo de vida do parasito. i = forma 
infectante; d = forma encontrada no diagnóstico da doença. * No intestino grosso para Leishmania do subgênero 
Viannia; no intestino médio para Leishmania do subgênero Leishmania). Adaptado de (Centers For Disease 
Control And Prevention - CDC, 2020; Gossage; Rogers; Bates, 2010). 

  

As manifestações clínicas das leishmanioses são governadas por fatores relacionados ao 

parasito, aos hospedeiros (flebotomíneos e animais vertebrados como o homem, cachorro e 

roedores) e à resposta imune do hospedeiro vertebrado (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). 

As manifestações clínicas se relacionam ao parasito uma vez que são várias as espécies de 

Leishmania patogênicas,  sendo a interação parasito x hospedeiro fator relevante (FREITES et 

al., 2018); estão relacionadas ao hospedeiro flebotomíneo porque Leishmania é capaz de 

manipulá-lo a fim de garantir a sua sobrevivência, como por exemplo, ao secretar uma espécie 

de gel, o gel secretor de promastigotas (PSG), que congestiona a probóscide do flebotomíneo 

obrigando-o a regurgitar os parasitos infectantes durante o repasto sanguíneo (GIRAUD et al., 

2019); relacionam-se ao hospedeiro vertebrado e à resposta imune deste uma vez que 
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Leishmania pode subverter as defesas do hospedeiro e assim, conseguir se estabelecer ao iniciar 

ou manter o processo infeccioso, como por exemplo, ao prolongar o tempo de vida dos 

neutrófilos para conseguir se multiplicar no interior dessas células. Esse processo é visto em 

infecções crônicas causadas por Leishmania major (REGLI et al., 2017). Leishmania é capaz 

também, de modular vias de sinalização do hospedeiro e diminuir a produção de óxido nítrico 

em macrófagos infectados e estimular a produção de citocinas anti-inflamatórias (MAHANTA 

et al., 2018; REGLI et al., 2017).   

As leishmanioses podem ser classificadas como leishmaniose visceral, que é a forma mais 

grave da doença e que afeta órgãos como fígado, baço e medula óssea, podendo ser fatal quando 

não tratada (BRASIL; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014), ou leishmaniose cutânea, sendo esta 

última passível de diferenciadas manifestações clínicas, como mostrado na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Manifestações clínicas das leishmanioses. A) Leishmaniose visceral (Brasil, 2017); B) Leishmaniose 
cutânea localizada (Torres-Guerrero, 2017). C) Leishmaniose cutânea disseminada (Sgarbi et al, 2017); D) 
Leishmaniose cutânea difusa (Torres-Guerrero, 2017). E) Leishmaniose mucosa (Burza; Croft; Boelaert, 2018).  

 

As formas cutâneas de leishmaniose são as formas mais prevalentes na população e 

costumam ser classificadas em: leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutânea 

disseminada (LCD), leishmaniose cutânea difusa (LD) e leishmaniose mucocutânea (LM), 

caracterizando assim a chamada leishmaniose tegumentar americana (LTA) (STRAZZULLA 

et al., 2013). A leishmaniose cutânea é endêmica na América do Sul em países como Brasil e 

Colômbia, na África Setentrional em países como a Argélia, no sul da Ásia, como no 

Afeganistão e Paquistão, e também no Oriente Médio no Iraque e na Síria, onde foram 

reportados mais de cinco mil casos da doença em cada país em 2020 segundo a Organização 
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Mundial de Saúde, como pode ser visto na Figura 3 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Status da endemicidade da leishmaniose cutânea no mundo para o ano 2020 segundo a Organização 
Mundial de Saúde (Adaptado de World Health Organization, 2021). 

 

A LCL é a forma mais comum de leishmanioses e pode se manifestar com uma ou mais 

lesões que se desenvolvem semanas ou meses após a picada do vetor flebotomíneo. Essas lesões 

se tornam ulceradas e são indolores, porém, existe a possibilidade de cura espontânea, ou essas 

lesões podem permanecer ativas por vários anos quando não tratadas. Infecções bacterianas 

secundárias podem ocorrer junto às lesões e causar dor. A LCL é caracterizada por forte reação 

de hipersensibilidade tardia, que envolve, principalmente, linfócitos T (BRASIL. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; CHRISTENSEN et al., 2019). A LCD é caracterizada pelo 

aparecimento de mais de 10 lesões polimórficas em grandes áreas corporais, que podem 

envolver a face, orelhas, tronco e membros; o acometimento da mucosa nasal é observado em 

grande parte dos casos. Indivíduos com LCD apresentam baixos níveis circulantes de citocinas 

Th1 no sangue (MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019). A LD é uma forma rara e grave 

de leishmaniose cutânea em que os parasitos se multiplicam incontroladamente nas diversas 

lesões da pele e ao contrário das lesões da LCD, não são ulceradas. Na LD ocorre nos 

indivíduos, anergia, um mecanismo no qual os linfócitos T são funcionalmente inativados; 
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sendo assim, esses indivíduos são incapazes de montar uma resposta imune celular específica 

contra Leishmania (CHRISTENSEN et al., 2019; SCHWARTZ, 2003). Meses ou anos após o 

tratamento da LCL, o indivíduo pode desenvolver a LM, que causa severo dano desfigurativo 

na face devido às lesões destrutivas na cavidade oral e nasofaríngea em consequência da 

exacerbação da resposta imune celular à presença de Leishmania; análises microscópicas das 

biópsias de lesões mostram intensa reação inflamatória e poucos ou nenhum parasito. O exato 

mecanismo patológico para esse fato ainda não foi elucidado, porém, acredita-se que pode ser 

devido à elevada produção de TNF e INF-γ por linfócitos e baixa produção de IL-10, sendo esta 

última citocina, essencial para o controle da resposta imune desencadeada por TNF e INF-γ   

(BACELLAR et al., 2002; STRAZZULLA et al., 2013). Na América do Sul, L. braziliensis é 

a principal e mais prevalente espécie causadora de LTA, principalmente no Brasil, estando este 

entre os dez países com maior número de casos estimados de LC no mundo (BRASIL. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; WORLD AND HEALTH ORGANIZATION, 2021). Na 

Tabela 1 são apresentadas algumas espécies de Leishmania e os tipos de leishmaniose cutânea 

que causam. 

 

Tabela 1 - Principais espécies de Leishmania causadoras de leishmaniose tegumentar no Velho e no Novo 
Mundo 

Manifestação da doença Espécie 

Velho Mundo, subgênero Leishmania  

Leishmaniose Cutânea 
Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania 

aethiopica 

Leishmaniose Cutânea Difusa Leishmania aethiopica 

Leishmaniose Mucosa Leishmania tropica (raro) e Leishmania major (raro) 

Novo Mundo, subgênero Leishmania  

Leishmaniose Cutânea Leishmania infantum, Leishmania mexicana, 

Leishmania pifanoi e Leishmania amazonensis, 

Leishmania venezuelensis 

Leishmaniose Cutânea Difusa 
Leishmania mexicana e Leishmania amazonensis 

Leishmaniose Mucosa Leishmania amazonensis 
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Adaptado de (Freites et al., 2018; Kaye; Ccott, 2011; Kevric; Cappel; Keeling, 2015; Torres-Guerrero et 
al., 2017) 

  

O diagnóstico da LTA é baseado nas manifestações clínicas, que foram supracitadas, e o 

diagnóstico diferencial com outras doenças sempre deve ser considerado de acordo com a forma 

clínica e características da lesão. Por exemplo,  LCL e micobacterioses atípicas apresentam 

lesões com características semelhantes, de formato circular, bordas elevadas e purulentas 

(NOGUEIRA et al., 2021), fazendo-se necessário o diagnóstico diferencial. A presença de 

formas amastigotas de L. braziliensis na lesão é padrão-ouro para o diagnóstico laboratorial da 

LTA, sendo que quanto mais precocemente realizado, maior a probabilidade de encontrar o 

parasito na lesão (GOTO; LINDOSO, 2012). Dessa forma, amastigotas podem ser identificados 

através de esfregaços de escarificação da borda interna da úlcera ou da superfície de lesão 

fechada, de punção aspirativa da lesão ou de imprint, em que um fragmento de tecido da lesão 

é pressionado sobre uma lâmina de vidro. Os esfregaços são corados com Giemsa, Leishman 

ou corantes rápidos e então visualizados no microscópio. A presença de Leishmania na lesão 

também pode ser feita por meio do cultivo in vitro do parasito (formas promastigotas), através 

da biópsia de tecidos cutâneos ou de mucosa e também por meio do isolamento in vivo de 

Leishmania, em que o material é coletado, triturado em solução salina estéril e então inoculado 

na pata ou focinho de hamsters (Mesocricetus auratus); geralmente, as lesões aparecem após 

um mês (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Testes imunológicos como a 

Intradermoreação de Montenegro, o Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) e a reação 

de imunofluorescência indireta (RIFI) também são utilizados no diagnóstico laboratorial da 

LTA. No teste de Montenegro, preparações contendo formas promastigotas de Leishmania 

(mortas ou lisados dessas células) são injetadas, geralmente no braço, de indivíduos a serem 

Novo Mundo, subgênero Viannia  

Leishmaniose Cutânea Leishmania.braziliensis, Leishmania guyanensis, 

Leishmania panamensis, Leishmania peruviana 

Leishmaniose Cutânea Difusa 
Leishmania panamensis 

 Leishmaniose Mucosa Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, 

Leishmania panamensis Leishmania amazonensis 

Leishmaniose Disseminada 
Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, 

Leishmania panamensis 
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diagnosticados, induzindo naqueles com exposição prévia ao parasito, uma reação de 

hipersensibilidade tardia (DTH) (OLLIARO et al., 2013). O ELISA e a RIFI são úteis na 

detecção de anticorpos anti-Leishmania, sendo mais utilizados como métodos diagnósticos 

complementares aos de identificação do parasito na lesão (BRACAMONTE et al., 2020) e na 

triagem de pacientes com suspeita da doença (PENA et al., 2020), porém, seu uso é limitado a 

grandes centros devido ao alto custo (KUMARI et al., 2021). Para o ELISA, o tipo de antígeno 

utilizado determinará a sensibilidade e especificidade do método; o mais utilizado é o antígeno 

solúvel bruto, preparado pelo congelamento-descongelamento de promastigotas de Leishmania 

em tampão fosfato-salino, e a sensibilidade varia de 92 a 95%. Para a RIFI, lesões recentes (um 

a seis meses) exibirão resultado sorológico negativo, e nos casos positivos, o título de anticorpos 

será maior em indivíduos com múltiplas lesões; a sensibilidade do teste chega a 100% na forma 

mucosa (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Entretanto, tanto o ELISA quanto o RIFI podem 

apresentar reação cruzada com outras doenças, como a doença de Chagas, o que diminui a 

especificidade dos métodos (GOMES et al., 2014). Testes moleculares de alta sensibilidade e 

especificidade, mesmo quando a carga parasitária é baixa, como o da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), em que é possível a detecção do DNA do parasito em amostras de pele ou 

mucosa, também são empregados, porém, seu uso também está limitado a centros de pesquisa 

e laboratórios de grande porte devido ao alto custo (KUMARI et al., 2021). 

A variabilidade genética dos hospedeiros e de Leishmania, aliada às distintas respostas 

imunológicas causadas pelas diferentes espécies do parasito, tornam complexo o 

desenvolvimento de vacinas humanas contra as leishmanioses. Ainda não há nenhuma vacina 

aprovada contra essas doenças, o que torna a quimioterapia fundamental no combate às 

leishmanioses, além de outras medidas de saúde pública, como o combate aos vetores 

transmissores (WHYTE; ZUFFEREY, 2017).  

Os medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses são limitados e vêm sendo 

usados há mais de 50 anos, como no caso dos antimoniais pentavalentes antimoniato de 

meglumina (Glucantime®) e estibogluconato de sódio, que são os primeiros medicamentos de 

escolha desde o início do século XX. A partir de 2005, porém, eles deixaram de fazer parte dos 

protocolos de tratamento utilizando monoterapia em muitas regiões, principalmente na Índia, 

dada a alta incidência de falha, aliada entre outras, à resistência de L. donovani (PONTE-

SUCRE et al., 2017). No Brasil, o antimoniato de meglumina é o medicamento de primeira 

linha, sendo o estibogluconato de sódio não comercializado no país (BRASIL, MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2017). A anfotericina B, comercializada como desoxicolato de anfotericina B e 
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na forma lipossomal, é usada como medicamento de segunda escolha no tratamento das 

leishmanioses quando os antimoniais são ineficazes. Há ainda a pentamidina, o alopurinol e a 

paromomicina, que são usados na terapêutica, sendo todos, administrados por via parenteral 

(principalmente, vias endovenosa e intramuscular). A miltefosina é o único medicamento oral 

disponível para o tratamento das leishmanioses. Fato comum a todos os medicamentos usados  

no tratamento da doença são os diversos e graves efeitos colaterais que eles causam, como 

cardiotoxicidade e lesão renal, além da necessidade de longos períodos de internação para a sua 

administração (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; GHORBANI; FARHOUDI, 2018). 

Além disso, casos de resistência à quimioterapia têm sido relatados para diversas espécies de 

Leishmania, como L. donovani (GARCÍA-HERNÁNDEZ et al., 2012), L. infantum chagasi 

(FADILI et al., 2005) e até L. braziliensis (RUGANI et al., 2019). É importante destacar que, 

dadas as diferentes espécies de Leishmania, as diversas manifestações clínicas das doenças e 

como cada indivíduo responde aos medicamentos, além da resistência do parasito, os protocolos 

de tratamento variam para cada país e região. Levando-se em consideração todos os fatores 

supracitados, esses protocolos de tratamento passaram a incluir a terapia combinada e a terapia 

intralesional, como no caso do antimoniato de meglumina para leishmaniose cutânea localizada 

(BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; BURZA, CROFT ; BOELAERT, 2018; SILVA 

et al., 2016). Na Tabela 2 são apresentados os principais medicamentos utilizados no tratamento 

das leishmanioses, o seu mecanismo de ação, efeitos adversos e vias de administração.  

 

Tabela 2 - Medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses, seu modo de ação específico, efeitos 
adversos e vias de administração 

Medicamento Mecanismo de ação Efeitos adversos 
Modo de 

administra
ção 

 

Antimoniato de N-
metil glucamina 

Interferem na bioenergética de 
formas amastigotas de 

Leishmania. Tanto a glicólise, 
quanto a oxidação dos ácidos 
graxos, processos localizados 
em organelas peculiares, são 

inibidos, sendo que essa 
inibição é acompanhada de 

redução na produção de ATP e 
GTP 

Artralgia, mialgia, inapetência, 
náusea, vômitos, plenitude 

gástrica, dor abdominal, febre, 
fraqueza, palpitação, insônia 

nervosismo, choque 
pirogênico, edema e 

insuficiência renal aguda (IRA) 

IV ou IM 

 

Desoxicolato de 
anfotericina B 

Age se ligando ao ergosterol da 
membrana do parasito, levando 

à formação de poros e 
consequente lise celular. 

Febre, calafrios, astenia, dores 
musculares e articulares, 

vômitos e hipotensão, 
alterações cardiovasculares, 

IV 
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Adaptado de (Rajasekaran; Chen, 2015). IV = intravenosa; IM = intramuscular 

 

1.2. Imunobiologia das leishmanioses  
 

O sistema imune é uma rede interativa de órgãos linfóides, células, fatores humorais e 

citocinas que além de garantir a homeostase tecidual e a integridade do próprio sistema, 

representa nossa maquinaria de defesa contra diversos microrganismos a que somos 

continuamente expostos (PARKIN; COHEN, 2001). Há dois tipos de resposta imune: a inata 

(celular) e a adaptativa (humoral). A resposta imune inata é o tipo de resposta imediata, 

constituída por barreiras físicas, químicas e microbiológicas, por células como neutrófilos, 

monócitos e macrófagos, sistema do complemento, citocinas e proteínas de fase aguda. Já a 

alterações pulmonares, 
complicações renais. 

 

Anfotericina B 
lipossomal 

 

 

 

 

 

 

 

A anfotericina B é incorporada 
dentro de lipossomas feitos 

com fosfatidilcolina, colesterol 
e disterolfosfatidilglicerol. 

Nessa formulação, o 
medicamento atinge níveis 

plasmáticos mais elevados que 
o desoxicolato de anfotericina 
B. Entretanto, a meia-vida é 
mais curta, pois a droga é 

rapidamente sequestrada pelos 
macrófagos no fígado e baço, 

onde atinge elevadas 
concentrações. 

 

Febre, cefaleia, náuseas, 
vômitos, tremores, calafrios e 

dor lombar. 

 

IV 

Paromomicina 

Liga-se à subunidade 30S dos 
ribossomos, interferem com a 

iniciação da síntese de 
proteínas através da fixação do 

complexo ribossômico 30S-
50S no códon de iniciação do 

mRNA, o que leva à 
acumulação de complexo de 

iniciação anormal. 

Ototoxicidade e problemas na 
função hepática 

IM 

 

Miltefosina 

 

 

 

 

Principal modo de ação é 
incerto; apoptose e inibição da 

citocromo C oxidase. 
Teratogenicidade Oral 



28 
 

 
 

resposta imune adaptativa é uma resposta mais lenta, uma vez que é mediada por reações 

específicas dependentes de anticorpos com o envolvimento de linfócitos T e linfócitos B, 

podendo levar semanas ou meses para se desenvolver (MCCOMB et al., 2019). Em caso de 

infecção por Leishmania, a principal resposta envolvida é a resposta imune inata, uma vez que 

a localização dos parasitos no interior dos macrófagos impede uma reposta específica mediada 

por anticorpos (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). O papel da imunidade adaptativa 

nas leishmanioses não está totalmente elucidado, se ela auxilia no combate à infecção ou se é 

responsável por seu agravamento. Entretanto, altos títulos de anticorpos não específicos, IgG e 

IgM, se correlacionam com uma alta carga parasitária e gravidade da leishmaniose visceral em 

modelo animal e em humanos, aliados à uma fraca resposta imune celular Th1, estando esta 

relacionada à baixa produção de IFN-γ (DEAK et al., 2011; KUMAR; NYLÉN, 2012; 

MAGALHÃES et al., 2021; SILVA-BARRIOS et al., 2016). Na leishmaniose tegumentar, altos 

títulos de anticorpos IgG não específicos em pacientes também têm sido relacionados à 

gravidade da doença, destacando-se a leishmaniose mucosa e a leishmaniose cutânea 

disseminada, porém, o fato está relacionado à uma forte resposta imune celular Th1, devido à 

alta produção de IFN-γ e CXCL10, sendo esta última uma quimiocina que facilita a migração 

de leucócitos (MAGALHÃES et al., 2021; ROMERO et al., 2005; VALLI et al., 1999). Além 

disso, a produção desses anticorpos pode ocorrer tanto por meio da ativação das células B pelas 

células T ou a própria Leishmania pode induzir à expansão clonal das células B por meio dos 

receptores do tipo Toll, como mostrado por Silva-Barrios e colaboradores para L. donovani 

(SILVA-BARRIOS et al, 2016). A titulação de anticorpos nas leishmanioses, tanto na infecção 

animal quanto em humanos, tem sido melhor empregada como método diagnóstico da doença 

(KUMAR; NYLÉN, 2012; MAGALHÃES et al., 2021; ROSTAMI; KHAMESIPOUR, 2021; 

SUNDAR et al., 2002).  

O início da resposta imune inata do hospedeiro para erradicação de Leishmania é 

caracterizado pelo recrutamento de monócitos, neutrófilos, células dendríticas (DC) e células 

natural killer (NK) para o local da infecção, onde essas células apresentam papel crucial e 

distinto para a polarização da resposta imune iniciada, para o tipo Th1 ou Th2.  O recrutamento 

dessas células, as principais efetoras da resposta imune inata, é essencial, uma vez que 

macrófagos e DC residentes da pele não são capazes de conter o processo infeccioso 

desencadeado pela presença do parasito (GLEZER et al., 2000; GORHAM et al., 1996; 

REINER; LOCKSLEY, 1995). Monócitos, neutrófilos, células dendríticas (DC) e células NK 

apresentam em sua superfície os chamados receptores do tipo Toll (TLRs) que são capazes de 
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reconhecer moléculas de Leishmania (padrões moleculares associados a patógenos - PAMPs) 

como o lipofosfoglicano (LPG), e esse estímulo específico ativa nessas células cascatas 

intracelulares de sinalização, como por exemplo, fagocitose, produção de citocinas e liberação 

de mediadores inflamatórios, que irão contribuir para a ativação e recrutamento de mais células 

a fim de combater o parasito (BARRAL-NETO et al., 1998; REINER; LOCKSLEY, 1995). É 

importante ressaltar que monócitos são leucócitos derivados da medula óssea e que circulam no 

sangue, diferenciando-se em macrófagos e DC quando recrutados nos tecidos  (CHIU; 

BHARAT, 2016).   

