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RESUMO

SOUZA, Luciana Angelo de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2022. Estudos
bioquimicos 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 sdo doencgas tropicais negligenciadas causadas por espécies patogénicas do
género Leishmania. Leishmania braziliensis € a principal espécie causadora de leishmaniose
tegumentar americana (LTA) no Novo Mundo. O tratamento das leishmanioses € limitado,
causa efeitos colaterais graves e os parasitos tém desenvolvido resisténcia. Histonas
Deacetilases (HDACs), Proteinas Argininas Metiltransferase (PRMTs) e Amino-oxidases
Dependentes de FAD (LSD1) sdo enzimas envolvidas no controle da estrutura da cromatina e
sdo possiveis alvos para novos medicamentos contra as leishmanioses. Neste trabalho foram
testados 86 inibidores dessas enzimas contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis na
infeccdo in vitro e trés inibidores foram testados em modelo de infec¢do animal. Os resultados
mostram que oito inibidores de PRMTs e LSD1 apresentaram baixa toxicidade para macréfagos
e efeito leishmanicida superior a 50% nos ensaios de infec¢do. BSF2 foi o inibidor selecionado
com o melhor potencial leishmanicida. Para os inibidores de HDAC (HDAC:1), cinco mostraram
efeito leishmanicida significativo, com ECsg entre 4,38 - 10,21 uM e indice de seletividade de
6 a 21,7. Resultados de citometria de fluxo corroboram com andlises de microscopia eletronica
de transmissdo indicando que os HDACi levam a alteracOes no ciclo celular e indugdo de
apoptose em L. braziliensis. A producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos infectados ndo foi
alterada apds o tratamento com os cinco principais HDACi. Na experimenta¢do animal, os
compostos TH60 (5 mg/kg) e o TH74 (10 mg/kg) diminuiram a lesdo na pata dos camundongos
infectados, sendo o efeito maior e igual ao do medicamento Glucantime®, respectivamente. A
diminui¢do da lesdo corroborou com a auséncia de parasitos nas lesdes e com o aumento de
TNF e INF-y. As analises bioquimicas e histopatoldgicas mostraram menor toxicidade dos
HDACi em relagdo ao Glucantime®. Esses resultados demonstram que inibidores de HDAC,

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

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



ABSTRACT

SOUZA, Luciana Angelo de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, 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
(HDAC:S), 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
ECso between 4.38 - 10.21 uM and selectivity index from 6 to 21.7. Flow cytometry results
corroborate transmission electron microscopy analysis indicating that HDAC:i 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-y. 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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INTRODUCAO GERAL

As doencas parasitdrias negligenciadas como a doenca de Chagas, a Maldria e a
Esquistossomose, sdo causa de altas morbidade e mortalidade globais, principalmente, em
regides subdesenvolvidas do mundo (ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012). Entre essas
doencas, destacam-se as leishmanioses, que sdo infec¢des tropicais negligenciadas que
permanecem como grande problema de satde piblica, em especial, nas Américas, Africa
Oriental, Norte e Oeste da Africa e Sudeste Asitico (RUIZ-POSTIGO et al., 2021).

Protozoarios parasitos do género Leishmania sao os agentes causadores das leishmanioses,
sendo a transmissdo destes ao hospedeiro vertebrado ocasionada pela picada de fémeas de
flebotomineos durante o repasto sanguineo (MOHAPATRA, 2014). As leishmanioses
apresentam duas formas clinicas principais: a forma tegumentar, que € a mais prevalente e inclui
as formas cutanea (LC) e mucocutinea, e a forma visceral (LV), que € a forma mais severa da
doenca, levando a morte de aproximadamente 90% dos pacientes ndo 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 Organiza¢cdo Mundial de Saide (OMS) mostram
que em 2020, foram reportados 208.357 novos casos de LC e que 89 paises (dos 200 que se
reportaram a OMS) eram endémicos para a doenca (RUIZ-POSTIGO et al, 2021).