 Os monócitos (macrófagos) recrutados para o local da infecção podem fagocitar 

Leishmania e eliminar o parasito por meio da “explosão respiratória”, caracterizada pela 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), como o ânion superóxido (O2
-) e peróxido 

de hidrogênio (H2O2) (KIMA; SOONG, 2013) ou podem se diferenciar em DC, como acima 

mencionado, e fagocitar Leishmania, tornando-se ativados e apresentando esse antígeno 

juntamente com moléculas coestimulatórias, para as células T CD4+ naïve, o que inicia a 

resposta imune adaptativa e o processo de polarização Th1 ou Th2 supracitado (NONATO et 

al., 2014). Caso a apresentação antigênica das DC para as células T CD4+ naïve ocorra sem a 

presença de sinais coestimulatórios, ocorrerá anergia do sistema imune, ou seja, o indivíduo 

será incapaz de montar uma resposta contra Leishmania (GRONSKI; OHASHI, 2006). Por 

outro lado, as DC diferenciadas de monócitos que não fagocitam o parasito, as chamadas DC 

bystander, têm a capacidade de aumentar a expressão de seu complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) de classe II e também de produzir IL-12, citocina fundamental 

para a polarização do tipo Th1, o que potencializa e acelera esse processo iniciado pelas DC 

infectadas (GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). A expressão do MHC de classe 

II é fundamental para a função das DC como células apresentadoras de antígenos (APCs), 

proporcionando um elo entre a imunidade inata e adaptativa (REINER E LOCKSLEY, 1995). 

Assim, as DC não infectadas por Leishmania e, portanto, produtoras de IL-12, agem 

sinergicamente com as DC infectadas, que não produzem essa citocina, na polarização para o 

tipo Th1.  

Em relação aos neutrófilos e L. braziliensis, essas células do sistema imune contribuem 

na eliminação do parasito ao liberarem armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), que 

são uma rede extracelular constituída por substâncias granulares e componentes nucleares, 

capazes de matar promastigotas do parasito, e também ao modularem positivamente os 

macrófagos, induzindo uma maior produção de TNF e O2
- por essas células (NOVAIS et al., 
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2009; PAPAYANNOPOULOS, 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016). Já as células NK recrutadas 

para o local da infecção, podem produzir IFN-γ e essa citocina induz as DC a produzirem mais 

IL-12 (SCOTT; NOVAIS, 2016).  

Na resposta imune do tipo Th1, os linfócitos Th1 produzem altos níveis de citocinas pró-

inflamatórias, como IFN-γ, TNF e IL-2, que levam à ativação de macrófagos (M1) e eliminação 

de Leishmania por essas células, através da produção de óxido nítrico (NO), principalmente. 

Citocinas pró-inflamatórias também são produzidas por macrófagos M1, como TNF, IL-12 e 

IL-18 (KOSTKA et al., 2010). Em contrapartida, as DC infectadas derivadas de monócitos, ao 

iniciarem o processo de polarização como mencionado anteriormente, podem também 

promover a polarização para o tipo Th2. Linfócitos Th2 são produtores de IL-10, IL-13 e IL-4. 

A IL-4 promove um aumento da atividade de arginase, que passa a competir por L-arginina 

com a óxido nítrico sintase induzível (iNOS), culminando em maior produção de poliaminas e 

menos NO pelos macrófagos, favorecendo a proliferação de Leishmania, e, portanto, a infecção. 

A poliamina espermidina é crucial para tripanossomatídeos, como Trypanosoma brucei, 

Trypanosoma cruzi e Leishmania, uma vez que ao se conjugar com a glutationa, forma a 

tripanotiona, um peptídeo de baixo peso molecular que desempenha um papel fundamental na 

defesa desses parasitos contra espécies reativas de oxigênio (BACELLAR et al., 2009). Além 

disso, a IL-4 produzida por linfócitos Th2 promove a ativação alternativa dos macrófagos (M2, 

secretores de IL-4, IL-10, IL-13), os quais, entre outros mecanismos que favorecem a 

proliferação de Leishmania, secretam IL-4, promovendo uma retroalimentação positiva nesse 

processo (NONATO et al., 2014; PITTA et al., 2009; SCHELLER et al., 2011). Linfócitos Th2 

são também produtores de IL-6, e essa citocina age inibindo a produção de IFN-γ e TNF pelos 

macrófagos, o que potencializa a resposta Th2 e favorece a sobrevida de Leishmania 

(FOLLADOR et al., 2002). Na Figura 4 é mostrado como ocorre a polarização da resposta 

imune para o tipo Th1 ou Th2 e a ativação de macrófagos M1 ou M2.  
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Figura 4 - Polarização da resposta imune e ativação de macrófagos M1 e M2. 1) Macrófagos e células 
dendríticas (DC) derivados de monócitos apresentam peptídeos antigênicos de Leishmania para os linfócitos T 
CD4+ naïve, que se tornam ativados e se diferenciam em linfócitos efetores Th1 ou Th2. 2) Linfócitos Th1 
produzem altos níveis de IFN-γ, TNF e IL-2, que levam à ativação de macrófagos (M1). 3) Macrófagos M1 
aumentam a expressão da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), com consequente aumento da produção de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e diminuição da atividade de arginase, o que culmina com a morte de 
Leishmania parasitos intracelular. 4) Linfócitos Th2 produzem IL-10, IL-13 e IL-4 e TGF-ß, levando à ativação 
de macrófagos M2. 5) Macrófagos M2 apresentam atividade aumentada de arginase e diminuição dos níveis da 
iNOS e ROS, o que acarreta a sobrevivência de Leishmania, como consequência da produção de tripanotiona e 
resistência ao estresse oxidativo. 5 e 6) Macrófagos derivados de monócitos produzem TNF que é capaz de levar 
à ativação de macrófagos M1, e também produzem IL-12 e IL-18, que ativam células NK a produzirem IFN-γ e 
com isso, também promoverem a ativação de macrófagos M1. 7) A regulação da ativação dos macrófagos M1 e 
M2, e como consequência, do processo inflamatório, é feita por linfócitos T regulatórios (Treg), que secretam IL-
10, que entre outras funções, inibe a produção de IL-12 por macrófagos. Adaptado de (Meira; Gedamu, 2019).  

 

1.3. Enzimas Modificadoras de Histonas e Modificações Pós-traducionais 
 

A epigenética estuda qualquer processo biológico reversível e hereditário que altera a 

atividade de um gene sem modificar a sequência do DNA. De forma mais ampla, ela avalia 

como o comportamento e o ambiente podem promover mudanças que afetam a forma como os 

genes trabalham (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION - CDC, 2020). 

Assim, mecanismos epigenéticos controlam a acessibilidade ao DNA e a forma como a 

informação genética é lida, o que implica na regulação de fenômenos biológicos importantes 

como replicação e transcrição (CAVALLI; HEARD, 2019). Modificações pós-traducionais 

(PTMs) na cauda das histonas associadas ao DNA caracterizam os mecanismos supracitados e 

são orquestradas por enzimas modificadoras de histonas (HMEs). A acetilação e a metilação 

são as PTMs mais amplamente estudadas, embora existam outras descritas, como fosforilação, 

ubiquitilação, sumoilação, ADP-ribosilação, citrulinação e glicosilação. A maioria dessas 
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PTMs ocorre nos domínios N e C-terminal da cauda das histonas, porém, elas podem ocorrer 

também nos domínios globulares dessas proteínas (ROTHBART; STRAHL, 2014).  

As histonas são proteínas fundamentais para a compactação do material genético nas 

células eucarióticas. Elas formam um octâmero de proteínas ao redor do qual se liga o DNA, e 

isso caracteriza a unidade básica da cromatina e seu mais básico grau de organização, que são 

os nucleossomos. Os nucleossomos se organizam de forma regular e se tornam mais 

compactados, constituindo fibras de 30 nm, que também sofrem compactação até atingirem o 

grau de compactação cromossômica. Até o momento, cinco tipos de histonas foram 

identificados: H1, H2A, H2B, H3 e H4. A histona H1 é um ligante entre nucleossomos 

adjacentes, permitindo a sua compactação, e as histonas H2A, H2B, H3 e H4 formam o 

octâmero proteico (PARK; KIM, 2020). Os graus de compactação da cromatina e algumas das 

HMEs que agem na cauda das histonas são mostrados na Figura 5. 
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Figura 5 - Graus de compactação da cromatina e o processamento da informação genética. É possível 
observar os níveis de compactação da cromatina, desde o mais simples, a dupla hélice do DNA, até a formação 
dos nucleossomos, fibra de cromatina de 30 nm e cromossomos. No quadro, à esquerda, estão descritas enzimas 
modificadoras de histonas que “escrevem” a informação genética ao corroborarem com a transcrição gênica, como 
as histonas acetiltransferases e histonas metiltransferases (Writers). Ao centro, estão as enzimas que “apagam” a 
informação genética ao reverterem o processo das primeiras, como as histonas deacetilases e lisina demetilases 
(Erasers). À direita no quadro, estão famílias de proteínas contendo domínios que são capazes de “ler”, ou seja, 
que reconhecem as modificações pós-traducionais na porção N e C-terminal das histonas (Readers), como as 
proteínas contendo bromodomínios que reconhecem resíduos de lisina acetiladas. Abaixo está representada um 
tipo de PTM, a metilação (Arrowsmith et al., 2012). 
 

Histonas acetiltransferases (HATs) e histonas deacetilases (HDACs), também chamadas 

de lisina deacetilases, são HMEs que catalisam as PTMs acetilação e deacetilação, 

respectivamente. As HATs, divididas em três principais famílias: GNAT, MYST, e CBP/p300, 

utilizam o acetil-coA como um cofator e promovem a transferência de um grupo acetil deste, 

para o grupo ε-amino das cadeias laterais de lisina nas histonas. Esse processo neutraliza a carga 

positiva da lisina que em pH fisiológico é protonada, o que consequentemente, reduz a afinidade 

histona-DNA e faz com que a cromatina adote uma conformação mais relaxada, permitindo o 

recrutamento da maquinaria transcricional. Proteínas contendo bromodomínios são peças 

importantes no processo transcricional, uma vez que são capazes de reconhecer e de “ler” as 

modificações nos resíduos de lisina, sendo, portanto, co-ativadoras do processo. Por outro lado, 

as HDACs exercem um efeito contrário e restauram a carga positiva da lisina ao reverter a 

acetilação, o que aumenta a interação das histonas com o DNA e torna a arquitetura da 

cromatina mais compacta, reprimindo a transcrição gênica. Na Figura 6 é possível visualizar a 
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dinâmica do processo de acetilação/deacetilação, além de estar representado que HATs e 

HDACs podem ter sua atividade inibida, como será descrito mais à frente. As HDACs podem 

também agir sobre outros substratos proteicos, como proteínas citoplasmáticas, incluindo a 

tubulina e a HSP90, e fatores de transcrição como o de supressão tumoral p53, STAT3 and NF-

κB subunidade RelA. Além disso, as HDACs podem exercer sua função de repressoras da 

transcrição ao se ligarem a outras proteínas e formarem complexos proteicos repressores, como 

o de Remodelamento de Nucleossomo e Desacetilase (NuRD) e o de repressão do REST 

(CoREST), o qual age sobre genes neuronais (ARROWSMITH et al., 2012; HARADA; 

HIDESHIMA; ANDERSON, 2016; PARK; KIM, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 - Dinâmica dos processos de acetilação e deacetilação. Em A, à esquerda, observa-se o relaxamento 
da cromatina e ativação transcricional após o processo de acetilação da porção N-terminal das histonas, catalisado 
por HATs, que utilizam acetil-coA como cofator. À esquerda, a deacetilação dos mesmos domínios catalisada por 
HDACs, inibe a transcrição gênica ao promover a compactação da cromatina. Em B, observa-se a estrutura química 
da lisina e a adição do grupo acetil ao grupo ε-amino da cadeia lateral desse aminoácido. Adaptado de (Freitas et 
al., 2021; Wang et al., 2020) 

 

As HDACs formam uma família de proteínas que estão presentes em Bacteria, Archaea 

e Eukarya, e 18 delas foram identificadas até o momento em mamíferos, agrupadas em quatro 

classes diferentes: classe I, classe II e classe IV (enzimas dependentes de Zn2+), e classe III, das 

sirtuínas, que são enzimas dependentes de NAD+ como cofator para sua atividade. A classe I 

de HDACs compreende as HDACs 1-3 e 8; a classe II compreende as HDACs 4, 5, 6, 7, 9 e 10 

e é subdividida em IIa (HDACs 4, 5, 7 e 9) e IIb (HDACs 6 e 10); a classe III, que possui 

similaridade com os reguladores de informação silenciosa 2 (SIR2) de leveduras, compreende 

as sirtuínas 1-7; e a classe IV, é representada pela HDAC 11 (ENGEL et al., 2015; HAILU et 

al., 2017; SCHOLTE et al., 2017). As HDACs de classe I são encontradas quase que 

exclusivamente no núcleo, assim como a HDAC de classe IV. As HDACs de classe II podem 

A B 
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estar tanto no núcleo quanto no citoplasma, enquanto as sirtuínas, além desses, podem ter 

localização mitocondrial. Na Figura 7 são mostradas as classes de HDACs, o número de 

resíduos de aminoácidos que constituem cada enzima e o tamanho da proteína, sua localização 

na célula e sua homologia com HDACs de leveduras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 - Classes I, II, III e IV de HDACs. Na coluna 1 (à esquerda), estão descritas as classes de HDACs. 
Na segunda coluna é descrito quais enzimas pertencem a cada classe. O domínio catalítico das HDACs de 
classe I, II e IV é mostrado em verde, e o das sirtuínas (HDACs de classe III), é mostrado em azul, como 
mostrado na terceira coluna. Na classe IIa, o domínio de ligação ao MEF-2 é mostrado em amarelo. Em seguida, 
na quarta coluna, é descrito o número total de resíduos de aminoácidos em cada HDAC, e na quinta coluna, o 
tamanho (kDa) de cada proteína. A penúltima e última colunas, descrevem a localização celular das HDAC e 
sua homologia com as HDACs de leveduras, respectivamente (Zhao; Tao; Peng, 2020).   

 

Joshi e colaboradores identificaram uma HDAC em Plasmodium falciparum, à qual 

denominaram de PfHDAC1 e que foi predominantemente expressa nas formas intraeritrocíticas 

do parasito (trofozoítos e esquizontes) e também em gametócitos (formas circulantes e que são 

ingeridas pelo mosquito vetor), sendo a localização da enzima em sua maioria, no núcleo 

(JOSHI et al., 1999). Mukherjee e colaboradores criaram um modelo homólogo da PfHDAC1 

a partir da estrutura cristalográfica da HDAC8 humana, validando-a como novo alvo para 

terapia contra a malária (MUKHERJEE et al., 2008). Já foram identificadas cinco HDACs em 

P. falciparum pertencentes às classes I e II, e classes III e IV das sirtuínas, e embora não 

caracterizadas completamente, algumas dessas HDACs, como a PfHDA2 (classe II), estão 

relacionadas ao crescimento do parasito, gametocitogênese e fatores de virulência (SCHOLTE 

et al, 2017). Em Trypanosoma brucei, Ingram e Horn descobriram que duas HDACs são 
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essenciais à sobrevivência do parasito, às quais denominaram DAC1 e DAC3, e que estão 

localizadas primariamente no núcleo (INGRAM; HORN, 2002). Análises recentes de Scholte 

e colaboradores sobre as relações evolutivas entre HDACs e sirtuínas de parasitos patogênicos, 

mostraram que T. brucei possui HDACs de classe I e II, e das classes I, II e III das sirtuínas. 

Em Schistosoma mansoni, o mesmo trabalho de Scholte e colaboradores também mostrou a 

presença de HDACs nesse parasito pertencentes à todas as classes, exceto à classe IV e II das 

sirtuínas, totalizando pelo menos 12 enzimas identificadas (SCHOLTE et al, 2017). Além disso, 

um importante estudo de Marek e colaboradores revelou que a HDAC8 de S. mansoni é 

essencial para a infectividade do parasito, sendo neste, HDACs de classe I mais expressas 

(MAREK et al., 2013). Em Trypanosoma cruzi, apenas HDACs das classes I e III de sirtuínas 

foram identificadas até o momento. Em Leishmania, as HDACs estão presentes em L major, 

Leishmania infantum chagasi, Leishmania mexicana, Leishmania donovani e L. braziliensis, 

sendo as enzimas pertencentes às classes I e II e I, II e III das sirtuínas. Em L. braziliensis, 

quatro genes de HDACs foram identificados quando comparados a ortólogos humanos 

(SCHOLTE et al, 2017). Em L. infantum, Ronin e colaboradores resolveram a estrutura 

cristalográfica de alta resolução da sirtuína SIR2rp1 (RONIN et al., 2018), que demonstrou ser 

essencial para a sobrevivência do parasito e ter atividade de ADP-ribosilação (em que um ou 

mais resíduos de ADP do NAD+ são transferidos para a proteína alvo) sobre a tubulina, 

(TAVARES et al., 2008; VERGNES et al., 2005). Prasanna e colaboradores, também 

recentemente, clonaram, purificaram e fizeram modelagem por homologia à HDAC2 de 

humanos para HDAC de L. donovani (PRASANNA et al., 2021). Além disso, outras sirtuínas 

de diversos protozoários parasitos, incluindo Leishmania, foram descritas por Religa e Waters 

(RELIGA; WATERS, 2012). A relevância da presença de HDACs em parasitos ficou evidente 

em resultados de análises de modelagem molecular de Melesina e colaboradores, em que 

pequenas diferenças foram observadas no sítio de ligação ao substrato, o que pode ser explorado 

como ponto de partida para a inibição seletiva dessas HDACs (MELESINA et al., 2015). 

A metilação e a demetilação de histonas também são PTMs já bem caracterizadas, sendo 

a metilação da arginina, a primeira a ser descoberta, ainda nos anos 1970. Exemplos de enzimas 

que catalisam os referidos processos são as metiltransferases de arginina (PRMTs) e as 

demetilases de lisina (LSD1), respectivamente (LI et al., 2021). As PRMTs catalisam a 

transferência de um grupo metil do cofator S-adenosil-L-metionina (AdoMet, SAM) para um 

grupo guanidina de resíduos específicos de arginina, fazendo com que estes se tornem mono ou 

dimetilados e liberando S-adenosil-L-homocisteína (AdoHcy, SAH) como co-produto 
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(SPANNHOFF; SIPPL; JUNG, 2009). Em mamíferos, nove PRMTs foram descritas como 

pertencentes às classes I (1-4, 6 e 8) e II (5, 7 e 9) (MARON et al., 2022). A metilação das 

histonas está envolvida na regulação da expressão gênica, no metabolismo de RNA, no reparo 

do DNA, regulação de splicing, entre outros. Esse processo também influencia na 

hidrofobicidade e afinidade das histonas com certas proteínas, como os fatores de transcrição, 

e não altera a carga da cauda das histonas como o fazem a acetilação/deacetilação (BEDFORD, 

2007; LI et al., 2021; SPANNHOFF; SIPPL; JUNG, 2009).  

Em contraste às PRMTs, a LSD1 funciona como silenciadora da expressão gênica, 

removendo um ou dois grupos metil da histona H3 nos resíduos de lisina 4. Pelo menos 18 

demetilases de lisina foram identificadas, incluindo a LSD1 (HAYWARD; COLE, 2016). Essa 

enzima também pode demetilar outras proteínas regulatórias epigenéticas, como a 

metiltransferase 1 de DNA (DNMT1). A ação repressora da LSD1 também pode ocorrer uma 

vez que essa enzima tem sido associada a complexos repressores, como o CoREST. A 

desregulação entre metilação/demetilação também está associada ao câncer (MOULD et al., 

2014; SCHMITT et al., 2013; WANG et al., 2015a).  

Em parasitos, em P. falciparum, Volz e colaboradores identificaram uma PRMT, 

denominada PfSET10, e que está relacionada à variação antigênica na membrana do parasito 

(VOLZ et al., 2012). Em S. mansoni, Padalino e colaboradores identificaram cinco PRMTs e 

três LSD1, visando a descoberta de novos alvos terapêuticos contra o parasito (PADALINO et 

al., 2018). Em T. brucei, pelo menos quatro PRMTs foram identificadas (KAFKOVA et al., 

2017), sendo a PRMT7 a primeira delas (FISK et al., 2009), e a estrutura cristalográfica da 

PRMT6 do parasito já foi resolvida (WANG et al., 2014). Em L. major cinco genes codificam 

para PRMTs, e estudos mostram que a deleção do gene LmjPRMT7 leva a um aumento da 

infecciosidade do parasito in vitro e em modelo animal, e a super-expressão desse mesmo gene 

significativamente reduz a progressão da lesão causada pelo parasito (FERREIRA et al., 2014). 

Em L. braziliensis, recentemente, Lorenzon e colaboradores caracterizaram funcionalmente as 

cinco PRMTs do parasito, e mostraram que essas proteínas apresentam um papel regulatório 

durante o ciclo de vida deste, sendo esta HME importante para as interações de Leishmania 

com a célula hospedeira (LORENZON et al., 2022). Em relação às LSD1, estas já foram 

identificadas em S. mansoni (CARNEIRO et al., 2020) e P. falciparum (CUI; MIAO, 2010).  