A terapéutica para as leishmanioses, incluindo a LTA, é bastante restrita. Nao ha nenhuma
vacina clinicamente disponivel contra a doenca e os medicamentos utilizados no tratamento sao
os mesmos hd mais de 50 anos. Embora eficazes, os efeitos colaterais provocados por esses
medicamentos sdo muitos e graves, como por exemplo, lesdo renal (CHUA et al., 2017). Os
antimoniais pentavalentes sdo os medicamentos de primeira linha para o tratamento das
leishmanioses, seguidos da anfotericina B. Outros medicamentos alternativos, como o
alopurinol e a paromomicina também sdo empregados na terapéutica. Além dos efeitos
colaterais graves, o tratamento da doenca é prologando, o que faz com que muitos pacientes
desistam do tratamento antes deste ser finalizado. Outro fator preocupante que emergiu
recentemente na terapéutica das leishmanioses € o fato de algumas espécies de Leishmania
apresentarem resisténcia as medicacdes disponiveis. Diante desse cendrio, a busca por novos
medicamentos com novos mecanismos de a¢cdo para o tratamento das leishmanioses € 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 sequéncia, regulando fendmenos
bioldgicos importantes como replicacdo e transcricdo (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).
Enzimas modificadoras de histonas (HMEs) sdo elementos-chave da epigenética, uma vez que
orquestram modificagdes pds-traducionais nas caudas das histonas (PTMs) associadas ao DNA,
que incluem acetilagdo/deacetilacdo, realizadas por histonas acetiltransferases (HATs) e
histonas deacetilases (HDACSs), respectivamente, e metilagdo/demetilacdo, catalisadas por
exemplo, pelas metiltransferases de arginina (PRMTs) e pelas demetilases de lisina (LSD1),
respectivamente. As referidas PTMs, ao interferirem na interagdo entre o DNA e as histonas,
alteram o estado da cromatina entre eucromatina e heterocromatina, implicando dessa forma,
na ativacao ou repressdo da transcri¢do génica (KELLY; CARVALHO; JONES, 2010). Esses
processos podem se tornar aberrantes, ocorrendo, por exemplo, um desequilibrio entre
acetilacdo e deacetilacdo, e esses fatos estdo envolvidos na gé€nese e progressdo de vdrias
doencas, como canceres e distirbios imunolégicos, tornando as HMEs potenciais alvos
terapéuticos. E importante destacar que o rigido controle da expressdo génica é fundamental
para o equilibrio da fisiologia celular (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; WOZNIAK;
STRAHL, 2014).

As HDACs formam uma vasta familia de proteinas com um dominio deacetilase
altamente conservado. Em humanos, 18 HDACs foram identificadas at€é o momento, sendo
divididas em quatro classes principais, I, II, III (familia das sirtuinas) e IV segundo similaridade
do sitio catalitico e dependéncia de um mesmo cofator (MARIADASON, 2008). Além das
histonas, as HDACs agem também sobre outras proteinas, como a oa-tubulina, HSP90 e
reguladores de importacdo nuclear (MOMBELLI et al., 2011). As HDACs sdo altamente
conservadas em eucariotos e ja 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 relacdo evolutiva entre as HDACs humanas e de
parasitos causadores de doencas negligenciadas. E mostrado que as HDACs humanas estio
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
tripanossomatideos, respectivamente. Entre parasitos, HDACs de Trypanosoma e Leishmania
estdo mais relacionadas entre si do que com as HDACs de Plasmodium falciparum. Além disso,
mais homoélogos de HDACs foram identificados em Schistosoma do que em Leishmania,
Plasmodium ou Trypanosoma (SCHOLTE et al., 2017). Em relagdo as PRMTs, nove enzimas

jéa 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 LSDI1 ¢ uma amino-oxidase dependente de flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e foi a primeira demetilase de lisina identificada em humanos,
catalisando a demetilag@o de residuos mono ou dimetilados (JIN et al., 2017). Em parasitos, essas
enzimas também ja 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 sdo bastante conservadas em eucariotos, tendo sido descritas tanto
em humanos quanto em parasitos como supracitado, e que alteragcdes nas PTMs podem estar
relacionadas a patogénese de diversas doencas, como canceres, a abordagem de “drug
repurposing” tem sido empregada visando o desenvolvimento de novos medicamentos contra
doencas parasitarias negligenciadas, como as leishmanioses. Isso porque, por exemplo, €
possivel estabelecer um paralelo entre as células cancerigenas e as células parasitdrias, uma vez
que ambas apresentam alta taxa metabdlica, ambos os tipos celulares proliferam rapidamente e
sdo capazes de escapar do sistema imune (ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012; WANG et al.,
2015a). Com essa estratégia, inibidores de HDACs (HDAC1) validados clinicamente e outros
inibidores dessas enzimas e também de outras HMEs como PRMTs e LSD1, tém 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 utilizacio de modelos animais, uma vez que, atualmente, ndo
existem técnicas in vitro suficientemente eficazes para substituir a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos na complexa interacdo parasito-hospedeiro visando a valida¢do de compostos para
ensaios clinicos. De fato, modelos animais tém sido usados ha muitos anos para decifrar os
mecanismos envolvidos na leishmaniose tegumentar, como os tipos de células envolvidas,
polarizacdo da resposta imune, cascatas de sinalizacao para eliminar o parasito e também na
busca de novos medicamentos contra a doenca (DE OLIVEIRA et al., 2004; LORIA-
CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