 

1.4. Inibidores de HDACs, PRMTs e LSD1 
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Inibidores de HDACs (HDACi) têm sido investigados nas últimas duas décadas como 

potenciais medicamentos contra o câncer, em especial, linfomas e mieloma múltiplo. Em 2006, 

a Food and Drug Administration (FDA), que é uma agência federal do Departamento de Saúde 

e Serviços Humanos dos Estados Unidos, aprovou o uso do vorinostat para o tratamento de 

linfoma de células T cutâneo. A romidepsina e o belinostat também são utilizados no tratamento 

desse tipo de câncer, enquanto o panobinostat é utilizado na terapia combinada para o mieloma 

múltiplo (CHUA et al., 2017). 

A abordagem de “drug repurposing” tem sido empregada visando o desenvolvimento de 

novas drogas contra doenças parasitárias negligenciadas, uma vez que é possível estabelecer 

um paralelo entre as células cancerígenas e as células parasitárias, já que ambas apresentam alta 

taxa metabólica, proliferam rapidamente e são capazes de evadir do sistema imune 

(ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012; WANG et al., 2015a). Além disso, análises de 

similaridade de sequência dos domínios catalíticos de HMEs humanas e de parasitos, permite 

melhor identificação dos alvos nestes últimos (MELESINA et al., 2015). Com essa estratégia, 

inibidores de HDACs validados clinicamente, como mencionado acima, e outros inibidores 

dessas enzimas e também de outras HMEs como PRMTs e LSD1, têm sido testados contra 

diversos parasitos (CHUA et al., 2017; HU et al., 2008). 

Estudos in vitro com HDACi para P. falciparum realizados por Darkin-Rattray et al., em 

1996, mostraram que a apicidina, um forte inibidor de HDAC da classe dos tetrapeptídeos cíclicos,  

sob determinadas concentrações, é eficaz contra esse parasito por inibir a atividade de PfHDAC1 e 

causar a hiperacetilação das histonas, dessa forma, interferindo no crescimento do parasito 

(DARKIN-RATTRAY et al., 1996). Engel e colaboradores avaliaram o efeito do vorinostat, 

romidepsina, belinostat e panobinostat em P. falciparum e T. brucei, e mostraram que esses 

inibidores apresentam atividade anti-parasitária dose-dependente (ENGEL et al., 2015). Em 2012, 

Kelly e colaboradores avaliaram o efeito de derivados do ácido hidroxâmico, que são uma das 

classes de HDACi, em formas sanguíneas de T. brucei, e mostraram que a maioria dos compostos 

testados foi eficaz em inibir o crescimento do parasito em concentrações muito baixas, na faixa de 

nanomolar (INGRAM; HORN, 2002; KELLY et al., 2012). Em 2017, Chua e colaboradores 

mostraram o efeito de diversos HDACi validados clinicamente contra Plasmodium, Leishmania e 

Schistosoma(CHUA et al., 2017). Além disso, Melesina e colaboradores realizaram estudos de 

modelagem por homologia em diversas HDACs de parasitos, o que caracteriza um ponto de partida 

para o desenvolvimento de inibidores seletivos dessas enzimas baseados em estrutura (MELESINA 

et al, 2015).  
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Atualmente, várias classes estruturalmente diferentes de HDACi são conhecidas, incluindo 

os ácidos hidroxâmicos como o TSA e o SAHA, este último também conhecido como vorinostat; 

ácidos graxos de cadeia curta, como o ácido butírico e o ácido valpróico (VPA); tetrapeptídeos 

cíclicos, como a romidepsina e benzamidas, como o entinostat (NEBBIOSO et al., 2012; TANG; 

YAN; ZHUANG, 2013; WAGNER et al., 2013).  

Os HDACi alteram seletivamente a transcrição gênica, seja por modificação na estrutura da 

cromatina, por levar à acetilação de regiões promotoras e inativar complexos co-repressores, ou 

ainda, por levar à acetilação de diversas proteínas não-histonas, modificando a sua função ou 

atividade (BOSE; DAI; GRANT, 2014; BROCHIER et al., 2013). É importante destacar que a 

inibição de HDACs leva ao aumento do processo de acetilação. Um dos efeitos da letalidade dos 

HDACi é o aumento da expressão de p21, que é uma proteína envolvida na regulação da progressão 

do ciclo celular da fase G1 para a fase S. Esse aumento faz com que a p21 se ligue aos complexos 

ciclina-CdK, promovendo a sua inativação e, consequentemente, resultando na parada do ciclo 

celular e diferenciação celular (YOO; JONES, 2006). Além disso, os HDACi podem causar 

inibição do reparo ao DNA, geração de espécies reativas de oxigênio, o que promove dano ao 

DNA, indução da autofagia, indução da apoptose, entre outros (BOSE, DAI; GRANT, 2014).  

Quanto aos inibidores de PRMTs, um grande número destes foi descoberto na última década 

em todo o mundo. Pan-inibidores de metiltransferases como a sinefugina e a metiltioladenosina 

foram e ainda são utilizados como ferramenta inicial no desenvolvimento de inibidores de PRMTs-

específicos (HU et al., 2016). Triagens virtuais de várias bibliotecas de compostos realizadas por 

diversos pesquisadores, identificaram também inibidores de PRMT-1, como a allantodapsone, e de 

PRMT-3 (BISSINGER et al., 2011; DILLON et al., 2012; HU et al., 2016). Além disso, as 

diamidinas foram identificadas como inibidoras seletivas de PRMT1, como mostrado por YAN e 

colaboradores (YAN et al., 2014). Compostos baseados em diamidina apresentam potente atividade 

antimicrobiana, incluindo ação contra Giardia lamblia e P. falciparum (DE SOUZA et al., 2004). 

As diamidinas têm sido também utilizadas há muito tempo no tratamento das leishmanioses, a 

exemplo da pentamidina, e vários estudos envolvendo esses compostos têm sido feitos em 

Leishmania com comprovação de sua eficácia contra esses parasitos tanto em promastigotas quanto 

em amastigotas intracelulares (HU et al., 2008). Entretanto, muitos desafios se interpõem na 

descoberta de inibidores de PRMTs. Poucos inibidores dessas HMEs mostram seletividade para 

determinada isoforma e os mecanismos estruturais de muitos desses compostos ainda não foram 

determinados. Além disso, muitos apresentam seletividade para o substrato (histonas) e não para a 

enzima, podendo também ter baixa eficácia na inibição (DILLON et al., 2012; YAN et al., 2014).  

Para os inibidores de LSD1, estes têm emergido principalmente na terapêutica do câncer, em 

especial os hematológicos (MOULD et al., 2014). O tranylcypromine é um medicamento aprovado 
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pela FDA utilizado como antidepressivo e que foi identificado recentemente por apresentar alta 

capacidade de inibição de LSD1. Assim, pesquisadores e empresas farmacológicas têm utilizado 

esse medicamento para o design de novos inibidores de LSD1, como mostrado por Hayward e Cole. 

(HAYWARD; COLE, 2016).  Há ainda outros inibidores de LSD1, como o CBB-1007, namoline e 

GSK 354, caracterizados por alterar os níveis globais de metilação das histonas (MOULD et al, 

2015). Os referidos inibidores de LSD1 foram testados em nosso laboratório para avaliação de seu 

efeito leishmanicida contra L. braziliensis, porém, não foram eficazes contra o parasito e 

apresentaram elevada toxicidade para os macrófagos, nosso modelo de célula hospedeira (DE 

SOUZA, 2016). Recentemente, Carneiro e colaboradores identificaram um novo inibidor seletivo 

de LSD1 de S. mansoni, o MC3935, e mostraram que essa inibição seletiva levou à total 

desregulação da transcrição e a alterações estruturais que impediram a viabilidade do parasito 

(CARNEIRO et al, 2020). 

 

1.5. O consórcio de pesquisa A-ParaDDisE: (Anti-Parasitic Drug Discovery in 

Epigenetics) 

 

O A-ParaDDIsE (http://a-paraddise.cebio.org/) foi um Projeto do tipo Consórcio 

Colaborativo Internacional financiado pela Comunidade Europeia, vigente entre 2014 e início 

de 2017, cujo objetivo foi o desenvolvimento de novos medicamentos contra doenças 

parasitárias negligenciadas como a esquistossomose, leishmanioses, doença de Chagas e 

malária. Esse projeto baseou-se em alvos epigenéticos, como as HMEs envolvidas nos 

processos de acetilação/deacetilação, metilação/demetilação. Essa estratégia foi oriunda de um 

projeto anterior, o SEtTReND FP7 (2010-2012), cujo objetivo foi a descoberta de novos 

medicamentos espécie-seletivos para Schistosoma. No SEtTReND, novos inibidores de HMEs 

contra HDAC 8 desse parasito foram identificados, além de ter sido possível criar uma 

biblioteca de compostos que pudessem ser testados contra outros parasitos humanos relevantes 

para saúde pública mundial, inclusive Leishmania. 

Para que o Projeto pudesse ser desenvolvido, foram criados grupos de trabalho (WP) com as 

Instituições participantes segundo a especialidade de cada um, como pode ser visto na Figura 8. 
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Figura 8 - Grupos de trabalho do Consórcio A-ParaDDisE. Estão representadas as Instituições 
participantes do Projeto e as atividades desenvolvidas por cada uma, bem como a interdependência entre elas. 
(http://a-paraddise.cebio.org/) 

 

A Universidade Federal de Viçosa (UFV), representada pela Professora Doutora Juliana 

Fietto participou de três desses WP (WP2, WP3 e WP9) e as atividades incluíram identificação, 

clonagem e validação das HDACs de L. braziliensis como alvos, testes fenotípicos in vitro e 

em modelo murino com inibidores de HMEs selecionados, incluindo os HDACi e inibidores de 

PRMTs e LSD1 fornecidos pelos grupos parceiros da área de química. 

No meu mestrado, intitulado: “Avaliação da ação leishmanicida de inibidores de Enzimas 

Modificadoras de histonas em L. braziliensis e na infecção de macrófagos” (DE SOUZA, 2016), 

e enquanto Pesquisadora Colaboradora do Laboratório de Bioquímica Celular e Bioprodutos 1 

pelo Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, testei 67 inibidores de HMEs enviados 

por pesquisadores parceiros, em especial os pesquisadores Wolfgang Sippl, da Martin Luther 

Universitt Halle, Alemanha, e Manfred Jung, da Albert Ludwigs Universitt Freiburg, França, 

em formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. braziliensis, bem como avaliei a 

toxicidade desses compostos em modelo de célula hospedeira. Quatorze desses inibidores, 

apresentados na tabela a seguir, apresentaram efeito leishmanicida significativo contra 

amastigotas intracelulares e baixa toxicidade para macrófagos, permitindo-nos a continuidade 

das pesquisas, cujos resultados estão presentes neste trabalho. 
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Melhores inibidores de HMES testados 

durante o mestrado 

 

Melhores inibidores de HMES testados como 

Pesquisadora Colaboradora 

 

BSF2, BSF2E, BSF2P, TH85 

 
BSF1B, BSF46B, BSF51B, BSF55B, TH58, 

TH60, TH71, TH72, TH74,TH76   
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2. OBJETIVOS  
 

2.1. Objetivo geral:  

 

Identificar inibidores de enzimas modificadoras de histonas com ação leishmanicida 

significativa contra L. braziliensis e investigar mecanismos moleculares do efeito leishmanicida 

de inibidores HDACs in vitro e em modelo de infecção em camundongo. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

 

 Determinar a citotoxicidade de inibidores de HDACs, PRMTs e LSD1 para 

linhagem de macrófago usada em testes de infecção in vitro; 

 Determinar o efeito leishmanicida de inibidores de HDACs, PRMTs e LSD1 

na infecção in vitro de macrófagos por L. braziliensis;  

 Determinar o CC50, EC50 e índice de seletividade (IS) dos melhores inibidores 

selecionados nos ensaios de infeção in vitro em macrófagos; 

 Avaliar os efeitos dos HDACi na viabilidade, no tipo de morte e no ciclo celular 

de L. braziliensis e de macrófagos; 

 Avaliar o efeito dos HDACi sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos 

infectados por L. braziliensis; 

 Avaliar o efeito dos HDACi sobre a atividade de HDACs de macrófagos não 

infectados e infectados com L. braziliensis; 

 Avaliar a toxicidade em doses repetidas dos HDACi para camundongos 

BALB/c para ajuste das doses de tratamento; 

 Avaliar o efeito dos HDACi na diminuição da lesão da pata de camundongos 

infectados com L. braziliensis; 

 Analisar o efeito in vivo dos HDACi sobre a produção de citocinas (TNF, INF-

γ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17); 

 Analisar o efeito in vivo dos HDACi sobre as dosagens séricas de enzimas 

hepáticas (aspartato aminotransferase – AST, alanina aminotransferase – ALT 

e fosfatase alcalina – FAL) e da enzima renal creatinina. 

 Analisar o efeito dos HDACi sobre o fígado, rins, coração e baço dos 

camundongos infectados com L. braziliensis. 
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Teste de toxicidade 
aguda (HDACi) 

Inibidores de HDACs (HDACi), 
PRMTs e LSD1 

Testes de toxicidade: 
MØ 

Avaliação de atividade 
leishmanicida (infecção) 

HDACi: Determinação CC50, EC50, ciclo celular, apoptose  
(Citometria de fluxo e Microscopia Eletrônica de 

Transmissão), atividade de HDAC, produção de óxido nítrico 
PRMTs: Determinação CC50 e EC50  

Ensaios fenotípicos 

in vitro 

Desenvolvimento de 
lesão (pata e orelha) por 
L. braziliensis (HDACi) 

Tratamento com 
HDACi 

Carga parasitária 
Dosagem de citocinas: 

Th1 e Th2 

Dosagens bioquímicas: 
creatinina, AST, ALT 

e FAL 

Modelo de infecção 
animal (BALB/c) 

Análises histológicas: 
fígado, rins, coração e 

baço 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1. Cepa M2904 de L. braziliensis 

 

As formas promastigotas de L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (tipo selvagem), 

gentilmente cedidas pelo professor Dr. Luís Carlos Crocco Afonso da Universidade Federal de 

Ouro Preto, e M2904-GFP (E BASTOS et al., 2017) foram cultivadas em garrafas de cultura 

de 10 mL, em meio Grace (Grace’s Insect Medium, Gibco, USA) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino inativado (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), L-glutamina (2 mM) (Serva 

Electrophoresis & Life Science Products, NY, USA) e penicilina (100 µg/mL) (USB 

Corporation, Cleveland, OH, USA), pH 6.5, filtrado em membrana de 0,22 µm, e incubadas em 

estufa B.O.D (Incubadora B.O.D 411D – Nova Ética) a 25 ºC  (E BASTOS et al, 2017). 

Para o congelamento dos parasitos, as formas promastigotas em fase logarítmica de 

crescimento (dia 5) em passagem até p3, foram centrifugadas a 1.200 x g, a 4 ºC, durante 10 

min e o pellet foi suspenso em Grace suplementado, procedendo-se à contagem celular em 

Câmara de Neubauer para obtenção de 1 x 106 Leishmania/mL. Feito isso, foram acrescentados 

em um tubo de fundo cônico de 15 mL o meio Grace suplementado com os parasitos já com o 

volume ajustado e o dimetilsulfóxido (DMSO; Neon Comercial, Vila Prudente, SP, Brasil) 

(6,5% v/v), transferindo-se 1 mL desse meio para criotubos. Após, os criotubos foram 

armazenados 1h em geladeira a 4 ºC, seguindo-se 24 h em freezer a -20 ºC, 24 h em freezer a -

80 ºC e então transferidos para o botijão de nitrogênio líquido para estoque, como descrito por 

(DE SOUZA, 2016).   

Para o descongelamento das amostras, os criotubos foram retirados do nitrogênio líquido 

e deixados à temperatura ambiente. Após o descongelamento, o conteúdo do criotubo foi 

transferido para uma garrafa de cultivo, onde adicionou-se aos poucos, 10 mL de meio Grace 

suplementado. As garrafas foram então incubadas em estufa B.O.D a 25 ºC até a recuperação 

das células. Após esse tempo, foram feitos repiques de 4 em 4 dias com o número inicial de 

1x105 células/mL para manutenção dos parasitos (DE SOUZA, 2016), até atingir a passagem 

p10. Ao chegar em p10, as amostras foram descartadas e procedeu-se ao descongelamento de 

outros criotubos, uma vez que em passagens acima de p10, a capacidade de infecção dos 

parasitos torna-se diminuída.  

 

4.2. Linhagem de macrófagos Raw.264.7 
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A linhagem de macrófagos Raw 264.7, proveniente da empresa ATCC®, foi mantida em 

garrafas de cultura de 50 mL, em meio RPMI (RPMI-1640, Sigma, MO, USA) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino inativado (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), L-glutamina 

(2 mM) (Serva Electrophoresis; Life Science Products, NY, USA), penicilina (100 µg/mL) 

(USB Corporation, Cleveland, OH, USA), pH 7.2, filtrado em membrana de 0,22 µm, e 

incubada em estufa de 5 % de CO2 (Forma Series II Water-Jacketed CO2 Incubators, Thermo 

Scientific) a 37 ºC (E BASTOS et al, 2017).   

Para o congelamento das células, estas, com mais de 90% de confluência na garrafa de 

cultivo, foram desaderidas com o auxílio de um espalhador celular e procedeu-se à contagem 

em Câmara de Neubauer para obtenção de 1 x 105 macrófagos/mL. Feito isso, foram 

acrescentados em um tubo de fundo cônico de 15 mL o meio RPMI suplementado com as 

células já com o volume ajustado e o DMSO (5% v/v), transferindo-se 1 mL desse meio para 

criotubos. Após, os criotubos foram armazenados 1 h em geladeira a 4 ºC, seguindo-se 24 h em 

freezer a -20 ºC, 24 h em freezer a -80 ºC e então transferidos para o botijão de nitrogênio 

líquido para estoque, como descrito por (DE SOUZA, 2016).    

Para o descongelamento das amostras, os criotubos foram retirados do nitrogênio líquido 

e colocados em estufa de 5% de CO2 a 37 ºC. Após o descongelamento, o conteúdo do criotubo 

foi transferido para uma garrafa de cultivo, onde adicionou-se aos poucos, 10 mL de meio RPMI 

suplementado. As garrafas foram então incubadas em estufa de 5% de CO2 a 37 ºC até a 

recuperação das células (DE SOUZA, 2016). Após esse tempo, foram feitos repiques de 2 em 

2 dias com o número inicial de 5x104 células/mL para manutenção dos macrófagos.  

 

4.3. Formas promastigotas metacíclicas de L. braziliensis  

 

Para obtenção das formas promastigotas metacíclicas de L. braziliensis, fez-se um repique 

inicial de 1x105 parasitos/mL em garrafa de cultivo e adicionou-se 10 mL de meio Grace 

suplementado (item 4.1). As amostras foram então armazenadas em estufa a 25 ºC durante 7 

dias (fase estacionária de crescimento determinada após curva de crescimento) (DE SOUZA, 

2016).  

 

4.4. Compostos inibidores de HDAC (HDACi), de PRMTs e LSD1 
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Os inibidores de HMEs estudados foram sintetizados no Instituto de Farmácia da 

Universidade Martin-Luther de Halle-Wittenberg, Halle (Saale), Alemanha, pelo Professor Dr. 

Wolfgang Sippl, parceiro do A-ParaDDisE.  

Soluções-estoque a 10 mM foram preparadas em 100% p/v DMSO para cada composto 

e armazenadas a -20 ºC. Para utilização nos experimentos in vitro foram preparadas para cada 

composto soluções de uso, em água destilada estéril, nas concentrações desejadas a partir das 

soluções-estoque a 10 mM, sendo o armazenamento feito a -20 ºC (DE SOUZA, 2016). Para 

utilização nos experimentos in vivo, os compostos liofilizados foram diluídos em DMSO (1% 

p/v) e posteriormente, em PBS estéril, para as concentrações desejadas, sendo preparados no 

dia anterior aos experimentos.  

  

4.5. Determinação da citotoxicidade dos inibidores de PRMTs e LSD1 em macrófagos 

 

Os testes para determinação da citotoxicidade em macrófagos Raw 264.7 foram feitos em 

placas de 96 poços. As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado (item 4.2) e 

foram montadas 3 placas iguais para avaliar a ação dos inibidores após 48 h, utilizando-se o 

método da resazurina. Os inibidores, o DMSO (concentração final de 0,1% v/v) (controle 

negativo) e anfotericina B (3,4 µM) (controle positivo) foram adicionados nas placas em 

quadruplicata. Seguiu-se o mesmo protocolo descrito por (DE SOUZA, 2016).  

A resazurina, também conhecida como Alamar Blue, é um sal de sódio e comumente 

utilizada em ensaios de cultivo celular como um indicador colorimétrico de proliferação e 

viabilidade. Em sua forma oxidada, a resazurina é um corante azul, e quando há presença de 

atividade metabólica celular, ela é reduzida a resorufina, que apresenta coloração rosa, podendo 

esse processo ser medido por leitura fluorimétrica ou colorimétrica (O’BRIEN et al, 2000).  A 

resazurina utilizada no presente trabalho (Sigma-Aldrich, MO, USA, Mw: 251.17 g/mol) foi 

preparada a 1mM em PBS, filtrada em membrana 0,22 µM e armazenada em frasco âmbar a 4 

ºC (DE SOUZA, 2016). 

 

4.6. Determinação do efeito leishmanicida de inibidores de PRMTs e LSD1 no ensaio de 
infecção de macrófagos por L. braziliensis  

 

Os testes de infecção in vitro foram realizados em placas de 96 poços. Inicialmente, 

foram montadas placas com os macrófagos Raw 264.7 e posteriormente foi feita a infecção 

dessas células com formas promastigotas enriquecidas em formas metacíclicas de L. 
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braziliensis (item 4.3), na proporção de 15:1 (Leishmania/macrófago). Feito isso, foram 

adicionados os inibidores e os controles, nas mesmas concentrações descritas no item 4.5 e 

avaliou-se a ação dos inibidores após 48 h pelo método da resazurina ou por quantificação de 

fluorescência em leitora de microplacas (Spectramax M5). Foi seguido o mesmo protocolo 

descrito por E BASTOS e colaboradores (E BASTOS et al, 2017).  

 

4.7. Determinação da concentração citotóxica (CC50) dos inibidores de HMEs em 
macrófagos  

 

Os testes para determinação do CC50 dos inibidores de HMEs em macrófagos Raw 264.7 

seguiram o mesmo protocolo descrito no item 4.5 e por (DE SOUZA, 2016). Entretanto, as 

concentrações dos inibidores testadas foram: 120 μM, 100 μM, 80 μM, 40 μM, 30 μM, 20 μM, 

10 μM, 5 μM, 2.5 μM e 1 μM, DMSO (0,8% v/v) (controle negativo) e  anfotericina B (3,4 μM) 

(controle positivo). 

Os cálculos para determinação do CC50 foram feitos no GraphPad Prisma Versão 5.03.  

 

4.8. Determinação da concentração efetiva (EC50) dos inibidores de HMEs no ensaio de 
infecção de macrófagos por L. braziliensis 
 

Os testes de infecção in vitro foram realizados seguindo o mesmo protocolo descrito no 

item 4.6 e por (E BASTOS et al, 2017). Entretanto, as concentrações dos inibidores testadas 

foram 80 μM, 40 μM, 30 μM, 20 μM, 10 μM, 5 μM, 2.5 μM and 1 μM, DMSO (0,8% v/v) 

(controle negativo) e anfotericina B (3,4 µM) (controle positivo). 

Os cálculos para determinação do EC50 foram feitos no GraphPad Prisma Versão 5.03. 

  

4.9. Determinação da concentração efetiva (EC50) dos HDACi em formas promastigotas 
de L. braziliensis  

 

Os ensaios para se determinar o EC50 dos compostos em promastigotas de L. braziliensis 

foram feitos em placas de 96 poços. Os parasitos foram cultivados segundo descrito no item 4.1 

e as placas foram montadas adicionando-se 4 x106 parasitos em um volume final de 200 

µL/poço. Posteriormente, foram adicionados nas placas 4 µL dos compostos para as 

concentrações finais de 80 μM, 40 μM, 30 μM, 20 μM, 10 μM, 5 μM, 2.5 μM and 1 μM, 4 µL 

de DMSO (0,8% v/v) (controle negativo) e 2,5 µL de anfotericina B (3,4 µM) (controle 

positivo); todos em quadruplicata. Um controle para avaliar o crescimento de Leishmania na 
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ausência dos compostos também foi feito, constando apenas de parasitos e meio Grace 

suplementado. As placas foram incubadas em estufa B.O.D a 25 ºC e avaliou-se a ação dos 

inibidores após 48 h pelo método da resazurina ou por quantificação de fluorescência em leitora 

de microplacas (Spectramax M5). Foi seguido o mesmo protocolo descrito por DE SOUZA, 

2016.  

Os cálculos para determinação do EC50 foram feitos no GraphPad Prisma Versão 5.03.  

 

4.10. Índice de seletividade 

 

O índice de seletividade (IS) foi calculado como a razão obtida entre os valores de CC50 / 

EC50.  

 

4.11. Ensaios por citometria de fluxo (CF): viabilidade, apoptose e ciclo celular 

 

L. braziliensis M2904 e M2904-GFP e macrófagos Raw 264.7 foram cultivados conforme 

descrito anteriormente nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente.  Os parasitos foram tratados por 48 

h com o EC50, 2x EC50 e 3x EC50, uma vez que as sensibilidades entre o método da resazurina 

in vitro e da CF são diferentes. O EC50 utilizado foi o determinado nos testes in vitro pelo 

método da resazurina (item 4.9). Os macrófagos foram tratados com o EC50 determinado para 

amastigotas intracelulares de L. braziliensis nos ensaios de infecção (item 4.8), uma vez que 

nessa concentração os efeitos dos HDACi podem ser observados tanto para a célula hospedeira 

quanto para o parasito ao mesmo tempo. Os ensaios de viabilidade e ciclo celular foram feitos 

com L. braziliensis M2904-GFP, enquanto L. braziliensis do tipo selvagem foi utilizada nos 

testes de apoptose para evitar interferência do GFP com o FITC conjugado com a anexina-V. 

Para os ensaios, seguiu-se o mesmo protocolo descrito por (SOUZA et al, 2020).  

 

4.12. Avaliação da produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos Raw 264.7 infectados 
com L. braziliensis 

 

O ensaio de infecção de macrófagos foi realizado conforme descrito em 4.6 e por (E 

BASTOS et al, 2017). As células foram tratadas com os HDACi TH57, TH60, TH71, TH74 e 

TH85 por 48 h nas concentrações do EC50, 2x EC50 e 3x EC50, mantendo-se o que foi 

estabelecido para os ensaios por citometria de fluxo. Foi seguido o mesmo protocolo descrito 

por (SOUZA et al, 2020).    
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4.13. Ensaio de atividade de HDAC  

 

O ensaio de atividade de HDAC foi realizado em placa de 96 poços e os macrófagos 

foram cultivados seguindo-se o protocolo descrito no item 4.5. Da mesma forma, o ensaio de 

infecção foi feito como descrito em 4.6. As células foram tratadas por 48 h com o TH74 e TH85 

nas concentrações do EC50, 1/2 EC50 e 1/4 EC50, todos em duplicata biológica. O ensaio de 

atividade de HDAC foi medido utilizando-se o Kit Fluorometric Activity Assay (Cayman 

Chemical, Michigan, USA - #600150) e as recomendações do fabricante foram seguidas. Este 

kit permite medir a atividade de diversas HDACs e também de complexos contendo HDAC1.  

  

4.14. Animais  

 

Foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas de 4 a 8 semanas provenientes do 

Biotério Central da Universidade Federal de Viçosa – UFV. Os animais foram acondicionados 

no biotério do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular DBB/UFV, situado na Vila 

Gianetti, casa 29 (Biofármacos) onde foram mantidos em condições controladas de 

luminosidade (ciclo 12 h claro/12 h escuro), de temperatura (21 ± 2 ºC) e de umidade relativa 

do ar (60-70%). Foram mantidos 6 animais em cada gaiola (rack ventilado) de policarbonato 

transparente, nas medidas aproximadas (L x A x P) em mm: 200 x 230 x 300, forradas com 

maravalha previamente autoclavada. A água filtrada utilizada foi proveniente do sistema de 

abastecimento da Universidade Federal de Viçosa e a ração oferecida foi do tipo comercial 

apropriada para ratos e camundongos. Os animais receberam água e comida ad libitum. As 

gaiolas foram higienizadas duas vezes por semana com hipoclorito de sódio (1% v/v) comercial. 

Após a limpeza e desinfecção das caixas, a maravalha foi reposta. Todos os animais foram 

submetidos a um período de adaptação de cinco dias antes do início dos experimentos. A 

experimentação animal foi aprovada pelo Comitê de Ética em Uso de Animais – CEUA/UFV 

sob o Processo número 52/2017 e respeitando os princípios éticos do Código de Ética 

Profissional do Médico Veterinário. 

 

4.15. Teste de toxicidade aguda  

 

Após o período de adaptação dos animais, estes foram aleatoriamente divididos em 5 

grupos contendo 5 animais cada e então foram administrados os HDACi e o DMSO para o teste 
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de toxicidade aguda. O Grupo 1 – controle, não recebeu nenhum tratamento; ao Grupo 2 foi 

administrado DMSO (1% v/v - mesma concentração usada para diluir os compostos; controle 

negativo); ao Grupo 3 foi administrado o HDACi TH74 na concentração de 20 mg/kg/dia; ao 

grupo 4 foi administrado o HDACi TH74 na concentração de 10 mg/kg/dia e ao grupo 5 foi 

administrado o HDACi TH74 na concentração de 5 mg/kg/dia. A administração dos HDACi e 

DMSO foi feita por via intravenosa na cauda por 2 semanas em dias alternados, usando agulha 

31 G (6 mm x 0,25 mm). As concentrações utilizadas e o tempo de administração dos HDACi 

foram escolhidos com base nas recomendações do Ministério da Saúde para o tratamento de 

leishmaniose cutânea (LC) por L. braziliensis e em trabalhos com a referida espécie em modelo 

de infecção animal (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; COELHO et al, 2016; 

INACIO et al., 2014; SANTOS et al., 2014).  

O HDACi TH74 foi utilizado no teste de toxicidade aguda como representante dos 

melhores HDACi da classe TH de compostos com efeito significativo contra amastigotas 

intracelulares de L. braziliensis in vitro. 

 

4.16. Desenvolvimento de lesão  

 

O desenvolvimento de lesão por L. braziliensis em modelo animal foi avaliado tanto por 

infecção na pata quanto na orelha. Após o período de adaptação, os animais (n=6) foram 

infectados subcutaneamente no coxim plantar da pata posterior esquerda com formas 

promastigotas (descrito no item 4.3) de L. braziliensis (1x107 parasitos em 40 µL de PBS) 

utilizando agulha 31 G (6 mm x 0,25 mm). Após sete dias de infecção, uma vez por semana, 

durante nove semanas, o tamanho da lesão foi medido por meio de um micrômetro (modelo 

1015 MA; LS, Starret Co, Itu, SP, Brasil). O tamanho da lesão foi determinado pela diferença 

de espessura entre a pata infectada (esquerda) e a pata contralateral não infectada.  

 Para avaliação do desenvolvimento da lesão na orelha, os animais (n=6) foram 

infectados por via intradérmica no pavilhão auricular central esquerdo com formas 

promastigotas (descrito no item 4.3) de L. braziliensis (1x105 parasitos em 10 µL de PBS) 

utilizando agulha 31 G (6 mm x 0,25 mm). Os camundongos foram acompanhados 

semanalmente, uma vez por semana, até o desenvolvimento da lesão. O tamanho da lesão, bem 

como a sua caracterização, foi determinado uma vez por semana, durante quatro semanas, 

utilizando-se um compasso de calibre digital Vernier (fabricante: Kahakiboy, Shenzhen, China) 

e também por meio de um método de pontuação (score) desenvolvido por Schuster e 
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colaboradores em 2014 para padronizar o monitoramento de lesões por Leishmania em modelo 

murino após infecção intradérmica na orelha.  

 

4.17. Tratamento com os HDACi  

 

O protocolo de tratamento com os HDACi e demais ensaios realizados foram conduzidos 

com os animais após infecção na pata. Na segunda semana após a infecção, os animais foram 

separados aleatoriamente em nove grupos de seis animais cada e, em seguida, o tratamento foi 

iniciado por via intravenosa na cauda por 3 semanas em dias alternados, usando agulha 31 G. 

Grupo 1 - controle, recebeu soro fisiológico (200 µL de NaCl 0,9% p/v); Grupo 2 - tratado com 

DMSO (1% v/v - mesma concentração usada para diluir os compostos; controle negativo); 

Grupo 3 - tratado com Glucantime® (antimoniato de meglumina; 20 mg/kg/dia; controle 

positivo); Grupo 4 - tratado com TH60 (5 mg/kg/ dia); Grupo 5 - tratado com TH60 (10 

mg/kg/dia); Grupo 6 - tratado com TH74 (5 mg/ kg/dia); Grupo 7 - tratado com TH74 (10 

mg/kg/dia); Grupo 8 - tratado com TH85 (5 mg/ kg/dia); Grupo 9 - tratado com TH85 (10 

mg/kg/dia). O Glucantime® utilizado no experimento foi gentilmente cedido pelo Instituto 

René Rachou - Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ MINAS), Belo Horizonte, Brasil. As doses 

administradas dos HDACi e dos controles foram estabelecidas após o teste de toxicidade aguda 

(item 4.12). 

 

4.18. Eutanásia  

 

Após seis semanas de infecção, os animais foram eutanasiados para a realização dos 

ensaios de quantificação da carga parasitária na pata, dosagens bioquímicas de enzimas 

hepáticas e renal, avaliação do perfil de citocinas por citometria de fluxo e análises 

histopatológicas. A eutanásia foi realizada pela técnica de deslocamento cervical em 

substituição à utilização de barbitúricos ou outros anestésicos gerais injetáveis recomendados 

pela resolução 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV), visto que o uso de 

anestésicos pode interferir na resposta imune dos animais (MARKOVIC; MURASKI, 1990; 

THOMPSON et al., 2002).  

 

4.19. Dosagem da carga parasitária 
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O número de parasitos na pata infectada dos animais foi estimado pelo ensaio de diluição 

limitante (AFONSO; SCOTT, 1993; DE ALMEIDA MARQUES-DA-SILVA et al., 2008). A 

pata esquerda infectada foi retirada dos animais em condições assépticas e mantida em tubo de 

fundo cônico contendo meio de Grace suplementado (item 4.1). Em seguida, a pata foi 

macerada com o auxílio de um triturador de tecido em vidro do tipo Potter-Elvehjem, individual 

para cada grupo de trabalho. A suspensão proveniente de cada amostra foi transferida para um 

tubo de fundo cônico de 15 mL e centrifugada a 42 x g/4 °C/1 min. O sobrenadante da 

centrifugação foi então transferido para outro tubo de fundo cônico de 15 mL e centrifugado a 

1540 x g/4 °C/10 min. O pellet resultante foi ressuspenso em 500 µL de meio de Grace 

suplementado e adicionado, em duplicata, nos primeiros poços de placas de 96 poços de fundo 

chato (assim, cada poço contendo 200 µL da suspensão). Nos demais poços da placa de 96, 

foram adicionados 160 µL de meio de Grace suplementado. Procedeu-se então à diluição 

limitante 1:5, transferindo-se 40 µL dos primeiros poços para os seguintes. As placas foram 

vedadas com parafilm e incubadas em estufa BOD a 25 ºC por pelo menos 15 dias, para 

avaliação da presença de Leishmania utilizando-se microscópio invertido. Os resultados foram 

expressos como -log da última diluição em que foram detectados parasitos.  

  

4.20. Dosagem de citocinas  

 

Para a dosagem de citocinas, os linfonodos drenantes das patas infectadas dos 

camundongos foram coletados em condições assépticas e colocados em tubos de fundo cônico 

de 15 mL contendo meio Grace base. As amostras foram então maceradas com o auxílio de um 

pistilo e o conteúdo foi transferido para outro tubo de fundo cônico de 15 mL, sendo completado 

o volume para 5 mL com Grace base. O material foi centrifugado a 170 x g/4 °C/10 min, o 

sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi ressuspenso em 10 mL de RPMI. Foi então 

realizada a contagem do número de células em PBS e azul de tripan, com diluição de 50x, 

ajustando-se o volume para 2,5 milhões de células por poço (2,5 x 106 células) em 500 µL. 

Após a contagem, as células foram plaqueadas em placas de 48 poços na ausência e na presença 

de 25 µg de estímulo: antígeno de L. braziliensis (LbAg - extrato puro de promastigotas em fase 

estacionária de crescimento), sendo incubadas por 72 h a 37 °C em estufa de 5% de CO2. Após 

esse tempo, o sobrenadante da cultura foi coletado e transferido para um microtubo de 

centrifugação de 2 mL, de onde as amostras foram coletadas e preparadas para as dosagens de 

citocinas no citômetro de fluxo. Para a dosagem de citocinas foi utilizado o kit comercial BDTM 
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CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Bioscicences, San Diego, CA) e foram seguidas 

as recomendações do fabricante. 

Os protocolos na experimentação animal foram adaptados de EMERICK, 2016.   

  

4.21. Dosagem de enzimas hepáticas e renal  

 

As dosagens bioquímicas foram feitas no plasma dos animais. Previamente à coleta do 

sangue, 200 µL de heparina sódica (2,5 U) (diluída em solução salina foram aplicados nos 

animais por via intravenosa na cauda utilizando agulha 31 G. Após 1 h, o sangue foi coletado 

pelo plexo retro-orbital em microtubo para centrifugação e então centrifugado a 2000 x g/10 

min/ 4 ºC. O plasma foi coletado com o auxílio de uma pipeta e transferido para outro microtubo 

de centrifugação e armazenado a -20 ºC até o momento das dosagens bioquímicas.  

Foram utilizados kits comerciais da empresa Bioclin (Quibasa-Bioclin®, Belo Horizonte, 

Brasil) para as dosagens do marcador renal creatinina (kit creatinina cinética) e marcadores 

hepáticos: transaminase pirúvica (kit transaminase ALT/TGP), transaminase oxalacética (kit 

transaminase AST/TGO) e fosfatase alcalina (kit fosfatase alcalina cinética), seguindo-se as 

recomendações do fabricante. Os kits foram gentilmente cedidos pela referida empresa através 

do Projeto Bioclin Educar, vertente Bioclin-Pesquisador.  

As análises bioquímicas foram feitas em colaboração com o Laboratório de Análises 

Clínicas do Departamento de Nutrição da UFV.  

 

4.22. Análises histológicas  

 

Fígado, rins, baço e coração foram coletados para realização das análises histopatológicas 

dos animais. Fragmentos de cada órgão foram fixados em solução Karnovsky (glutaraldeído 

2,5% v/v e paraformaldeído 4% v/v em tampão de fosfato de sódio 0,1 M, pH 7.2) por 24 h 

(KARNOVSKY, 1965). Após o período de fixação, os fragmentos foram desidratados em série 

crescente de etanol (70, 80, 90, 100% v/v), clarificados em xileno e emblocados em parafina. 

Secções semi-seriadas com espessura de 5 µm foram obtidas em micrótomo rotativo de cada 

fragmento. Em seguida, as lâminas contendo os cortes histológicos foram desparafinizadas com 

xileno, hidratadas em soluções decrescentes de etanol, coradas com hematoxilina-eosina (HE) 

e montadas com Entellan. Dez regiões de cada tecido foram avaliadas por animal, utilizando 

microscópio de luz em aumento de 400x. Alterações histopatológicas foram avaliadas de forma 
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semi-quantitativa e foram atribuídos quatro níveis de danos, sendo eles: (-) sem alterações 

histológicas e, portanto, manutenção da arquitetura tecidual normal do órgão; (+) discreta, que 

envolve a ocorrência de alteração em um dos campos histológicos analisados, em pelo menos 

um animal por grupo; (++) moderada, quando a patologia foi encontrada em dois ou mais 

campos histológicos analisados, em pelo menos um animal por grupo; e (+++) severa, quando 

a alteração histológica encontrada em mais de dois campo histológicos, em dois ou mais 

animais por grupo (adaptado de OLIVEIRA et al., 2017; PEREIRA et al., 2009). Os dados 

foram apresentados como a média por grupo. Para avaliar a presença de formas amastigotas de 

L. braziliensis no baço, fragmentos do órgão foram observados em aumento de 1000x 

utilizando-se óleo de imersão.  

As análises histológicas foram feitas em colaboração com a Professora Mariana Neves e 

com o doutorando Luiz Otávio Guimarães do Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular 

e Estrutural da UFV.  

 

4.23. Análises estatísticas  

 

As análises estatísticas foram realizadas no GraphPad Prisma versão 5.03. As diferenças 

estatisticamente significativas foram identificadas utilizando-se one-way ANOVA. Quando p 

< 0,05, os resultados foram considerados estatisticamente significantes e foram identificados 

por asterisco (*), a ou b. 
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 5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
 

Para fins de melhor entendimento dos resultados, estes foram separados em Resultados 

para HDACi, para os quais tem-se os resultados mais abrangentes (fenotípicos, mecanísticos in 

vitro e ensaio in vivo) e Resultados para os inibidores de PRMTs e LSD1, para os quais tem-se 

somente os ensaios fenotípicos in vitro.  