O A-ParaDDISE (http://a-paraddise.cebio.org/) foi um Projeto do tipo Consoércio
Colaborativo Internacional financiado pela Comunidade Europeia, vigente entre 2014 e inicio
de 2017, cujo objetivo foi o desenvolvimento de novos medicamentos contra doencas
negligenciadas como a esquistossomose, leishmanioses, doenca de Chagas e maldria. As
estratégias utilizadas no A-ParaDDISE para o design de novos medicamentos foram alvos
epigenéticos, como as HMEs envolvidas nos processos de acetilacdo/deacetilacio,
metilagao/demetilac@o. A Universidade Federal de Vigosa (UFV), como uma das colaboradoras

nacionais deste Consorcio, foi representada pelo grupo de pesquisa coordenado pela Professora
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Dra. Juliana Fietto e participou de grupos de trabalho distintos no Consércio, que incluiu testes
in vitro e em modelos animais com inibidores de HMEs.

Neste trabalho, foi testada uma biblioteca de derivados do acido hidroxdmico (uma das
classes de inibidores de HDACs) originalmente desenvolvidos como inibidores de HDACS de
S. mansoni (HEIMBURG et al., 2016). Os compostos foram avaliados em relacdo a toxicidade
para macréfagos como modelo de célula hospedeira e em relagdo ao efeito leishmanicida contra
L. braziliensis durante a infeccao in vitro. Além disso, foram avaliados possiveis mecanismos
moleculares de acao in vitro e o efeito do tratamento in vivo em modelo de infec¢ao animal em
camundongos. Também foram testados alguns inibidores de PRMTs e LSDI1 tanto em
macréfagos como na infecgdo in vitro. O trabalho destaca que foram encontrados inibidores de
HMESs 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 TEORICO

1.1. Leishmanioses e leishmaniose tegumentar americana

O estigma causado por infec¢des parasitdrias em todo o mundo € substancial, e parasitos
como Schistosoma, Leishmania, Trypanosoma cruzi € Plasmodium, sdo importantes causas de
morbidade e mortalidade (HOTEZ; PECOUL, 2010). Leishmania sp. sdo os agentes etiolégicos
das leishmanioses, um espectro de doencas tropicais negligenciadas cuja incidéncia anual de
novos casos € de 700 mil a um milhao (WORLD AND HEALTH ORGANIZATION, 2021). A
transmissdo de Leishmania ao hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguineo de
fémeas de flebotomineos infectadas com o parasito, sendo os vetores dos géneros Phlebotomus
e Lutzomya os principais propagadores desses parasitos no Velho e no Novo Mundo,
respectivamente (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Promastigotas e amastigotas sdo as duas principais formas evolutivas de Leishmania e
mais de 20 espécies patogénicas do parasito ja foram identificadas até o momento (JONES;
WELBURN, 2021). Promastigotas sdo formas flageladas e moveis encontradas no inseto vetor
e, portanto, a forma mais provdvel de infectar o hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo. Amastigotas ndo apresentam flagelo exteriorizado e sdo imdveis, sendo encontradas
no interior das células do hospedeiro, como células dendriticas, neutréfilos e macréfagos, sendo
que, apenas nos macréfagos, o parasito consegue se multiplicar e estabelecer a infec¢do 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) Fémeas de flebotomineos infectadas com
Leishmania injetam formas promastigotas metaciclicas do parasito durante o repasto sanguineo. 2) Promastigotas
metaciclicas sdo fagocitadas por macréfagos ou outras células do sistema mononuclear fagocitdrio. 3) No interior
dessas células, promastigotas metaciclicas se transformam em amastigotas. 4) Amastigotas no interior de
macréfagos teciduais (mondcitos) se dividem por fissdo bindria, ocorre a ruptura da célula hospedeira e
amastigotas livres sdo fagocitados por outros mondécitos e macréfagos nio infectados. 5 e 6) Fémeas de
flebotomineos durante o repasto sanguineo ingerem macréfagos infectados com amastigotas. 7) Amastigotas se
transformam em promastigotas prociclicas no intestino*. 8) Ocorre a metaciclogénese: promastigotas prociclicas
se transformam em promastigotas nectomonadas, estes se transformam em promastigotas leptomonadas, que
originam promasgitotas haptomonadas, que entdo se transformam em promastigotas metaciclicas, as quais se
dividem por fissdo bindria e migram para a probdscide do flebotomineo, onde podem em um novo repasto
sanguineo, serem transmitidas para outro hospedeiro vertebrado fechando o ciclo de vida do parasito. i = forma
infectante; d = forma encontrada no diagnéstico da doenga. * No intestino grosso para Leishmania do subgénero
Viannia; no intestino médio para Leishmania do subgénero Leishmania). Adaptado de (Centers For Disease
Control And Prevention - CDC, 2020; Gossage; Rogers; Bates, 2010).

As manifestag¢des clinicas das leishmanioses sdo governadas por fatores relacionados ao
parasito, aos hospedeiros (flebotomineos e animais vertebrados como o homem, cachorro e
roedores) e a resposta imune do hospedeiro vertebrado (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).
As manifestacdes clinicas se relacionam ao parasito uma vez que sdo vdrias as espécies de
Leishmania patogénicas, sendo a interagdo parasito x hospedeiro fator relevante (FREITES et
al., 2018); estdo relacionadas ao hospedeiro flebotomineo porque Leishmania é capaz de
manipuld-lo a fim de garantir a sua sobrevivéncia, como por exemplo, ao secretar uma espécie
de gel, o gel secretor de promastigotas (PSG), que congestiona a probdscide do flebotomineo
obrigando-o a regurgitar os parasitos infectantes durante o repasto sanguineo (GIRAUD et al.,

2019); relacionam-se ao hospedeiro vertebrado e a 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
neutréfilos para conseguir se multiplicar no interior dessas células. Esse processo € visto em
infec¢des cronicas causadas por Leishmania major (REGLI et al., 2017). Leishmania é capaz
também, de modular vias de sinalizacdo do hospedeiro e diminuir a produ¢do de 6xido nitrico
em macréfagos infectados e estimular a producdo de citocinas anti-inflamatérias (MAHANTA
et al., 2018; REGLI et al., 2017).

As leishmanioses podem ser classificadas como leishmaniose visceral, que é a forma mais
grave da doenca e que afeta 6rgaos como figado, baco e medula dssea, podendo ser fatal quando
nao tratada (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2014), ou leishmaniose cutanea, sendo esta

dltima passivel de diferenciadas manifestagdes clinicas, como mostrado na Figura 2.

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

As formas cutineas de leishmaniose sdo as formas mais prevalentes na populacdo e
costumam ser classificadas em: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea
disseminada (LCD), leishmaniose cutinea difusa (LD) e leishmaniose mucocutanea (LM),
caracterizando assim a chamada leishmaniose tegumentar americana (LTA) (STRAZZULLA
et al., 2013). A leishmaniose cutinea € endémica na América do Sul em paises como Brasil e
Coldémbia, na Africa Setentrional em paises como a Argélia, no sul da Asia, como no
Afeganistdo e Paquistdo, e também no Oriente Médio no Iraque e na Siria, onde foram

reportados mais de cinco mil casos da doenga em cada pais em 2020 segundo a Organizacao
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Mundial de Satde, como pode ser visto na Figura 3 (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021).
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Figura 3 - Status da endemicidade da leishmaniose cutidnea no mundo para o ano 2020 segundo a Organizacéo
Mundial de Satide (Adaptado de World Health Organization, 2021).

A LCL € a forma mais comum de leishmanioses e pode se manifestar com uma ou mais
lesdes que se desenvolvem semanas ou meses ap0s a picada do vetor flebotomineo. Essas lesdes
se tornam ulceradas e sdo indolores, porém, existe a possibilidade de cura espontanea, ou essas
lesdes podem permanecer ativas por vdrios anos quando nido tratadas. Infec¢des bacterianas
secundérias podem ocorrer junto as lesdes e causar dor. A LCL é caracterizada por forte reacao
de hipersensibilidade tardia, que envolve, principalmente, linfécitos T (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; CHRISTENSEN et al., 2019). A LCD ¢ caracterizada pelo
aparecimento de mais de 10 lesdes polimérficas em grandes dreas corporais, que podem
envolver a face, orelhas, tronco e membros; o acometimento da mucosa nasal € observado em
grande parte dos casos. Individuos com LCD apresentam baixos niveis circulantes de citocinas
Th1 no sangue (MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019). A LD € uma forma rara e grave
de leishmaniose cutdnea em que os parasitos se multiplicam incontroladamente nas diversas
lesdes da pele e ao contrdrio das lesdes da LCD, ndo sdo ulceradas. Na LD ocorre nos