 

5.1. Resultados para os HDACi 
 

5.1.1. Histone deacetylases inhibitors as new potential drugs against Leishmania 

braziliensis, the main causative agent of new world Tegumentary leishmaniasis 
 

Para os inibidores de HDACs os estudos realizados geraram um artigo publicado em 

2020. Esse artigo incluiu a triagem dos compostos, a seleção dos mais efetivos e estudos dos 

mecanismos de ação in vitro. A seguir, o artigo é apresentado na sua íntegra. 
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5.1.2. Atividade de HDAC de macrófagos não infectados e infectados com L. braziliensis 
após o tratamento com os HDACi TH74 e TH85 

 

A atividade de HDAC em macrófagos não infectados após o tratamento com o TH85 nas 

concentrações de 1/4 EC50 (86% ± 3) e 1/2 EC50 (85% ± 6) diminuiu significativamente quando 

comparada ao controle não tratado (100% ± 6,8), conforme mostrado na Figura 9A. Os 

tratamentos com o TH85 na concentração do EC50 (93,5% ± 2,5) e com o TH74 nas três 

concentrações testadas (1/4 EC50 = 91% ± 2,7; 1/2 EC50 = 98% ± 6; EC50 = 95,6% ± 6,4)  

tenderam a diminuir a atividade de HDAC nessas células em relação ao controle não tratado 

(Figura 9A). No ensaio de infecção como mostrado na Figura 9B, houve um aumento 

significativo na atividade de HDAC após o tratamento com o TH74 na concentração de 1/2 

EC50 (115,4% ± 3,1) em relação ao controle não tratado (99,9% ± 9,3). Os tratamentos com 1/4 

EC50 e EC50 do TH74 (107% ± 1,2 e 110,2% ± 4, respectivamente) e do TH85 (100,5% ± 5,7 e 

102,7% ± 6,9, respectivamente) tenderam a aumentar a atividade enzimática em relação ao 

controle sem tratamento. No entanto, o tratamento com o TH85 na concentração de 1/2 EC50 

(95,4% ± 5,7) tendeu a diminuir a atividade de HDAC quando comparado ao controle não 

tratado (Figura 9B). É importante destacar que a atividade de HDAC em macrófagos não 

infectados e infectados no controle sem tratamento foi significativamente maior do que aquela 

observada para HDAC1 + TSA. A tricostatina A (TSA) é um potente inibidor de HDACs de 

classe I e II com propriedades contra bactérias, fungos e células cancerígenas (JOSÉ-ENÉRIZ; 

GIMENEZ-CAMINO; AGIRRE, 2019). Vale salientar que os efeitos inibitórios dos HDACi 

selecionados contra L. braziliensis sobre os macrófagos não infectados são bem pequenos 

quando comparados com o controle com tricostatina A, o que pode indicar sua seletividade 

maior para as enzimas do parasito em detrimento das enzimas do hospedeiro. 
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Figura 9 - Avaliação da atividade de HDAC de macrófagos não infectados e infectados com L. braziliensis 
após o tratamento com os HDACi TH74 e TH85. As células foram tratadas por 48 h com os HDACi nas 
concentrações de EC50, 1/2 EC50 e 1/4 EC50. A atividade enzimática foi determinada utilizando-se kit comercial 
(HDAC Fluorometric Activity Assay Kit - Cayman Chemical). O resultado é a média e o desvio padrão de duplicata 
biológica. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando-se o GraphPad Prisma versão 5.03. O 
asterisco indica diferença estatística com p < 0,05 em relação ao controle. A) Atividade de HDAC em macrófagos 
não infectados. B) Atividade de HDAC em macrófagos infectados com L. braziliensis. 

 

As HDACs desempenham um papel fundamental na regulação da expressão gênica 

eucariótica e a contribuição dessas enzimas para a viabilidade de L. braziliensis após o 

tratamento com os HDACi foi avaliada medindo-se a atividade de HDACs em macrófagos não 

infectados e infectados com o parasito. Observou-se que a atividade de HDAC aumentou 

significativamente em relação ao controle em macrófagos infectados após tratamento com 

TH74 na concentração de 1/2 EC50 e esse fato não foi observado em células não infectadas nas 

mesmas condições. Provavelmente nessa menor concentração do HDACi, o efeito 

leishmanicida deste foi baixo e o parasito foi capaz de modular o macrófago para garantir sua 

sobrevivência. De fato, estudos de Calegari-Silva e colaboradores mostraram que L. 

amazonensis é capaz de regular negativamente a expressão de iNOS via Histona Desacetilase 

1 (HDAC1) em macrófagos infectados, o que contribui para sua sobrevivência (CALEGARI-

SILVA et al., 2018). A atividade de HDAC tendeu a aumentar em macrófagos infectados após 

o tratamento com o TH74 e TH85 na concentração do EC50, o que não foi observado em células 

não infectadas. No entanto, é nessa concentração que o efeito leishmanicida é significativo, 

conforme demonstrado em nossos resultados anteriores (5.2.1). Assim, é possível que a 

inibição seletiva de alguma das HDACs (do hospedeiro ou do parasito) leve a um efeito 

compensatório estimulatório em outra isoforma, não havendo, portanto, diminuição da 

atividade enzimática. De fato, estudos de Cao e colaboradores mostraram que a inibição 

seletiva de HDAC1 ou HDAC2 de macrófagos está relacionada à expressão de genes pró-

inflamatórios (CAO et al., 2019), como aqueles para citocinas (MULLICAN et al., 2011), 
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visando a eliminação de Leishmania. Resultados anteriores (item 5.1s.1) mostraram que a 

concentração de óxido nítrico não se alterou nos macrófagos infectados após o tratamento com 

o TH74 e TH85 na concentração de EC50, o que reforça essa hipótese.  

 

5.1.3. Efeito dos inibidores de HDAC em modelo camundongo de infeção experimental 
por L. braziliensis 

 

5.1.3.1. Teste de toxicidade aguda com o HDACi TH74 em camundongos BALB/c 

 

Modelos animais têm sido utilizados há muitos anos para elucidar os mecanismos 

envolvidos na leishmaniose tegumentar humana, como os tipos de células envolvidas, 

polarização da resposta imune, cascatas de sinalização para eliminar o parasito e também na 

busca de novos medicamentos contra a doença (DE OLIVEIRA et al., 2004; LORÍA-

CERVERA; ANDRADE-NARVÁEZ, 2014). Os resultados mostrados anteriormente nos 

ensaios de infecção de macrófagos por L. braziliensis in vitro (item 5.1.1), mostraram que cinco 

HDACi tiveram efeito leishmanicida significativo contra amastigotas intracelulares do parasito. 

Então, como próxima etapa, foi avaliado o efeito de três desses inibidores (TH60, TH74 e 

TH85) em modelo de infecção animal por L. braziliensis. Para determinação das doses de 

tratamento frente à infecção, foi feito primeiramente, o teste de toxicidade aguda, o qual 

desempenha papel importante no desenvolvimento de novos medicamentos uma vez que avalia 

os efeitos indesejados que ocorrem logo após a administração, de uma única ou múltiplas doses, 

de uma substância teste em um período de 24 h (SAGANUWAN, 2017). O teste de toxicidade 

aguda é o procedimento inicial para a triagem de agentes farmacológicos para avaliação de 

toxicidade antes que outros testes sejam conduzidos, além de estimar os potenciais riscos diretos 

aos seres humanos (CHINEDU; AROME; AMEH, 2013; ERHIRHIE; IHEKWEREME; 

ILODIGWE, 2018). Assim, o teste foi feito com o HDACi TH74 nas concentrações de 20 

mg/kg/dia, 10 mg/kg/dia e 5 mg/kg/dia. As doses foram administradas em dias alternados por 

via intravenosa (IV) na cauda dos animais, durante duas semanas, totalizando seis doses para 

cada grupo de cinco animais. A dose de 20 mg/kg/dia foi letal para um animal do grupo logo 

na primeira aplicação, em apenas instantes após a administração do HDACi. Mais uma morte 

ocorreu min após a administração da terceira dose de 20 mg/kg/dia. Após a aplicação da quarta 

dose de 20 mg/kg/dia, mais dois animais do grupo morreram, também em poucos min. Os sinais 

de toxicidade observados nos animais desse grupo foram anestesia, ataxia, tremores e espasmos 

musculares. Assim, como mostrado na Figura 10, a dosagem de 20 mg/kg/dia foi muito tóxica 
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para os animais, sendo a taxa de sobrevivência destes, de apenas 20% em relação ao controle. 

Para os demais grupos, incluindo os controles, nenhuma morte foi observada ao final das seis 

doses.  

 

 

 

  

 

 

 

Figura 10 - Teste de toxicidade aguda para o HDACi TH74 em camundongos BALB/c.  O TH74 foi aplicado 
por via IV na cauda dos animais em dias alternados, durante duas semanas, nas concentrações de 20 mg/kg/dia, 10 
mg/kg/dia e 5 mg/kg/dia. Os resultados refletem a taxa de sobrevivência dos animais de cada grupo (n = 5) ao final 
da aplicação das seis doses. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando o GraphPad Prisma versão 
5.03. O asterisco indica diferença estatística com p < 0,05 em relação ao controle.  

 

O principal parâmetro que avalia a toxicidade aguda de um composto e que reflete a dose 

desse composto capaz de matar 50% da população de animais em estudo (CHINEDU; AROME; 

AMEH, 2013), é a dose letal mediana (DL50). Dessa forma, a partir dos resultados mostrados 

anteriormente, foi determinada a DL50 de 15,66 mg/kg para o HDACi TH74. Segundo a 

classificação de toxicidade de substâncias administradas por via parenteral proposta por 

Berezovskaya (BEREZOVSKAYA, 2003), uma DL50  por via IV maior do que 0,7 mg/kg e 

menor do que 40 mg/kg é classificada como altamente tóxica, pertencendo à classe 2 de 

toxicidade e risco. Uma DL50 entre 300 mg/kg e 700 mg/kg por via IV segundo a mesma 

classificação supracitada, é categorizada como de risco moderado. De fato, uma DL50 maior do 

que 500 mg/kg por via IV foi determinada em um estudo in vivo a respeito da toxicidade do 

RL-712, um antimonial pentavalente com maior tempo de meia vida do que o Glucantime® e 

com potencial leishmanicida para L. donovani (CASALS, 1972), refletindo a sua moderada 

toxicidade. Assim, se utilizarmos apenas esse parâmetro, o HDACi TH74 é muito tóxico em 

relação ao antimonial pentavalente do referido estudo. Entretanto, os efeitos tóxicos de uma 

substância-teste em modelo animal são também avaliados através de outros parâmetros, como 

por exemplo, dosagens de enzimas renais e hepáticas (testes bioquímicos) e possíveis alterações 

histológicas possivelmente a estas relacionadas (INACIO et al., 2014; NEVES et al., 2009).  
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 A elevada toxicidade observada para o HDACi TH74 na concentração de 20 mg/kg/dia 

pode ser explicada pelo fato de que na administração IV, não ocorre o efeito de primeira 

passagem, em que o fármaco primeiramente é absorvido pelo trato digestivo e direcionado pela 

veia porta até o fígado, onde é metabolizado, para então cair na circulação sistêmica. Dessa 

forma, sem o efeito de primeira passagem, o fármaco é introduzido diretamente na circulação 

sistêmica, o que, consequentemente, torna alta a sua biodisponibilidade e os efeitos tóxicos 

observados, praticamente imediatos (WANG et al., 2015b). Além disso, fatores críticos na 

administração IV, são a apresentação do fármaco (solução, suspensão, emulsão) e sua 

estabilidade até o momento da aplicação. Em relação à apresentação do fármaco na forma de 

solução por exemplo, caso haja precipitação, esse fato pode levar a uma embolia pulmonar 

(WONG et al., 2008). De fato, foram observados precipitados nos microtubos de centrifugação 

contendo o HDACi TH74 na concentração de 20 mg/kg, o que pode explicar também a alta 

letalidade encontrada nesse grupo, além de indicar uma baixa solubilidade do composto em 

tampão fosfato-salino.  

Assim, a partir do teste de toxidade aguda foi possível selecionar as doses de 10 mg/kg/dia 

e 5 mg/kg/dia para o tratamento da infecção em modelo animal por L. braziliensis.  

 

5.1.3.2. Cinética de lesão na orelha e na pata de camundongos BALB/c após infecção com 
L. braziliensis 

 
 

Camundongos BALB/c são susceptíveis à infecção causada por Leishmania (DE 

OLIVEIRA et al., 2004) e foram utilizados como modelo para avaliação da cinética de lesão 

causada por L. braziliensis, tanto na pata quanto na orelha, para posterior quimioterapia com os 

HDACi. Para avaliação do desenvolvimento da lesão na pata, foi feito inicialmente, um 

experimento piloto, em que os animais foram infectados com 1x107 parasitos em fase 

estacionária de crescimento. A lesão foi medida uma vez por semana, durante nove semanas 

após a infecção, e o resultado é mostrado na Figura 11.  
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Figura 11. Experimento piloto da cinética da lesão na pata de camundongos BALB/c infectados com L. 

braziliensis. Os animais (n = 6) foram infectados subcutaneamente no coxim plantar da pata posterior esquerda 
com 1x107 promastigotas em fase estacionária de crescimento e a lesão foi medida durante nove semanas 
utilizando-se um micrômetro. Os resultados refletem a média e o desvio padrão da diferença de espessura entre a 
pata infectada (esquerda) e a pata contralateral não infectada. 

 

 É possível observar na Figura 11 que a lesão aumenta progressivamente ao longo da 

segunda semana após a infecção, havendo um pico na quinta semana, e uma diminuição já na 

sexta semana. Essa lesão se estabiliza na sétima semana e oitava semanas após a infecção e 

apresenta remissão a partir da nona semana. A cinética de lesão encontrada nesse estudo segue 

o padrão observado tanto por Lima e colaboradores em trabalho para avaliar a resposta imune 

de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis (LIMA; DEKREY; TITUS, 1999) 

quanto por Pereira et. al. ao avaliar as características histopatológicas de camundongos 

infectados por diferentes cepas de L. braziliensis (PEREIRA et al., 2009b).       

 A auto-cura observada para a lesão se deve ao fato de que L. braziliensis causa apenas 

uma doença cutânea transiente em camundongos BALB/c (DE OLIVEIRA et al., 2004), em 

parte, devido à incapacidade do parasito em gerar uma produção forte e sustentada de IL-4 

nesses animais. Baixos níveis de IL-4 não neutralizam a ação do IFN – γ,  o qual promove a 

ativação de macrófagos infectados com Leishmania, a afim de que essas células eliminem o 

parasito (LIMA; DEKREY; TITUS, 1999). Macrófagos ativados produzem óxido nítrico (NO) 

e espécies reativas de oxigênio para erradicação de microrganismos intracelulares, sendo que o 

NO produzido, é um dos mais potentes agentes de macrófagos contra Leishmania (GOMES et 

al., 2016; LIEW; O’DONNEL, 1993). Dessa forma, sem IL-4 suficiente, o IFN – γ exerce seu 

efeito que culmina com a eliminação do parasito e posterior cura da lesão.  

 No que diz respeito à avaliação da cinética de lesão na orelha dos camundongos BALB/c, 

também foi feito um experimento piloto e os animais foram infectados no pavilhão auricular 
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central esquerdo com 1x105 promastigotas de L. braziliensis em fase estacionária de 

crescimento, sendo a progressão da lesão acompanhada uma vez por semana, durante oito 

semanas após a infecção. As imagens abaixo na Figura 12 são representativas de um animal do 

grupo e mostram a progressão da lesão na orelha nesses animais.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Experimento piloto da cinética da lesão na orelha de camundongos BALB/c infectados com L. 

braziliensis. Os animais (n = 6) foram infectados por via intradérmica no pavilhão auricular central esquerdo 
com 1x105 promastigotas em fase estacionária de crescimento e o tamanho e a caracterização da lesão foram 
determinados, durante oito semanas, utilizando-se um compasso de calibre digital e pelo método de pontuação 
desenvolvido por Schuster e colaboradores (Schuster et al, 2014).  Os resultados são mostrados em dias após a 
infecção. A) PP 15 dias; B) PA 28 dias; C) PP 28 dias; D) PP 35 dias; E) PA 35 dias; F) PP  49 dias; G) PA 49 
dias; H) PA 56 dias. PA = porção anterior; PP = porção posterior 

   

 É possível observar que na segunda semana após a infecção (A), a orelha infectada está 

mais avermelhada, com os capilares sanguíneos proeminentes (eritema), e já na quarta semana 

(B), ocorre o aparecimento de uma lesão com contorno de aspecto oval na extremidade desses 

capilares proeminentes (C), que estão com hiperemia acentuada (cabeça de seta), sendo visível 

à direita superior uma lesão circular menor (seta preta). Na quinta semana após a infecção (D), 

é possível observar que na porção posterior da orelha, a lesão está com um contorno oval mais 

acentuado (cabeça de seta) e houve expansão da lesão circular menor (seta preta) que se 

apresentou com um aspecto mais granuloso e formato irregular; na porção anterior (E), a lesão 

apresentou-se ulcerada e também com contornos irregulares. Sete semanas após a infecção (F 

e G), a lesão apresentou-se com sinais de epitelização (seta preta), havendo diminuição da área 

ulcerada (H) (contração da lesão) e maior epitelização após oito semanas da infecção.  

A cinética da lesão na orelha por L. braziliensis em modelo murino acima apresentada, 

está de acordo com os estudos de Khouri e colaboradores, em que foi avaliada a eficácia do 
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dietilditiocarbamato de sódio (DETC), um potente inibidor da superóxido dismutase (SOD), na 

diminuição da lesão por L. braziliensis na orelha de camundongos BALB/c (KHOURI et al., 

2010), e também concorda com o trabalho de Moura et.al., em que eles buscaram desenvolver 

um modelo de infecção experimental que mais se aproximasse do que acontece na leishmaniose 

cutânea por L. braziliensis, sendo avaliada a lesão também na orelha de camundongos BALB/c 

(MOURA et al., 2005). Nos dois trabalhos citados, ocorre o pico da lesão na orelha dos animais 

na quinta semana após a infecção, assim como mostrado na Figura 12E, em que a lesão está 

ulcerada. Além disso, Moura e colaboradores mostraram também que na nona semana após a 

infecção, a lesão na orelha dos animais havia regredido completamente (MOURA et al., 2005). 

Na Figura 12H, que corresponde à oitava semana após a infecção, a área ulcerada está menor e 

há maior epitelização, indicando possível cura posteriormente. Tanto a lesão ulcerada quanto a 

epitelização e a cura espontânea da lesão são observadas em pacientes com leishmaniose 

cutânea causada por L. braziliensis (BEDOYA-PACHECO et al., 2017).  

No que diz respeito à ulceração da lesão relacionada à presença de Leishmania in situ, a 

fase que precede a ulceração é a fase ativa do processo de auto-cura da lesão e é caracterizada 

por intensa multiplicação do parasito, aparecimento de reação inflamatória aguda (recrutamento 

de monócitos e macrófagos, infiltração de células T CD4+, CD8+, liberação de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias) e aparecimento da lesão. Entretanto, quando a lesão progride 

para ulceração (fase ulcerativa), o processo inflamatório já está estabelecido e a carga 

parasitária tende a diminuir, em decorrência desse processo inflamatório instalado e 

predominância de uma resposta imune do tipo Th1 (SCOTT; NOVAIS, 2016).  Dessa forma, a 

ulceração da lesão cutânea é em maior parte, consequência do forte processo inflamatório local 

e não devido ao aumento do número de parasitos in situ (ABDOLI; MASPI; GHAFFARIFAR, 

2017; BELKAID et al., 2000; CONCEIÇÃO-SILVA et al., 2018). A Figura 12A-C pode sugerir 

a fase ativa e portanto, a alta taxa proliferação de Leishmania na lesão, uma vez que mostra a 

progressão da hiperemia, e esta é característica de inflamação (BROWN, 2019), e precedeu a 

lesão ulcerada.  

 

5.1.3.3. Tratamento com os HDACi TH60, TH74 e TH85 da lesão na pata de camundongos 
infectados com L. braziliensis  

 

 Após a padronização da cinética de lesão por L. braziliensis na orelha e na pata de 

camundongos BALB/c, e com base no ensaio de toxicidade aguda (item 5.2.3.1), a próxima 

etapa experimental abrangeu o tratamento com os HDACi de animais infectados na pata pelo 
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referido parasito. Embora a infecção na orelha mimetize melhor a cinética da lesão que ocorre 

em pacientes com leishmaniose cutânea, a lesão na pata se desenvolveu mais rapidamente 

(detectável já na segunda semana após a infecção) e serviria ao proposto inicial de avaliar a 

eficácia do tratamento com os HDACi em modelo de infecção animal por L. braziliensis. 

Assim, os camundongos foram infectados com o parasito em fase estacionária de crescimento 

e tratados com os HDACi TH60, TH74 e TH85 nas concentrações de 5 mg/ kg e 10 mg/kg por 

via intravenosa na cauda, da segunda à quarta semana após a infecção. Esses três HDACi foram 

selecionados entre os cinco HDACi com maior eficácia contra amastigotas intracelulares in 

vitro, como mostrado anteriormente. Na Figura 13 é mostrado o efeito do tratamento com os 

HDACi na lesão da pata dos camundongos.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Tratamento com os HDACi TH60, TH74 e TH85 de lesão na pata de camundongos BALB/c 
infectados com L. braziliensis. Os animais (n = 6) foram tratados com os HDACi nas concentrações de 5 mg/kg 
e 10 mg/kg por via IV, por três semanas, em dias alternados. Glucantime® e DMSO foram usados como controles 
positivo e negativo, respectivamente, e o tratamento da infecção teve início na segunda semana após a infecção 
(seta alaranjada). Os resultados são a média e o desvio padrão da diferença de espessura entre a pata infectada 
(esquerda) e a pata contralateral não infectada após o tratamento. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA 
utilizando-se o GraphPad Prisma versão 5.03. O asterisco indica diferença estatística com p < 0,05 em relação ao 
controle, a significa p < 0,05 em relação ao Glucantime® e b significa p < 0,05 em relação ao controle, DMSO e 
Glucantime®. A) tamanho da lesão no controle (recebeu somente PBS). B) tamanho da lesão após o tratamento 
com TH60. C) tamanho da lesão após o tratamento com TH74. D) tamanho da lesão após o tratamento com TH85. 
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  As lesões apresentaram aspecto nodular sem ulceração e seu tamanho foi determinado 

pela diferença de espessura entre a pata infectada (esquerda) e pata contralateral não infectada 

(controle). Na Figura 13A, é mostrada a cinética da lesão no controle, em que não houve 

tratamento. É possível observar que na quinta semana após a infecção (e última do 

experimento), o tamanho da lesão diminuiu, inferindo um processo de auto-cura característico 

da linhagem BALB/c quando infectada por L. braziliensis (SCOTT; NOVAIS, 2016). 