individuos, anergia, um mecanismo no qual os linfécitos T sdo funcionalmente inativados;
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sendo assim, esses individuos sdo incapazes de montar uma resposta imune celular especifica
contra Leishmania (CHRISTENSEN et al., 2019; SCHWARTZ, 2003). Meses ou anos apds o
tratamento da LCL, o individuo pode desenvolver a LM, que causa severo dano desfigurativo
na face devido as lesdes destrutivas na cavidade oral e nasofaringea em consequéncia da
exacerbacdo da resposta imune celular a presenca de Leishmania; andlises microscopicas das
bidpsias de lesdes mostram intensa reagdo inflamatéria e poucos ou nenhum parasito. O exato
mecanismo patoldgico para esse fato ainda ndo foi elucidado, porém, acredita-se que pode ser
devido a elevada producao de TNF e INF-y por linfécitos e baixa produgdo de IL-10, sendo esta
ultima citocina, essencial para o controle da resposta imune desencadeada por TNF e INF-y
(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 paises com maior numero de casos estimados de LC no mundo (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; WORLD AND HEALTH ORGANIZATION, 2021). Na
Tabela 1 sdo apresentadas algumas espécies de Leishmania e os tipos de leishmaniose cutianea

que causam.

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

Manifestacio da doenca Espécie
Velho Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose Cutanea . . . . . . . .
Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania

aethiopica
Leishmaniose Cutanea Difusa Leishmania aethiopica
Leishmaniose Mucosa Leishmania tropica (raro) e Leishmania major (raro)
Novo Mundo, subgénero Leishmania
Leishmaniose Cutanea Leishmania infantum, Leishmania mexicana,

Leishmania pifanoi e Leishmania amazonensis,

Leishmania venezuelensis

Leishmaniose Cutanea Difusa . . . . . .
Leishmania mexicana e Leishmania amazonensis

Leishmaniose Mucosa Leishmania amazonensis
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Novo Mundo, subgénero Viannia

Leishmaniose Cutianea Leishmania.braziliensis, Leishmania guyanensis,

Leishmania panamensis, Leishmania peruviana

. . . . Leishmania panamensis
Leishmaniose Cutinea Difusa P

Leishmaniose Mucosa Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis,

Leishmania panamensis Leishmania amazonensis

Leishmaniose Disseminada . . . . . .
Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis,

Leishmania panamensis

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

O diagnéstico da LTA € baseado nas manifestacdes clinicas, que foram supracitadas, e o
diagnéstico diferencial com outras doengas sempre deve ser considerado de acordo com a forma
clinica e caracteristicas da lesdo. Por exemplo, LCL e micobacterioses atipicas apresentam
lesdes com caracteristicas semelhantes, de formato circular, bordas elevadas e purulentas
(NOGUEIRA et al., 2021), fazendo-se necessario o diagndstico diferencial. A presenca de
formas amastigotas de L. braziliensis na lesdao € padrao-ouro para o diagndstico laboratorial da
LTA, sendo que quanto mais precocemente realizado, maior a probabilidade de encontrar o
parasito na lesdo (GOTO; LINDOSO, 2012). Dessa forma, amastigotas podem ser identificados
através de esfregacos de escarificacdo da borda interna da tlcera ou da superficie de lesao
fechada, de puncdo aspirativa da les@o ou de imprint, em que um fragmento de tecido da lesdo
€ pressionado sobre uma lamina de vidro. Os esfregacos sdo corados com Giemsa, Leishman
ou corantes rdpidos e entdo visualizados no microscopio. A presenca de Leishmania na lesao
também pode ser feita por meio do cultivo in vitro do parasito (formas promastigotas), através
da bidpsia de tecidos cutaneos ou de mucosa e também por meio do isolamento in vivo de
Leishmania, em que o material é coletado, triturado em soluc¢do salina estéril e entdo inoculado
na pata ou focinho de hamsters (Mesocricetus auratus); geralmente, as lesdes aparecem ap0Os
um més (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Testes imunolégicos como a
Intradermoreacio de Montenegro, o Ensaio de Imunoabsor¢dao Enzimatica (ELISA) e a reagdo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) também sao utilizados no diagndstico laboratorial da
LTA. No teste de Montenegro, preparagdes contendo formas promastigotas de Leishmania