Conforme mostrado na Figura 13B e 13C para o TH60 e TH74, respectivamente, na quarta 

semana após a infecção e última de tratamento, o tamanho da lesão tratada com 5 mg/kg foi 

menor do que para o Glucantime®, controle positivo, e para o DMSO, controle negativo, 

enquanto após o tratamento com 10 mg/kg/dia para esses mesmos HDACi, houve um aumento 

da lesão em relação aos controles. Para o TH85 (13D) no mesmo período (quarta semana após 

a infecção), o tamanho da lesão foi o mesmo em relação ao Glucantime® e DMSO após o 

tratamento com 10 mg/kg, enquanto para a concentração de 5 mg/kg, a lesão não diminuiu, 

sendo esta maior do que a dos controles. Interessante destacar que na sexta semana, quando não 

houve tratamento e os animais foram eutanasiados, o tamanho da lesão após o tratamento com 

o TH60 (13B) na concentração de 5 mg/kg, foi menor do que na semana anterior e se igualou 

ao do Glucantime®.  Esses resultados diversos podem estar relacionados à carga parasitária e 

ao controle da resposta imune nos animais, portanto, para melhor entender o que poderia ter 

ocorrido durante o tratamento, foram realizadas análises de carga parasitária e produção de 

citocinas Th1 e Th2. 

 

5.1.3.4. Carga parasitária na pata de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis 

 
 A quantificação da carga parasitária na pata infectada dos camundongos pode refletir o 

efeito leishmanicida dos HDACi, corroborando com os achados de diminuição da lesão, como 

mostrado anteriormente. Assim, os animais foram eutanasiados na quinta semana após a 

infecção e procedeu-se à dosagem da carga parasitária, que foi feita por diluição limitante e o 

crescimento de Leishmania foi acompanhado por pelo menos 15 dias, sendo o resultado 

mostrado na Figura 14. 

 

 

 



83 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Quantificação da carga parasitária na pata de camundongos BALB/c tratados com os HDACi 
TH60, TH74 e TH85. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda à quarta semana após a infecção e então 
eutanasiados na quinta semana para quantificação da carga parasitária na pata infectada, utilizando-se a técnica de 
diluição limitante. Glucantime® e DMSO foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente. Os 
resultados são a média e o desvio padrão do –log do título de parasitos na pata dos animais. A ausência de barras 
indica que não foram detectados parasitos na pata infectada. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA 
utilizando-se o GraphPad Prisma versão 5.03. O asterisco indica diferença estatística com p < 0,05 em relação ao 
controle.  

 
 É possível observar que houve crescimento de Leishmania nos grupos controle (sem 

tratamento) e que receberam DMSO, e também nos grupos de animais tratados com o TH60 na 

concentração de 10 mg/kg e TH74 e TH85 na concentração de 5mg/kg.  Estudos têm mostrado 

que o DMSO apresenta efeito imunomodulatório (HUANG et al., 2020), e que em baixas 

concentrações (1%), esse solvente é capaz de aumentar a resposta inflamatória (GOTO; 

YAMAMOTO-YAMAGUCHI; HONMAL, 1996). Entretanto, mesmo que este fato tenha 

ocorrido, não foi observado no presente trabalho um efeito direto na carga parasitária, mesmo 

os animais tendo recebido a mesma concentração de DMSO presente na diluição dos compostos 

(1%). A presença de parasitos na pata dos animais após o tratamento com o TH60 na 

concentração de 10 mg/kg e com o TH85 na concentração de 5 mg/kg, corrobora com o tamanho 

da lesão na quarta semana após a infecção e última do tratamento, e pode ser explicada pela 

possibilidade de os HDACi terem efeito anti-inflamatório e serem capazes de modular a 

resposta imune para Th2 (BODE et al., 2007). Em contrapartida, a correspondência entre menor 

tamanho de lesão e baixa carga parasitária não se confirmou após o tratamento com o TH74 na 

concentração de 5 mg/kg, já que a lesão foi a menor quando comparada ao tratamento com o 

mesmo HDACi na concentração de 10 mg/kg e controles na quarta semana após a infecção 

(13C), e a carga parasitária foi a maior entre todos os grupos em que houve crescimento de 

Leishmania, como mostrado na Figura 14. É possível que o TH74 tenha, desde o início da 

infecção, exacerbado a resposta imune Th2 dos animais, que é intrínseca da linhagem de 

camundongos BALB/c (GORHAM et al., 1996; REINER; LOCKSLEY, 1995), impedindo uma 
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resposta Th1 e favorecendo a proliferação de Leishmania na pata dos animais. Nos demais 

tratamentos, TH60 (5mg/kg), TH74 (10 mg/kg) e TH85 (10 mg/kg), e controle positivo, não foi 

observada a presença do parasito. Assim, para o TH60 (5 mg/kg), a ausência de parasitos 

corrobora com o menor tamanho da lesão (13B), enquanto para os outros dois HDACi, a 

ausência de parasitos e presença de lesão (13C e 13D, respectivamente) possa indicar o efeito 

pró-inflamatório do TH74 e TH85 nessas concentrações.  

 

5.1.3.5. Avaliação da produção de citocinas em cultura de células de linfonodo de 
drenagem da pata de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis e tratados com 
os HDACi TH60, TH74 e TH85  
 

 As citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias são elementos chave na geração de 

resposta imune e apresentam diferentes papéis na resistência ou susceptibilidade à infecção por 

Leishmania (BARRAL-NETO et al., 1998; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016), como 

discutido no item 1.2. Assim, com o objetivo de avaliar o perfil dessas citocinas, bem como 

qual o tipo de resposta imune, Th1 ou Th2, que foi desencadeada após o tratamento com os 

HDACi, o sobrenadante da cultura de células de linfonodo de drenagem da pata dos 

camundongos foi coletado após 72 h de estímulo com extrato puro de promastigotas de L. 

braziliensis e analisado por citometria de fluxo para as citocinas TNF, INF-γ, IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10 e IL-17. Na Figura 15 é mostrado o perfil das citocinas pró-inflamatórias TNF, INF-γ, 

IL-2 e IL-17 produzidas segundo essas condições. 
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Figura 15 - Produção das citocinas pró-inflamatórias INF-γ, TNF, IL-2 e IL-17 por células do linfonodo de 
drenagem da pata infectada de camundongos BALB/c após o tratamento com os HDACi TH60, TH74 e 
TH85. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda à quarta semana após a infecção e então eutanasiados para 
avaliação do perfil de citocinas frente ao tratamento. O sobrenadante da cultura de células do linfonodo de 
drenagem da pata infectada foi coletado após 72 h de estímulo com extrato puro de promastigotas de L. braziliensis, 
e a produção de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. Glucantime® e DMSO foram usados como controles 
positivo e negativo, respectivamente. Os resultados são a média e o desvio padrão da cultura de células de dois 
poços, sendo cada poço (n = 3). Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando-se o GraphPad Prisma 
versão 5.03. O asterisco indica diferença estatística com p < 0,05 em relação controle; a indica p < 0,05 em relação 
Glucantime®. A) Produção de INF-γ. B) Produção de TNF. C) Produção de IL-2. D) Produção de IL-17.  

 

 É possível observar que os níveis tanto de INF-γ (15A) quanto os de TNF (15B) 

diminuíram com o estímulo de antígeno de L. braziliensis (LbAg) para praticamente todos os 

tratamentos com os HDACi em relação ao controle, e para o TH60 (5 mg/kg) e TH74 (10 

mg/kg) praticamente não houve a produção dessas citocinas, sendo, controle (INF-γ = 580,08 

pg/mL ± 785,46 ; TNF = 346,02 ± 478,57); TH60 (5mg/kg): INF-γ = 40,16 pg/mL ± 18,00 ; 

TNF = 30,68 pg/mL ± 19,95; TH74 (10mg/kg): INF-γ = 34,88 pg/mL ± 13,20; TNF = 17,80 

pg/mL ± 14,32. Os baixos níveis dessas citocinas pró-inflamatórias corroboram com a não 
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detecção de parasitos nas lesões dos camundongos após o tratamento com os referidos HDACi 

(Figura 14). Além disso, a ausência de parasitos na pata relaciona-se com a diminuição da lesão 

nos camundongos tratados com o TH60 (5 mg/kg), que na quarta semana após a infecção, 

apresentou-se menor do que a do controle, DMSO e Glucantime® e na quinta semana após a 

infecção, foi menor do que a lesão do controle e igual à do Glucantime® (Figura 13B), o que 

nos permite inferir um bom efeito leishmanicida do TH60 (5 mg/kg), equiparando-se ao 

Glucantime®.  Para o TH74 (10 mg/kg), entretanto, apesar da não detecção de parasitos na pata, 

a lesão não diminuiu na quinta semana após a infecção (Figura 13C), podendo esse fato estar 

relacionado a um processo inflamatório para erradicação da infecção, como mencionado no 

item 5.2.3.3. Em relação ao TH60 (10 mg/kg), TH74 (5 mg/kg) e TH85 (5 mg/kg) houve maior 

produção de INF-γ e TNF quando comparados ao Glucantime®, sendo, Glucantime®: INF-γ = 

71,40 pg/mL ± 14,87; TNF = 64,99 pg/mL ± 12,29; TH60 (10mg/kg): INF-γ = 223,49 pg/mL 

± 245,16; TNF = 195,65 pg/mL ± 184,40; TH74 (5 mg/kg): INF-γ = 268,76 pg/mL ± 333,86; 

TNF = 425,38 pg/mL ± 556,04; TH85 (5 mg/kg): INF-γ = 188,51 pg/mL ± 193,26; TNF = 

149,84 pg/mL ± 158,29. Para esses HDACi, a maior produção INF-γ e TNF está de acordo com 

a presença de parasitos nas lesões dos camundongos (Figura 14) e também com o aumento da 

lesão na pata dos animais na quinta semana após a infecção em relação ao controle para o TH60 

(10 mg/kg) (Figura 13B), em relação ao Glucantime® para o TH74 (5 mg/kg) (Figura 13C) e 

em relação ao controle e Glucantime® para o TH85 (5 mg/kg) (Figura 13D). Para o 

Glucantime®, os níveis mais baixos de INF-γ e TNF relacionam-se com a ausência de parasitos 

nas lesões e diminuição da lesão na quinta semana após a infecção (Figura 13). Em relação à 

produção de IL-2 e IL-17, os níveis foram praticamente os mesmos entre tratamentos e 

controles (Figura 15C e 15D, respectivamente), à exceção do TH74 (5 mg/kg), cuja produção 

foi estatisticamente maior do que a do controle para as duas citocinas.  

 As dosagens de citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-6 e IL-10) também foram realizadas 

após o tratamento com os HDACi e os resultados são mostrados na Figura 16.  
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Figura 16 - Produção das citocinas anti-inflamatórias IL-4, IL-6 e IL-10 por células do linfonodo de 
drenagem da pata infectada de camundongos BALB/c após o tratamento com os HDACi TH60, TH74 e 
TH85. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda à quarta semana após a infecção e então eutanasiados para 
avaliação do perfil de citocinas frente ao tratamento. O sobrenadante da cultura de células do linfonodo de 
drenagem da pata infectada foi coletado após 72 h de estímulo com extrato puro de promastigotas de L. braziliensis, 
e a produção de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. Glucantime® e DMSO foram usados como controles 
positivo e negativo, respectivamente. Os resultados são a média e o desvio padrão da cultura de células de dois 
poços, sendo cada poço (n = 3). Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando-se o GraphPad Prisma 
versão 5.03. O asterisco indica diferença estatística com p < 0,05 em relação controle. A) Produção de IL-4. B) 
Produção de IL-6. C) Produção de IL-10.  
 

 É possível observar que no tempo analisado (72 h), praticamente não houve a produção 

nem de IL-4 (16A) e nem de IL-6 (16B) após estímulo antigênico, corroborando com os achados 

anteriores (Figura 15) de predominância de resposta do tipo Th1 nos camundongos BALB/c, à 

exceção de IL-4 para o TH60 (10 mg/kg): 7,01 pg/mL ± 40,81 e de IL-6 para o TH74 (5 mg/kg): 

12,67 ± 0,71, TH85 (5 mg/kg): 24,50 pg/mL ± 39,65) e TH85 (10 mg/kg): 181,58 ± 264,26 
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pg/mL. A produção de IL-4 após o tratamento com o TH60 (10 mg/kg) e de IL-6 após o 

tratamento com TH85 (5 mg/kg), correlaciona-se diretamente com a presença de parasitos na 

lesão, como mostrado na Figura 14. O tratamento com o TH85 na concentração de 10 mg/kg 

levou à maior produção de IL-6 entre os grupos experimentais, entretanto, não foram detectados 

parasitos nas lesões dos animais. Em relação à IL-10, a produção após o estímulo antigênico 

praticamente não se alterou entre controles e tratamentos, à exceção do TH74 (5 mg/kg), em 

que houve aumento em relação aos controles, mas sem significância estatística (16C). A 

atividade anti-inflamatória da IL-10 resulta da sua capacidade de inibição da função de 

macrófagos e DC, dessa forma, interferindo na produção de INF-γ e TNF e regulando a resposta 

imune (O’GARRA; VIEIRA, 2007). Assim, é que o aumento seja em resposta à produção INF-

γ e TNF pelo TH74 (5 mg/kg) (15A e 15B). 

 Para o DMSO, a produção das citocinas pró-inflamatórias praticamente não se alterou 

após estímulo antigênico (Figura 15), foram detectados parasitos nas lesões dos animais (Figura 

14) e estas não diminuíram em relação ao controle nem na quarta ou quinta semana após a 

infecção (Figura 13). Além disso, para as citocinas anti-inflamatórias (Figura 16), estas não 

foram produzidas após estímulo antigênico, o que descarta um papel imunomodulatório para o 

DMSO e reforça a ação dos HDACi. 

 Na infecção de camundongos BALB/c por L. braziliensis, uma resposta imune 

predominante do tipo Th1 favorece a eliminação do parasito e consequente cura da lesão 

(TITUS, 1999), enquanto uma resposta predominante do tipo Th2, não é comum de ser 

detectada na interação L. braziliensis-BALB/c. Na verdade, camundongos BALB/c infectados 

por L.braziliensis produzem pouca quantidade de IL-4, o que favorece uma resposta Th1 

(LIMA; DEKREY; TITUS, 1999), e os resultados acima descritos corroboram com essa 

afirmação. É importante ressaltar que a dinâmica da resposta imune difere entre as diferentes 

linhagens de camundongos e é dependente da espécie de Leishmania causadora da infecção 

nesses animais. Alguns aspectos dessa complexidade parasito-hospedeiro podem ser 

encontrados em (SCOTT; NOVAIS, 2016).  

 Diversos estudos têm mostrado os HDACi como moduladores da resposta imune, 

podendo estes agirem tanto inibindo quanto estimulando a expressão de diversos genes de 

defesa do hospedeiro, como de receptores de membrana, de citocinas e de fatores de 

crescimento (LEONI et al., 2002; ROGER et al., 2016). Essas alterações causadas pelos HDACi 

impactam diretamente na secreção de mediadores inflamatórios, em especial, de NO pelos 

macrófagos, o qual é um elemento chave para matar Leishmania e é produzido pela ação de 
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INF-γ e TNF sobre essas células como discutido no item 1.2 (ROGER et al, 2016). De fato, 

Cao e colaboradores visando avaliar como a inibição seletiva de HDACs de classe I interfere 

na expressão de genes inflamatórios em macrófagos, mostraram que o entinostat, um HDACi 

utilizado em ensaios clínicos contra diversos tipos de câncer, foi capaz de aumentar a expressão 

dos genes de TNF, IL-6 e iNOS (CAO et al., 2019). Outros estudos têm mostrado que os HDACi 

podem induzir o aumento da expressão de MHC de classe II (MAGNER et al., 2000), o que 

seria benéfico para potencializar a ação das DC, como mencionado anteriormente (item 1.2), 

corroborando para o efeito pró-inflamatório desses inibidores. Assim, é possível inferir que os 

efeitos observados para o TH60 (5mg/kg) sejam devidos à potencialização da resposta imune 

Th1 dos animais por esse inibidor, com maior ativação de macrófagos e controle da infecção 

da terceira para a quarta semana após a infecção, já que na quarta semana a lesão diminuiu de 

forma significativa, como descrito acima, conferindo a esse HDACi ação pró-inflamatória. Para 

o TH60 (10 mg/kg), TH74 (5 mg/kg) e TH85 (5 mg/kg) também é possível inferir a estes um 

efeito pró-inflamatório, uma vez que houve maior produção INF-γ e TNF e praticamente não 

houve a produção de citocinas anti-inflamatórias após o tratamento com esses HDACi. Além 

disso, para o TH74 (5mg/kg), foram produzidas também maiores quantidades de IL-2 e IL-17. 

A IL-2 estimula a produção de INF-γ por macrófagos e a IL-17, que é produzida principalmente 

por células Th17 (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016), e que desempenha papel 

importante no recrutamento de neutrófilos durante a infecção por Leishmania, pode ter papel 

tanto protetor quanto cooperativo para a progressão da doença por esse parasito, sendo ambos 

dependentes da espécie de Leishmania e do tecido acometido, pele, fígado e/ou baço 

(GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). No presente trabalho a partir dos 

resultados encontrados, não fica claro o papel dessa citocina, mas, levando-se em conta aquele 

encontrado para o TH74 (5 mg/kg), é possível que a IL-17 não tenha um efeito benéfico no 

controle da infecção por L. braziliensis em camundongos BALB/c, já que foram detectados 

parasitos na lesão após o tratamento com o referido HDACi.   

 Alguns mecanismos pelos quais HDACi exercem seu efeito pró-inflamatório abrangem 

os TLRs. A ativação de TLRs por diversos PAMPs inicia uma rápida mudança na expressão 

gênica, e uma das vias de sinalização que podem ser ativadas para essa finalidade é a de fator 

nuclear kappa B (NF-kB) (BODE et al., 2007). NF-kB são fatores de transcrição homo ou 

heterodiméricos, formados por diferentes proteínas da família Rel, sendo o complexo 

heterodimérico RelA/p50 o mais bem caracterizado. Esse complexo se liga à região promotora 

de genes alvo, como de citocinas pró-inflamatórias, levando a um aumento na sua expressão 
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(GHIZZONI et al., 2011; GLEZER et al., 2000). A acetilação e deacetilação das subunidades 

de NF-kB são processos importantes na regulação da ativação desse fator de transcrição 

(MOHAMMADI et al., 2018). Por exemplo, a acetilação de resíduos específicos de lisina do 

complexo RelA/p50 por HATs, favorece a ligação deste ao DNA e diminui ao mesmo tempo, 

a interação do complexo com um próprio inibidor, o IĸBα, permitindo a ativação de genes 

específicos, como os que codificam para citocinas. A acetilação por HATs ocorre uma vez que 

HDACs-chave levam à deacetilação de lisinas no complexo RelA/p50 estão inibidas por 

HDACi (CHEN; MU; GREENE, 2002; DAI et al., 2005).  A deacetilação por HDACs diminui 

a interação do complexo RelA/p50 ao DNA e favorece a interação do complexo com seu 

inibidor IĸBα, inibindo a transcrição de genes, como daqueles para citocinas.    

 

5.1.3.6. Determinação dos níveis plasmáticos das enzimas creatinina, AST, ALT e FAL de 
camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis e tratados com os HDACi TH60, 
TH74 e TH85  
 

 A determinação de parâmetros bioquímicos no sangue de animais experimentais é 

essencial, uma vez que através desses parâmetros, pode-se avaliar possíveis alterações 

metabólicas e também no funcionamento de tecidos e órgãos frente a um modelo de infecção, 

quimioterapia ou ambos (ALMEIDA et al., 2008). Assim, foram avaliados os níveis 

plasmáticos de creatinina, transaminase pirúvica (transaminase ALT/TGP), transaminase 

oxalacética (transaminase AST/TGO) e fosfatase alcalina (FAL) dos camundongos BALB/c. 