(mortas ou lisados dessas células) s@o injetadas, geralmente no braco, de individuos a serem
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diagnosticados, induzindo naqueles com exposicdo prévia ao parasito, uma reacdo de
hipersensibilidade tardia (DTH) (OLLIARO et al., 2013). O ELISA e a RIFI sdo uteis na
detec¢do de anticorpos anti-Leishmania, sendo mais utilizados como métodos diagndsticos
complementares aos de identificacdao do parasito na lesio (BRACAMONTE et al., 2020) e na
triagem de pacientes com suspeita da doenca (PENA et al., 2020), porém, seu uso € limitado a
grandes centros devido ao alto custo (KUMARI et al., 2021). Para o ELISA, o tipo de antigeno
utilizado determinard a sensibilidade e especificidade do método; o mais utilizado € o antigeno
soldvel bruto, preparado pelo congelamento-descongelamento de promastigotas de Leishmania
em tampao fosfato-salino, e a sensibilidade varia de 92 a 95%. Para a RIFI, lesdes recentes (um
a seis meses) exibirdo resultado sorolégico negativo, € nos casos positivos, o titulo de anticorpos
serd maior em individuos com multiplas lesdes; a sensibilidade do teste chega a 100% na forma
mucosa (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Entretanto, tanto o ELISA quanto o RIFI podem
apresentar reacdo cruzada com outras doencgas, como a doenga de Chagas, o que diminui a
especificidade dos métodos (GOMES et al., 2014). Testes moleculares de alta sensibilidade e
especificidade, mesmo quando a carga parasitaria € baixa, como o da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), em que € possivel a deteccdo do DNA do parasito em amostras de pele ou
mucosa, também sdo empregados, porém, seu uso também estd limitado a centros de pesquisa
e laboratérios de grande porte devido ao alto custo (KUMARI et al., 2021).

A variabilidade genética dos hospedeiros e de Leishmania, aliada as distintas respostas
imunoldgicas causadas pelas diferentes espécies do parasito, tornam complexo o
desenvolvimento de vacinas humanas contra as leishmanioses. Ainda nao hd nenhuma vacina
aprovada contra essas doengas, o que torna a quimioterapia fundamental no combate as
leishmanioses, além de outras medidas de sadde publica, como o combate aos vetores
transmissores (WHYTE; ZUFFEREY, 2017).

Os medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses sao limitados e vém sendo
usados hd mais de 50 anos, como no caso dos antimoniais pentavalentes antimoniato de
meglumina (Glucantime®) e estibogluconato de sédio, que s@o os primeiros medicamentos de
escolha desde o inicio do século XX. A partir de 2005, porém, eles deixaram de fazer parte dos
protocolos de tratamento utilizando monoterapia em muitas regides, principalmente na India,
dada a alta incidéncia de falha, aliada entre outras, a resisténcia de L. donovani (PONTE-
SUCRE et al., 2017). No Brasil, o antimoniato de meglumina é o medicamento de primeira
linha, sendo o estibogluconato de sédio nao comercializado no pais (BRASIL, MINISTERIO

DA SAUDE, 2017). A anfotericina B, comercializada como desoxicolato de anfotericina B e
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na forma lipossomal, € usada como medicamento de segunda escolha no tratamento das
leishmanioses quando os antimoniais sao ineficazes. H4 ainda a pentamidina, o alopurinol e a
paromomicina, que sdo usados na terapéutica, sendo todos, administrados por via parenteral
(principalmente, vias endovenosa e intramuscular). A miltefosina € o tinico medicamento oral
disponivel para o tratamento das leishmanioses. Fato comum a todos os medicamentos usados
no tratamento da doenca sdo os diversos e graves efeitos colaterais que eles causam, como
cardiotoxicidade e les@o renal, além da necessidade de longos periodos de internagdo para a sua
administracio (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; GHORBANI; FARHOUDI, 2018).
Além disso, casos de resisténcia a quimioterapia tém sido relatados para diversas espécies de
Leishmania, como L. donovani (GARCfA-HERNANDEZ et al., 2012), L. infantum chagasi
(FADILI et al., 2005) e até L. braziliensis (RUGANI et al., 2019). E importante destacar que,
dadas as diferentes espécies de Leishmania, as diversas manifestacOes clinicas das doencas e
como cada individuo responde aos medicamentos, além da resisténcia do parasito, os protocolos
de tratamento variam para cada pais e regidao. Levando-se em consideracdo 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 cutanea localizada
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2017; BURZA, CROFT ; BOELAERT, 2018; SILVA
etal., 2016). Na Tabela 2 sdo apresentados os principais medicamentos utilizados no tratamento

das leishmanioses, o seu mecanismo de agado, efeitos adversos e vias de administracdo.