Para algumas amostras dentro de um mesmo grupo, houve a necessidade de se fazer um pool 

(misturar duas ou mais amostras), uma vez que a quantidade de sangue coletado por animal, 

aproximadamente 0,5 mL, não seria suficiente para a realização de todas as análises, já que 

cerca de 20% desse valor é utilizado na determinação de cada parâmetro bioquímico 

(BIOCLIN, 2018, 2019, 2020a, 2020b). De fato, o volume de amostra sanguínea para testes 

com roedores geralmente é insuficiente (JOHNS et al, 2018). Camundongos BALB/c fêmea em 

idade adulta (8 semanas), pesam em média 20 gramas, e seu volume de sangue circulante varia 

de 1,10 – 1,40 mL (NEVES et al., 2013), porém, fatores como alimentação, alterações 

climáticas e ambientais, variabilidade individual (BARBOSA et al., 2017) e até mesmo, o 

estresse experimental, podem interferir nesses valores. Na Figura 17 são mostrados os níveis 

de creatinina determinados para os grupos experimentais.  
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Figura 17 - Dosagem de creatinina plasmática de camundongos BALB/c após o tratamento com os HDACi 
TH60, TH74 e TH85. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda à quarta semana após a infecção e previamente 
à eutanásia foi coletado o sangue pelo plexo retroorbital para a dosagem de creatinina utilizando-se kit comercial 
(Bioclin - Quibasa-Bioclin®). Glucantime® e DMSO foram usados como controles positivo e negativo, 
respectivamente. Os resultados são a média e o desvio padrão da dosagem de creatinina em cada grupo. Os dados 
foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando-se o GraphPad Prisma versão 5.03. O asterisco indica diferença 
estatística com p < 0,05 em relação ao controle e a significa p < 0,05 em relação ao Glucantime®. 

 

 É possível observar que os níveis plasmáticos de creatinina foram menores para todos os 

tratamentos com os HDACi quando comparados ao Glucantime®. Além disso, é interessante 

destacar que os níveis de creatinina foram os mesmos para o controle (0,52 mg/dL, ± 0,03) e 

para o TH60 (5 mg/kg) (0,52 mg/dL, ± 0,05) e que o tratamento com o TH74 (5 mg/kg) (0,69 

mg/dL ± 0,21) foi o que mais elevou o nível desse parâmetro bioquímico em relação a todos os 

demais tratamentos. Se compararmos os níveis de creatinina do controle com os do 

Glucantime®, nota-se que para este último, os níveis praticamente dobraram em relação ao 

primeiro, sendo eles (0,52 mg/dL ± 0,03) e (0,99 mg/dL ± 0,30) respectivamente.  

 A creatinina sérica é o principal biomarcador da função renal e é o produto irreversível 

final do metabolismo da creatina e fosfocreatina, em especial no músculo esquelético, em que 

a concentração desses substratos energéticos é maior em relação ao restante do organismo 

devido à alta demanda intrínseca tecidual. Assim, sendo produzida em taxa constante, a 

creatinina precisa ser eliminada do organismo a fim de se evitar toxicidade para o mesmo, sendo 

essa eliminação feita pelos rins em indivíduos saudáveis (BROSNAN; BROSNAN, 2010; 

KASHANI; ROSNER; OSTERMANN, 2019; WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000). Os 

níveis séricos normais de creatinina em humanos são de 0,6 a 1,3 mg/dL (ABENSUR, 2011) e 
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em camundongos BALB/c fêmea, esse valor é de 0,44 mg/dL ± 0,11 (BARBOSA et al., 2017). 

Dessa forma, a maioria dos valores de creatinina obtidos no presente trabalho (entre 0,55 - 0,69 

mg/dL)  estão de acordo com os valores de referência em animal experimental e também 

concordam com achados para pacientes tratados com antimoniais pentavalentes (0,57 mg/dL ± 

0,20)  (AN et al., 2019), indicando que não houve alteração na função renal após o tratamento 

com os HDACi. Em relação ao Glucantime®, o valor de creatinina obtido (0,99 mg/dL ± 0,30) 

foi maior do que o de referência para camundongos BALB/c. Os achados nos permitem inferir 

uma menor toxidade dos HDACi para os rins quando comparados ao de um medicamento já 

em uso no tratamento das leishmanioses. Alterações nos níveis de creatinina são um efeito 

adverso encontrado no tratamento com Glucantime® em pacientes com leishmaniose (BRASIL; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017) e a nefrotoxicidade é rara (AN et al., 2019; RODRIGUES 

et al., 1999).  

 Alterações na função hepática, sejam elas em decorrência de alguma patologia ou até 

mesmo pelo uso de medicamentos, podem ser avaliadas através da dosagem sanguínea de 

alguns principais marcadores como a transaminase oxalacética (AST/TGO), a transaminase 

pirúvica (ALT/TGP) e a fosfatase alcalina (FAL) (HU et al., 2014). Na Figura 18 são mostrados 

os níveis plasmáticos dos referidos marcadores após o tratamento com os HDACi.  
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Figura 18 - Dosagem plasmática das enzimas hepáticas AST, ALT e FAL de camundongos BALB/c após o 
tratamento com os HDACi TH60, TH74 e TH85. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda à quarta semana 
após a infecção e previamente à eutanásia foi coletado o sangue pelo plexo retro-orbital para a dosagem das 
enzimas utilizando-se kit comercial (Bioclin - Quibasa-Bioclin®). Glucantime® e DMSO foram usados como 
controles positivo e negativo, respectivamente. Os resultados são a média e o desvio padrão da dosagem de AST, 
ALT e FAL em cada grupo. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando-se o GraphPad Prisma 
versão 5.03. O asterisco indica diferença estatística com p < 0,05 em relação ao controle. A) Níveis plasmáticos 
de transaminase oxalacética (AST). B) Níveis plasmáticos de transaminase pirúvica (ALT). C) Níveis plasmáticos 
de fosfatase alcalina (FAL).  
 

 Na Figura 18A, é possível observar que o TH60 na concentração de 5 mg/kg (181 U/L ± 

11,91), e o TH74 nas concentrações de 5 mg/kg (203 U/L ± 56,84) e 10 mg/kg (212 U/L ± 

27,87) foram os tratamentos que mais elevaram os níveis de AST em comparação ao controle 

(112,50 U/L ± 52,69), entretanto, para todos os HDACi, essa elevação foi menor do que a 

encontrada para o Glucantime® (236,50 U/L ± 80,83). O TH85 na concentração de 5 mg/kg foi 

o que menos alterou os níveis do referido parâmetro (163,50 ± 43,12) quando comparado ao 

controle. Em relação aos níveis de ALT (18B), não houve diferença significativa entre 
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tratamentos e controles, porém, para todos os HDACi houve diminuição da produção em 

relação ao Glucantime® e ao DMSO, sendo: Glucantime® (65 U/L ± 20,75); DMSO (53,50 

U/L ± 9,75); TH60 (5 mg/kg) (42,75 U/L ± 3,77); TH60 (10 mg/kg) (50,75 U/L ± 10,87); TH74 

(5 mg/kg) (60,20 U/L ± 17,64); TH74 (10 mg/kg) (44,33 U/L ± 4,72); TH85 (5 mg/kg) (40,50 

U/L ± 6,61) e TH85 (10 mg/kg) (45 U/L ± 7,94), à exceção do TH74 (5 mg/kg) (60,20 U/L ± 

17,64) em relação ao DMSO (Figura 18B). Para a FAL, também não houve diferença 

significativa entre controles e tratamentos, porém, para todos os HDACi também foi observada 

diminuição da produção desse marcador hepático em relação ao Glucantime®, sendo:  

Glucantime® (174,75 U/L ± 79,86); TH60 (5 mg/kg) (140,50 U/L ± 35,48); TH60 (10 mg/kg) 

(116,50 U/L ± 13,89); TH74 (5 mg/kg) (104,40 U/L ± 20,76); TH74 (10 mg/kg) (131,33 U/L ± 

17,01); TH85 (5 mg/kg) (124 U/L ± 12,54) e TH85 (10 mg/kg) (125 U/L ± 16,52) (Figura 18C). 

Em relação ao controle (97 U/L ± 58,07), houve aumento da produção de FAL após o 

tratamento com todos HDACi, mas sem significância estatística. Para o DMSO, controle 

negativo dos experimentos e diluente dos HDACi, houve também aumento de AST, ALT e 

FAL em relação ao controle, porém, não foi estatisticamente significativo.   

 As referidas enzimas, AST, ALT e FAL são marcadores de dano hepático, como 

mencionado anteriormente. AST e ALT participam da gliconeogênese ao transferir grupos 

amino do ácido aspártico ou alanina para o α-cetoglutarato levando à produção de ácido 

oxaloacético e ácido pirúvico, respectivamente. Essas enzimas são encontradas tanto no citosol 

de hepatócitos, sendo que a ALT está presente em grande quantidade, quanto podem também 

ser encontradas em outros órgãos, como rins, e nos músculos cardíaco e esquelético, porém, em 

menor quantidade. A FAL é uma hidrolase presente em nível elevado na membrana do 

canalículo biliar dos hepatócitos, estando presente também nos ossos e rins. Quando ocorre 

injúria hepática ou elevada metabolização no fígado, essas enzimas são então lançadas na 

circulação sanguínea  (LALA et al., 2021; LOWE; SANVICTORES; JOHN, 2021).  

 Os valores normais de AST/TGO são < 31 U/L (mulheres) e < 37 U/L (homens) e os de 

ALT/TGP são < 32 U/L (mulheres) e < 42 U/L (homens) (NEWS, 2019). Para a FAL, os valores 

são de 35 a 104 U/L (mulheres) e de 40 a 129 U/L (homens) (FLEURY MEDICINA 

DIAGNÓSTICA, 2022). Informações acerca da dosagem de parâmetros bioquímicos em 

camundongos é escassa, porém, Spinelli e colaboradores encontraram para ALT/TGP (44, 33 

U/L ± 4,78) e para AST/TGO (21,66 U/L ± 12,60) em camundongos BALB/c fêmea, enquanto 

Almeida e colaboradores, determinaram para FAL (210,43 - 323,57 U/L) para a mesma espécie 

de animais (ALMEIDA et al., 2008; SPINELLI et al., 2012). Os resultados encontrados no 
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presente trabalho, como discutido acima, reforçam o fato de que o uso de medicamentos ou 

qualquer substância química pode elevar os níveis das enzimas hepáticas. Pacientes com LC e 

tratados com antimoniais pentavalentes, de fato, apresentam níveis elevados de enzimas 

hepáticas (AN et al., 2019), porém, quando ocorre injúria no órgão com destruição dos 

hepatócitos, a elevação dos níveis de AST, ALT e FAL é de pelo menos 10 vezes, podendo 

alcançar 100 vezes mais em relação aos valores normais (MAYO CLINIC LABORATORIES, 

2022). Assim, embora alguns níveis aqui encontrados para AST e FAL estejam elevados em 

relação aos valores normais, essa elevação foi pequena, os níveis de ALT permaneceram dentro 

da normalidade mesmo após o tratamento e todos os HDACi resultaram em menores níveis de 

AST, ALT e FAL em relação ao Glucantime®, mesmo que para os dois últimos, de forma não 

significativa estatisticamente, o que portanto, nos permite inferir que o tratamento com os 

HDACi não levou a dano hepático e esses inibidores apresentaram menor toxicidade terapêutica 

do que um medicamento já utilizado no tratamento da leishmaniose cutânea. Além disso, a 

elevação nos níveis das enzimas hepáticas em decorrência do tratamento da LC com 

antimoniais, é transitório (WISE et al., 2012).  

 

5.1.3.7. Análises histopatológicas de fígado, rins, baço e coração de camundongos BALB/c 
infectados com L. braziliensis e tratados com os HDACi TH60, TH74 e TH85 

 

Animais de todos os grupos experimentais apresentaram alterações histológicas no 

fígado, como granulomas, infiltrados inflamatórios e congestão, como mostrado na Tabela 3.  
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Tabela 3 - Análises histopatológicas do fígado, rins, coração e baço dos animais após o tratamento com os HDACi 

 PBS GLUC. DMSO TH60 
5 mg 

TH60 
10 mg 

TH74 
5 mg 

TH74 
10 mg 

TH85 
5 mg 

TH85 
10 mg 

Fígado 

         

Granulomas +++ + +++ ++ + + + + + 

Infiltrado inflamatório ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ 

Congestão +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ 

Hemossiderina + + + - - - + + + 

Rins 

         

Congestão ++ ++ ++ + ++ + ++ + + 

Coração          

Infiltrado inflamatório +++ +++ +++ + + + + + ++ 

Baço 

         

Amastigotas no interior 

de macrófagos 

+ - + - - - - - - 

Megacariócitos ++ ++ ++ + + + + + + 

Hemossiderina +++ + + + ++ + ++ + + 

Os resultados foram expressos seguindo-se os seguintes parâmetros para cada padrão histopatológico (Oliveira et 
al., 2017): (-) alterações histológicas não observadas;  (+) alterações discretas;  (++) alterações histológicas 
moderadas; (++) alterações histológicas severas. Foram analisadas amostras de 6 animais por grupo.  

 

É possível observar que as alterações no fígado foram mais severas nos animais controle 

(PBS) e naqueles que receberam DMSO, e apresentaram-se moderadas nos animais tratados 

com o TH60 (5 mg/kg). Para os animais tratados com o TH74 e TH85 nas duas concentrações 

de 5 mg/kg e 10 mg/kg e com o TH60 (10 mg/kg), foram encontrados granulomas em menor 

quantidade. Em relação à presença de infiltrados inflamatórios, estes apresentaram-se 

moderados nos animais tratados com todos os HDACi, exceto para o TH74 (10 mg/kg), em que 

a quantidade desses infiltrados foi maior. A presença de congestão no fígado também foi 

moderada nos animais dos grupos tratados com os HDACi, exceto naqueles que receberam 

tratamento com o TH85 (10 mg/kg). A hemossiderina foi encontrada em pouca quantidade nos 

animais dos controles (PBS e DMSO) e também naqueles tratados com TH74 (10 mg/kg) e com 

o TH85 nas duas concentrações (5 mg/kg e 10 mg/kg), não sendo detectada nos animais dos 

demais grupos, TH60 (5 mg/kg e 10 mg/kg) e TH74 (5mg/kg).   

O fígado é o órgão responsável pela metabolização de medicamentos (WOOLBRIGHT; 

JAESCHKE, 2018) e pode ser acometido devido a processos infecciosos, como no caso da 
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leishmaniose visceral (HERMIDA et al., 2018). A visceralização por espécies dermotrópicas 

de Leishmania distante do local de infecção também pode ocorrer e tem sido reportada em 

camundongos, estando relacionada à densidade de parasitos utilizada no inóculo para infecção 

dos animais nos experimentos (GOMES-SILVA et al., 2013; RIBEIRO-ROMÃO et al., 2014). 

Em humanos, a visceralização por espécies dermotrópicas do parasito é rara, porém, tem sido 

relatada em pacientes imunossuprimidos (ZIJLSTRA, 2014). Macrófagos residentes no fígado 

denominados células de Kupffer, são a primeira linha de defesa contra Leishmania e podem 

formar os chamados granulomas, que são agrupamentos de macrófagos na tentativa de conter 

o parasito (KAYE; BEATTIE, 2016; SOUZA-LEMOS et al., 2008). Em contato com 

Leishmania, as células de Kupffer tornam-se ativadas e secretam citocinas e quimiocinas como 

CXCL10 e TNF-γ, recrutando para o fígado, outras células do sistema imune para combater a 

infecção, como monócitos, neutrófilos e células NK, que podem constituir infiltrados 

inflamatórios (PALACIOS et al., 2021). Assim, é possível que nos animais dos grupos que 

receberam PBS e DMSO tenha ocorrido visceralização, já que a carga parasitária pode ter se 

mantido elevada em decorrência da ausência de tratamento, e esse fato pode explicar a maior 

quantidade de granulomas encontrada nesses grupos.  Para os animais tratados com os HDACi 

a quantidade de granulomas no fígado foi menor, talvez em resposta à menor carga parasitária 

hepática dos animais após o tratamento. Em relação às quantidades moderada e elevada de 

infiltrados inflamatórios no fígado dos animais, esse fato pode ser em decorrência dos 

granulomas ou pode ser efeito dos próprios HDACi em causar algum dano hepático (HUANG; 

BARR; RUDNICK, 2013).   

Em relação à congestão hepática, o fato de ela ter sido mais severa nos animais dos grupos 

PBS, DMSO e tratados com TH85 (10 mg/kg), pode estar relacionado a algum dano no coração 

causado pelo próprio tratamento ou como consequência da infecção por L. braziliensis, já que 

esses grupos apresentaram maior quantidade de infiltrados inflamatórios no tecido cardíaco. De 

fato, problemas cardíacos são causa de congestão hepática, como mostrado por Wells et al,  

(WELLS et al., 2016). A congestão hepática como consequência do dano cardíaco ocorre uma 

vez que, o aumento da pressão atrial direita no coração acometido por alguma patologia ou 

medicamento, reduz o gradiente de pressão para o retorno venoso, o que também reduz o influxo 

de sangue para o ventrículo direito a partir da veia cava inferior, fazendo com que o fígado se 

torne inchado à medida que os capilares sinusóides ingurgitam e dilatam com o sangue, 

provocando a estase sanguínea no órgão (GORE et al., 2004).  
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A hemossiderina foi encontrada no fígado dos animais dos grupos controles (PBS e 

DMSO) e também naqueles tratados com o TH74 (10 mg/kg) e TH85 (5 mg/kg e 10 mg/kg) e 

é possível que esse fato seja devido à destruição de células vermelhas como consequência da 

congestão (WELLS et al, 2016) de intensidade severa para o PBS, DMSO e TH85 (10 mg/kg) 

e de severidade moderada para o TH74 (10 mg/kg) e TH85 (5 mg/kg). Quando ocorre a lise de 

hemácias no fígado, macrófagos residentes fagocitam essas células vermelhas e promovem a 

quebra do grupo heme da hemoglobina liberando o ferro, que pode ser armazenado no 

citoplasma desses macrófagos na forma de ferritina e hemossiderina ou pode ser exportado e 

transportado para o organismo ligado à transferrina (BROWN; WETTERE; CULLEN, 2017).  

Os rins atuam na excreção de produtos residuais do metabolismo e também estão 

envolvidos em diversos processos regulatórios, como regulação da pressão sanguínea 

(FERGUSON; WAIKAR, 2012). As análises histológicas mostraram que os animais controles 

(PBS e DMSO) e tratados com os HDACi apresentaram congestão renal, entretanto, a 

intensidade desta foi maior nos animais dos grupos controles e daqueles tratados com o TH60 

e TH74 na concentração de 10 mg/kg. A congestão renal, assim como a congestão hepática, 

pode ser consequência de problemas cardíacos e também está relacionada ao retorno sanguíneo 

anormal para o coração pelas grandes veias (SHIMADA et al., 2018), como descrito para o 

fígado anteriormente. 

A presença de infiltrados inflamatórios no coração foi detectada nos animais de todos os 

grupos experimentais, sendo maior nos grupos controles (PBS e DMSO) e naqueles tratados 

com o TH85 (10mg/kg). A miocardite é uma inflamação do músculo cardíaco e pode 

comprometer a capacidade de bombeamento do coração (BASSO et al., 2012), e tem sido 

descrita em cães como uma das alterações cardiológicas que podem ocorrer devido à resposta 

imune sistêmica desencadeada pela infecção por Leishmania (COSTAGLIOLA et al., 2016) 

Em pacientes com leishmaniose, dados do comprometimento cardíaco pelo processo infeccioso 

são raros (FARINA et al., 2022). Assim, é possível que a presença dos infiltrados inflamatórios 

no coração dos animais esteja relacionada ao envolvimento sistêmico para erradicar a infecção 

e não devido ao tratamento com os HDACi. Além disso, o emprego de HDACi para o 

tratamento de problemas cardiovasculares tem sido proposto (FERREIRA; PITT; ZANNAD, 

2021), o que pode reforçar o fato do dano cardíaco ser consequência da infecção por 

Leishmania.   

A visceralização no baço, assim como no fígado, também pode ocorrer em caso de 

infecção por Leishmania (PEREIRA et al., 2009b; ZIJLSTRA, 2014). A presença de 
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amastigotas no interior dos macrófagos dos grupos PBS e DMSO reforça esse fato, além de 

estes serem também os grupos em que os animais não receberam nenhum tratamento. Para os 

animais tratados com os HDACi, amastigotas não foram detectados no baço, o que permite 

inferir possível eficácia desses inibidores no controle da infecção nesse órgão. Megacariócitos, 

que são precursores de plaquetas, foram encontrados no baço dos animais de todos os grupos 

experimentais, estando em maior quantidade nos grupos controles (PBS e DMSO) e sua 

presença indica atividade hematopoiética (PEREIRA et al, 2009), a qual pode ser alterada pela 

presença de Leishmania no organismo. Esse parasito  induz na medula óssea a ativação de 

progenitores de células mielóides, que migram para o baço e se diferenciam por exemplo, em 

monócitos, os quais são mais permissivos à infecção por Leishmania pela incapacidade de 

produção de espécies reativas de oxigênio, favorecendo a persistência do parasito no organismo 

(ABIDIN et al., 2017). É interessante destacar que é Leishmania quem induz nos macrófagos a 

secreção de moléculas coestimulatórias, como fatores estimuladores de colônias de granulócitos 

e monócitos (GM-CSF), que levam à diferenciação celular (COTTERELL; ENGWERDA; 

KAYE, 2000). Assim, a presença de amastigotas no baço, como descrito, pode ter tido maior 

influência na hematopoese dos animais dos grupos controles. Em relação à hemossiderina, esta 

foi também detectada no baço dos animais de todos os grupos experimentais, estando em maior 

quantidade naqueles que receberam PBS e nos tratados com TH60 e TH74 (10 mg/kg). É 

possível que a própria infecção tenha provocado outras alterações no baço não investigadas 

nesse trabalho e que culminaram com o aumento da hemocaterese no órgão (MELO et al., 

2020), resultando neste maior quantidade de hemossiderina.  