Tabela 2 - Medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses, seu modo de ag@o especifico, efeitos
adversos e vias de administracdo

Modo de
Medicamento Mecanismo de acao Efeitos adversos administra
cao
Interferem na bioenergética de
formas amastigotas de . L .
. . . . s Artralgia, mialgia, inapeténcia,
Antimoniato de N- Leishmania. Tanto a glicdlise, ) a .
. . oy L. ndusea, vOmitos, plenitude
metil glucamina quanto a oxidagdo dos 4cidos L .
. géstrica, dor abdominal, febre,
graxos, processos localizados o
. . fraqueza, palpitagdo, insdnia IVoulM
em organelas peculiares, sdo .
craNmcr, oS nervosismo, choque
néon inibidos, sendo que essa . A
nodir o e o pirogénico, edema e
mpdom = SO inibi¢do é acompanhada de . e
o N N insuficiéncia renal aguda (IRA)
[ reducdo na producdo de ATP e
CH,OH
GTP
Age se ligando ao ergosterol da Febre, calafrios, astenia, dores
. membrana do parasito, levando musculares e articulares, I
Desoxicolato de R - . : _ v
. a formacao de poros e vOmitos e hipotensao,
anfotericina B . ~ .
consequente lise celular. alteragdes cardiovasculares,
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alteracdes pulmonares,
complicacdes renais.

A anfotericina B € incorporada
dentro de lipossomas feitos
com fosfatidilcolina, colesterol
e disterolfosfatidilglicerol.
Nessa formulagao, o
medicamento atinge niveis
plasmaticos mais elevados que
o desoxicolato de anfotericina
B. Entretanto, a meia-vida é
mais curta, pois a droga é
rapidamente sequestrada pelos
macréfagos no figado e bago,
onde atinge elevadas
concentragoes.

Febre, cefaleia, nduseas,
vOmitos, tremores, calafrios e
dor lombar.

v

Liga-se a subunidade 30S dos
ribossomos, interferem com a
iniciacdo da sintese de
proteinas através da fixagdo do
complexo ribossdomico 30S-
50S no cédon de iniciagdo do
mRNA, o que leva a
acumulagdo de complexo de
iniciagdo anormal.

Ototoxicidade e problemas na
fungado hepatica

M

Principal modo de agéo é
incerto; apoptose e inibi¢do da
citocromo C oxidase.

Teratogenicidade

Oral

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

1.2. Imunobiologia das leishmanioses

O sistema imune € uma rede interativa de 6rgaos linféides, células, fatores humorais e

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

representa nossa maquinaria de defesa contra diversos microrganismos a que SOmos

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

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

constituida por barreiras fisicas, quimicas e microbioldgicas, por células como neutréfilos,

mondcitos e macréfagos, sistema do complemento, citocinas e proteinas de fase aguda. Ja a
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resposta imune adaptativa € uma resposta mais lenta, uma vez que ¢ mediada por reacdes
especificas dependentes de anticorpos com o envolvimento de linfécitos T e linfécitos B,
podendo levar semanas ou meses para se desenvolver (MCCOMB et al., 2019). Em caso de
infecc¢do por Leishmania, a principal resposta envolvida € a resposta imune inata, uma vez que
a localizacdo dos parasitos no interior dos macréfagos impede uma reposta especifica mediada
por anticorpos (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2017). O papel da imunidade adaptativa
nas leishmanioses nao estéd totalmente elucidado, se ela auxilia no combate a infec¢ao ou se é
responsdvel por seu agravamento. Entretanto, altos titulos de anticorpos ndo especificos, IgG e
IgM, se correlacionam com uma alta carga parasitaria e gravidade da leishmaniose visceral em
modelo animal e em humanos, aliados a uma fraca resposta imune celular Thl, estando esta
relacionada a baixa producdo de IFN-y (DEAK et al., 2011; KUMAR; NYLEN, 2012;
MAGALHAES etal., 2021; SILVA-BARRIOS et al., 2016). Na leishmaniose tegumentar, altos
titulos de anticorpos IgG ndo especificos em pacientes também tém sido relacionados a
gravidade da doenca, destacando-se a leishmaniose mucosa e a leishmaniose cutanea
disseminada, porém, o fato esté relacionado a uma forte resposta imune celular Thl, devido a
alta producdo de IFN-y e CXCL10, sendo esta ultima uma quimiocina que facilita a migragao
de leucécitos (MAGALHAES et al., 2021; ROMERO et al., 2005; VALLI et al., 1999). Além
disso, a produgdo desses anticorpos pode ocorrer tanto por meio da ativacao das células B pelas
células T ou a propria Leishmania pode induzir a expansao 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 titulag@o de anticorpos nas leishmanioses, tanto na infec¢ao
animal quanto em humanos, tem sido melhor empregada como método diagnéstico da doenga
(KUMAR; NYLEN, 2012; MAGALHAES et al., 2021; ROSTAMI; KHAMESIPOUR, 2021;
SUNDAR et al., 2002).