Em relação ao tratamento com o Glucantime®, observa-se que os animais apresentaram 

alterações histológicas de severidade variável em todos os órgãos analisados, fígado, rins, 

coração e baço. A toxicidade desse antimonial pentavalente é bem descrita na literatura (KATO 

et al., 2014; RATH et al., 2003) e o mecanismo proposto como responsável por esse efeito é o 

acúmulo do medicamento na sua forma trivalente Sb (III) nos órgãos, o que leva à depleção 

intracelular de glutationa com consequente inibição da glutationa redutase e aumento do 

estresse oxidativo tecidual (KATO et al, 2014). Uma das funções da glutationa é a neutralização 

de ROS (PIZZORNO, 2014). Além disso, os resultados anteriormente apresentados de 

marcadores renal e hepáticos, corroboram com as análises histológicas de maior toxicidade do 

Glucantime® em relação aos HDACi.  

Os resultados apresentados na histopatologia demonstram que o tratamento da infecção 

por L. braziliensis com os HDACi causou danos menores ou iguais nos órgãos dos animais em 
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relação aos controles (PBS, Glucantime® e DMSO), o que permite inferir menor toxicidade 

desses inibidores em relação a um medicamento já utilizado no tratamento das leishmanioses. 

Além disso, as alterações encontradas nos grupos tratados com PBS e DMSO foram muito 

equivalentes, o que se permite inferir que estas podem ser em decorrência da própria infecção 

e não devidas à toxicidade do DMSO. 
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5.2. Resultados para os inibidores de PRMTs e LSD1 
 

5.2.1. Testes de triagem dos inibidores de PRMTs e LSD1 em macrófagos e na infecção 
em amastigotas L. braziliensis  

 

Os inibidores de PRMTs e LSD1 foram inicialmente testados em modelo de célula 

hospedeira, macrófagos Raw 264.7, a fim de avaliar sua toxicidade para essas células. A 

anfotericina B foi o controle positivo dos testes, pois é utilizada na quimioterapia das 

leishmanioses e apresenta baixa toxicidade para macrófagos. Assim, dos quatro inibidores 

testados: BSF1B, BSF46B, BSFF51B e BSF55B, nenhum deles apresentou alta toxicidade para 

macrófagos, sendo o BSF46B, o menos tóxico entre eles (106,5 ± 6,20), como mostrado na 

Tabela 4. A toxicidade dos inibidores para macrófagos foi determinada segundo a toxicidade 

máxima de 20% da anfotericina B para essas células. Desta forma, inibidores com baixa 

toxicidade para macrófagos (mais de 80% dessas células estavam viáveis), foram testados na 

infecção contra Leishmania. Os inibidores BSF1B (4,92% ± 2,49 de células viáveis) e BSF2 

(5,73% ± 2,47 de células viáveis) foram os que apresentaram o maior efeito leishmanicida 

contra amastigotas intracelulares do parasito, com aproximadamente 95% de eficácia. Além 

disso, todos os outros inibidores testados apresentaram efeito leishmanicida superior a 50% nos 

ensaios de infecção (Tabela 4). Os inibidores BSF2, BSF2E e BSF2P foram testados em 

macrófagos e nos testes de triagem na infecção em trabalho anterior (DE SOUZA, 2016), 

durante o meu mestrado. Eles constam no presente trabalho devido à baixa toxicidade para 

macrófagos e efeito leishmanicida maior do que 50% nos testes de triagem (Tabela 4), o que 

possibilitou a realização de outros testes (CC50 e EC50), como será mostrado a seguir. A 

furamidina comercial também foi testada e é possível observar que o efeito desta e do BSF1B 

foi similar tanto em macrófagos quanto em L. braziliensis. 
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Tabela 4 - Teste de triagem de inibidores de PRMT e LSD1: avaliação da toxicidade para os macrófagos e do 
efeito leishmanicida sobre amastigotas intracelulares de L. braziliensis 

Os dados representam a média e o desvio padrão de pelo menos três ensaios independentes com quadruplicatas 
internas para cada um deles. AmphB: anfotericina B. MØ: macrófagos. ** Compostos testados em trabalho 
anterior (DE SOUZA, 2016). 

  

 

Composto 

 
 

Estrutura química dos 
compostos 

 

% viabilidade 
MØ 

 
% viabilidade L, 

braziliensis 
(Ensaio de infecção  

10 µM) 

 
Amph B 

  
96,79 ± 15,44 

 
0  ± 0,90 

 
Pentamidina 

  
- 

 
- 

 
Furamidina 
(Comercial) 

 

  
91,80 ± 3,66 

 
17,91 ± 12,85 

 
BSF1B 

(Furamidina 
Sippl) 

 

89,1 ± 8,95 4,92 ± 2,49 

 
BSF2** 

 

 

 
81,52 ± 11,54 

 
5,73 ± 2,47 

 

BSF51B 
 

 

 

 

86,29 ±  6,312 

 
12,64 ± 3,79 

 

BSF46B 

  
106,5 ± 6,20 

 
17,94 ± 3,12 

 
BSF55B  

 

 

 
85,18  ± 4,83 

 
28,66 ± 2,97 

 
BSF2E**  

 

 

 
102,84 ± 10,52 

 
33,43 ± 12,26 

 
BSF2P** 

 

 

 
84,71 ± 8,91 

 
43,85 ± 12,58 

ON

H2N NH2

NO O

ON
H

HN NH

N
H
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A pentamidina é um medicamento utilizado no tratamento das leishmanioses como 

mencionado no item 2.1, e também é utilizada na quimioterapia para a tripanossomíase humana 

africana (HAT) e pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii (PORCHEDDU; 

GIACOMELLI; LUCA, 2012). Em face dos seus efeitos colaterais graves, compostos 

alternativos à pentamidina foram descobertos, como a furamidina (DAS; BOYKIN, 1977). A 

furamidina é um potente inibidor de PRMT1 humana e apresenta forte atividade antimicrobiana 

como a pentamidina (YAN et al, 2014), sendo eficaz, por exemplo, contra o Trypanosoma 

brucei rhodesiense (causador da HAT) e P. falciparum (HU et al., 2009). Apesar de em ensaios 

clínicos a furamidina ter apresentado potenciais efeitos colaterais, ela tem sido utilizada como 

modelo para o design de novos compostos antimicrobianos (SAUER et al, 2017), tendo sido 

empregada dessa forma, para a síntese dos inibidores testados neste trabalho, podendo esse 

processo de síntese e o seu efeito contra P. falciparum serem vistos no trabalho de Sauer e 

colaboradores (SAUER et al., 2017). A pentamidina e a furamidina são diamidinas aromáticas 

e como pode ser visto na Tabela 4 para a furamidina, a cadeia alcóxi que liga os anéis fenil, 

como na pentamidina, foi substituída por um anel furânico. Os inibidores testados seguem a 

referida modificação da furamidina, porém, no anel furânico e nos grupos amidina foram feitas 

outras modificações que impactaram no efeito leishmanicida desses compostos. Todos os 

inibidores testados são dimetilfuramidinas, uma vez que foram acrescentados ao anel furânico 

nas posições 3 e 4, grupos metil, à exceção do BSF46B.  Dessa forma, é possível observar na 

Tabela 4 que a eficácia dos inibidores contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis está 

relacionada às substituições nos grupos amina das amidinas. Esse fato torna-se claro quando 

comparamos a eficácia do BSF2 com a do BSF1B, em que a adição de grupos metil nas posições 

3 e 4 do anel furânico no BSF2, sem alteração nas aminas, pouco alterou a eficácia deste em 

relação ao BSF1B, sendo ambos os melhores compostos testados contra L. braziliensis. Porém, 

comparando-se o BSF51B com o BSF2P, observa-se que no BSF51B houve substituição nas 

aminas por grupos etil, enquanto no BSF2P, a substituição nas aminas foi por grupos isopropil 

e essa alteração interferiu negativamente na eficácia do inibidor, que foi o menos eficaz contra 

o parasito. Da mesma forma para o BSF55B, a substituição nas aminas foi por grupos isobutil 

e a eficácia desse inibidor foi menor do que a do BSF51B. A substituição nas aminas por grupos 

metóxi como no caso do BSF2E, também não foi positiva, uma vez que esse composto foi o 

segundo menos eficaz no ensaio de infecção. Para o BSF46B que é um 3-cloro-4-

alcoximetilenfuramidina, não houve substituição nas aminas igualmente ao BSF2, e ao invés 

de grupos metil no anel furânico, houve a adição de Cl- e de grupo etóxi nas posições 3 e 4 
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respectivamente, sendo a eficácia do inibidor um pouco maior do que a do BSF55B. Dessa 

forma, relacionando-se a estrutura química dos compostos com a sua eficácia na potencial 

inibição de PRMTs e LSD1 de L. braziliensis, é  possível que o BSF2, o inibidor mais eficaz 

encontrado, tenha melhor se encaixado no sítio catalítico das referidas enzimas e por meio de 

seus grupos amidina, tenha se ligado a resíduos de aminoácidos essenciais para atividade 

catalítica de PRMTs e LSD1, dessa forma, inibindo-as (DAI et al., 2021; QIAN et al., 2021). 

Estudos de Yan e colaboradores mostraram que a inibição da PRMT1 humana pelos compostos 

testados em seu trabalho, ocorre pela ligação dos grupos amidina (ligações de hidrogênio) 

desses compostos a resíduos de ácido glutâmico (Glu144 e Glu153) no sítio catalítico da 

enzima, os quais são essenciais para a atividade desta (YAN et al, 2014). A LSD1 é uma enzima 

que apresenta um domínio amina oxidase dependente de FAD (MOULD et al., 2014) e estudos 

de Carneiro e colaboradores com potenciais inibidores de LSD1 de S. mansoni (SmLSD1), 

mostraram que um dos compostos testados inibiu essa enzima ao se encaixar entre os resíduos 

de ácido glutâmico Glu682 e aspartato Asp669 presentes no sítio catalítico da enzima, o que 

interferiu na viabilidade do parasito (CARNEIRO et al., 2020). Para os inibidores com 

substituintes nas aminas, como no caso do BSF51B, BSF55B e BSF2P, é possível que a adição 

de grupos hidrofóbicos tenha diminuído a capacidade dos grupos amidina em fazer ligações de 

hidrogênio com os aminoácidos presentes no sítio catalítico de PRMTs e LSD1, diminuindo 

dessa forma, a eficácia dos inibidores. Além disso, o impedimento estérico pode explicar o 

menor efeito leishmanicida dos compostos, já que grandes volumes nos terminais amidina 

reduziram a eficácia destes, como para o BSF55B em relação ao BSF51B. De fato, a 

substituição por grupos hidrofóbicos nas aminas e o maior volume nesses terminais têm sido 

relatados na menor eficácia de diamidinas aromáticas na inibição de PRMT1 (YAN et al, 2014). 

A eficácia de diamidinas aromáticas contra Leishmania, além da pentamidina, tem sido descrita 

na literatura (MACHARIA; BOURDICHON; GICHERU, 2004; ROBERTSON et al., 2021) e 

os mecanismos de inibição supracitados são hipotéticos, sendo necessários outros estudos como 

de modelagem molecular, para elucidar como e se de fato, os inibidores agem na inibição de 

PRMTs e LSD1 do parasito, uma vez que as diamidinas aromáticas podem também se ligar ao 

DNA do cinetoplasto e assim exercer seu efeito inibitório (YANG; CHOI; NO, 2016). De fato, 

técnicas computacionais acopladas a técnicas moleculares, como modelagem por homologia, 

ancoragem molecular e dinâmica molecular, têm sido empregadas na busca de novos inibidores 

alvo-específicos contra diversos parasitos (ANDREOLI; DEL RIO, 2015; MELESINA et al., 

2015).   
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5.2.2. Determinação da concentração citotóxica (CC50) em macrófagos e da concentração 
efetiva (EC50) nos ensaios de infecção para os inibidores de PRMTs e LSD1 
  

A partir dos testes de triagem com os inibidores de PRMTs e LSD1 na concentração de 

10 µM como mostrado no item anterior (5.2.1), os inibidores BSF2, BSF1B, BSF46B, BSF51B, 

BSF55B, BSF2P e BSF2E foram selecionados para testes posteriores:  determinação do CC50 

em macrófagos e EC50 para Leishmania. Assim, como pode ser visto na Tabela 5, o composto 

BSF2E foi o que apresentou o maior CC50 em macrófagos (> 80 µM), o que nos permite inferir 

que ele foi o menos tóxico para essas células, ao contrário do BSF46B, cujo CC50 foi o menor 

(10,94 µM), e por isso, o inibidor de maior toxicidade para macrófagos. Em relação ao ensaio 

de infecção, o BSF2 foi o inibidor com menor EC50, e, portanto, o mais eficaz contra 

amastigotas intracelulares de L. braziliensis. A partir do CC50 e EC50 encontrados, foi possível 

determinar o índice de seletividade (IS) desses inibidores, o qual reflete o quanto um 

determinado composto é mais seletivo para o parasito do que para a célula hospedeira. Além 

disso, sendo esse IS maior do que 10, é possível seguir com a avaliação do efeito leishmanicida 

em modelo de infecção animal, como descrito por critérios para a descoberta de novos 

medicamentos contra doenças infecciosas, incluindo as leishmanioses (KATSUNO et al., 

2015). Dessa forma, o BSF2 é o inibidor com maior seletividade para Leishmania e que pode 

ser testado em modelo animal segundo os critérios citados, já que IS foi de 19,76.  
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Tabela 5 - CC50 para macrófagos e EC50 para amastigotas intracelulares de L. braziliensis dos inibidores de 
PRMT e LSD1 selecionados nos testes de triagem 

 

Os inibidores de PRMT e LSD1 foram testados por 48h pelo método da resazurina para macrófagos nas 
concentrações de 120 µM - 1 µM e pela metodologia baseada em L. braziliensis - M2904-GFP para o ensaio de 
infecção conforme descrito por E Bastos et al, 2017, nas concentrações de 80 µM - 1 µM. GraphPad Prisma versão 
5.03 foi usado para determinação do CC50 e do EC50 empregando um ajuste não linear e os dados representam a 
média e o desvio padrão de pelo menos três ensaios independentes com quadruplicatas internas para cada um deles. 
MØ: macrófagos. Os compostos estão organizados em ordem decrescente de IS. IS = CC50 (MØ) / EC50 
(amastigotas de L. braziliensis). 

 

 

 

 

 

Composto 
CC50 MØ Raw 264,7 

(µM) 
EC50 Ensaio de infecção 

(µM) 
Índice de seletividade 

(IS) 

BSF2 12,65 0,64 19,76 

BSF1B 
(Furamidina Sippl) 21,54 4,12 5,23 

Furamidina 
(comercial) 14,87 3,0 4,95 

BSF2E > 80 17,96 > 4,45 

BSF2P 50,75 13,29 3,82 

BSF55B 14,84 3,89 3,81 

BSF46B 10,94 3,72 2,94 

BSF51B 14,57 12,45 1,17 
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6. CONCLUSÕES  
 

 Os inibidores de PRMTs e LSD1 testados apresentaram baixa toxicidade para 

macrófagos e efeito leishmanicida contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis 

superior a 50% nos ensaios de triagem na infecção.  

 O BSF2E foi o que o inibidor de PRMTs e LSD1 que apresentou o maior CC50 em 

macrófagos (> 80 µM), sendo, portanto, o menos tóxico para essas células.  O BSF2 foi 

o inibidor de PRMTs e LSD1 com o menor EC50 (0,64 µM) e com o maior índice de 

seletividade (IS) (19,76), podendo ser testado em modelo de infecção animal. 

 Para os HDACi, oito deles (TH57, TH58, TH60, TH71, TH74, TH76 e TH85) 

mostraram baixa toxicidade para macrófagos e efeito leishmanicida significativo, sendo 

a ordem de toxicidade: TH60 > TH57 > TH85 > TH74 > TH71 > TH76 > TH58 e EC50 

variando de 4,32 - 26,50 µM. O TH60 foi o HDACi mais efetivo contra amastigotas 

intracelulares (EC50 = 4,38 μM ± 0.26). 

 As análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) indicaram que os três 

principais HDACi (TH60, TH74 e TH85) induziram a morte celular de amastigotas 

intracelulares de L. braziliensis por apoptose com fenótipo necrótico. Um padrão 

alterado de condensação da cromatina e desorganização celular nos parasitos também 

foi observado. Além disso, uma conexão estreita entre a mitocôndria e as protuberâncias 

nucleares, presumivelmente de origem do retículo endoplasmático, foi encontrada em 

Leishmania, mas não em macrófagos. 

 Nas análises de citometria de fluxo (CF), os cinco principais HDACi (TH60, TH71, 

TH85, TH57 e TH74 promoveram a parada do ciclo celular de Leishmania na fase G2-

M e não foram encontradas alterações nos macrófagos. Além disso, o efeito direto dos 

HDACi contra promastigotas mostrou a apoptose como o principal mecanismo de morte 

celular. Os resultados da CF corroboram com as análises de TEM indicando que os 

HDACi levam a alterações no ciclo celular e indução de apoptose em L. braziliensis.  

 A produção de óxido nítrico pelos macrófagos infectados não foi alterada após o 

tratamento com os cinco principais HDACi.  

 O ensaio de atividade de HDAC mostrou aumento de atividade enzimática em 

macrófagos infectados, possivelmente, por inibição seletiva de alguma HDAC (do 

hospedeiro ou do parasito) levando a um efeito compensatório estimulatório em outra 

isoforma, não havendo, portanto, diminuição da atividade enzimática 
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 Nos experimentos em modelo de infecção animal, foram estabelecidas as concentrações 

de 5mg/kg e 10 mg/kg dos HDACi TH60, TH74 e TH85 para o tratamento da infecção 

por L. braziliensis na pata dos animais. 

 O TH60 na concentração de 5 mg/kg foi o HDACi mais eficaz na diminuição da lesão 

na pata dos camundongos infectados, inclusive, com eficácia maior do que a do 

Glucantime®, o controle positivo, DMSO e controle sem tratamento. A diminuição da 

lesão pelo TH60 na referida concentração corrobora com a ausência de parasitos na 

lesão após a dosagem da carga parasitária.  

 O TH74 (10 mg/kg) também foi eficaz na diminuição da lesão, igualando-se ao 

Glucantime®, e também não foi observada a presença de Leishmania na lesão após o 

referido tratamento.  

 O perfil de citocinas indicou a predominância de uma resposta imune do tipo Th1 nos 

animais tratados com HDACi, sendo que o aumento dos níveis de TNF e INF-γ após o 

tratamento com TH60 (5 mg/kg) e TH74 (10 mg/kg) concorda com a diminuição da 

lesão e ausência de parasitos nas lesões.  

 Todos os três HDACi (TH60, TH74 e TH85) nas concentrações testadas apresentaram 

menor toxicidade renal e hepática do que o Glucantime®. 

 As análises histopatológicas mostraram que o tratamento com os HDACi promoveu 

menores alterações nos órgãos dos animais em relação ao Glucantime®, sendo que os 

HDACi foram tão eficazes quanto o referido medicamento no controle da infecção no 

fígado e no baço. A toxicidade cardíaca foi menor para os HDACi em relação ao 

Glucantime®. Em geral, os dados desta tese mostram o potencial de uso dos HDACi 

testados como agentes leishmanicidas contra L. braziliensis e os evidenciam como 

promissores compostos para o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento 

de leishmaniose tegumentar americana.  
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7. PERSPECTIVAS DE ESTUDO 
 

 Os dados obtidos possibilitam maiores investigações no que diz respeito à possibilidade de 

diminuição da toxicidade dos HDACi in vitro, e principalmente, em modelo de infecção animal, 

mantendo-se o efeito leishmanicida ou até mesmo aumentando esse efeito.  

 Para os HDACi TH57, TH58, TH60, TH71, TH74, TH76 e TH85, os experimentos de 

toxicidade para macrófagos, ensaios de infecção dessas células por L. braziliensis, citometria 

de fluxo e produção de óxido nítrico, podem ser feitos a partir da combinação dos referidos 

compostos com a anfotericina B ou Glucantime®, e também da combinação desses HDACi 

entre si.  

 Para os experimentos em modelo de infecção animal é possível testar a eficácia dos HDACi 

TH60, TH74 e TH85 por outras vias de administração, como subcutânea e oral. A partir da 

combinação dos HDACi, é possível avaliar a eficácia destes por via intravenosa e também pelas 

vias subcutânea e oral.  

 Para o BSF2, é possível avaliar seu mecanismo molecular de ação realizando os mesmos 

testes feitos para os HDACi e também é possível testar sua eficácia em modelo de infecção em 

camundongo.  
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