O inicio da resposta imune inata do hospedeiro para erradicacdo de Leishmania €
caracterizado pelo recrutamento de mondcitos, neutréfilos, células dendriticas (DC) e células
natural killer (NK) para o local da infeccdo, onde essas células apresentam papel crucial e
distinto para a polariza¢do da resposta imune iniciada, para o tipo Th1l ou Th2. O recrutamento
dessas células, as principais efetoras da resposta imune inata, é essencial, uma vez que
macréfagos e DC residentes da pele ndo sdao capazes de conter o processo infeccioso
desencadeado pela presenca do parasito (GLEZER et al., 2000; GORHAM et al., 1996;
REINER; LOCKSLEY, 1995). Mondcitos, neutréfilos, células dendriticas (DC) e células NK

apresentam em sua superficie os chamados receptores do tipo Toll (TLRs) que sdo capazes de
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reconhecer moléculas de Leishmania (padroes moleculares associados a patégenos - PAMPs)
como o lipofosfoglicano (LPG), e esse estimulo especifico ativa nessas células cascatas
intracelulares de sinalizacdo, como por exemplo, fagocitose, produ¢do de citocinas e liberacdo
de mediadores inflamatdrios, que irdo contribuir para a ativagdo e recrutamento de mais células
a fim de combater o parasito (BARRAL-NETO et al., 1998; REINER; LOCKSLEY, 1995). E
importante ressaltar que mondcitos sdo leucdcitos derivados da medula dssea e que circulam no
sangue, diferenciando-se em macréfagos e DC quando recrutados nos tecidos (CHIU;
BHARAT, 2016).

Os mondcitos (macréfagos) recrutados para o local da infec¢do podem fagocitar
Leishmania e eliminar o parasito por meio da “explosdo respiratoria”, caracterizada pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion superdxido (O2°) e perdxido
de hidrogénio (H202) (KIMA; SOONG, 2013) ou podem se diferenciar em DC, como acima
mencionado, e fagocitar Leishmania, tornando-se ativados e apresentando esse antigeno
juntamente com moléculas coestimulatérias, para as células T CD4* naive, o que inicia a
resposta imune adaptativa e o processo de polarizacao Thl ou Th2 supracitado (NONATO et
al., 2014). Caso a apresentac@o antigénica das DC para as células T CD4" naive ocorra sem a
presenca de sinais coestimulatdrios, ocorrerd anergia do sistema imune, ou seja, o individuo
serd incapaz de montar uma resposta contra Leishmania (GRONSKI; OHASHI, 2006). Por
outro lado, as DC diferenciadas de mondcitos que nao fagocitam o parasito, as chamadas DC
bystander, t€tm a capacidade de aumentar a expressio de seu complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe II e também de produzir IL-12, citocina fundamental
para a polarizacao do tipo Thl, o que potencializa e acelera esse processo iniciado pelas DC
infectadas (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). A expressao do MHC de classe
II é fundamental para a fun¢do das DC como células apresentadoras de antigenos (APCs),
proporcionando um elo entre a imunidade inata e adaptativa (REINER E LOCKSLEY, 1995).
Assim, as DC ndo infectadas por Leishmania e, portanto, produtoras de IL-12, agem
sinergicamente com as DC infectadas, que ndo produzem essa citocina, na polarizagao para o
tipo Thl.

Em relagdo aos neutréfilos e L. braziliensis, essas células do sistema imune contribuem
na elimina¢do do parasito ao liberarem armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs), que
sao uma rede extracelular constituida por substancias granulares e componentes nucleares,
capazes de matar promastigotas do parasito, e também ao modularem positivamente os

macréfagos, induzindo uma maior producdo de TNF e Oz por essas células (NOVALIS et al.,
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2009; PAPAYANNOPOULOS, 2018; SCOTT; NOVAIS, 2016). Ja as células NK recrutadas
para o local da infeccdo, podem produzir IFN-y e essa citocina induz as DC a produzirem mais
IL-12 (SCOTT; NOVALIS, 2016).

Na resposta imune do tipo Th1, os linfécitos Th1 produzem altos niveis de citocinas pro-
inflamatoérias, como IFN-y, TNF e IL-2, que levam a ativacdo de macréfagos (M1) e eliminagdo
de Leishmania por essas células, através da producdo de 6xido nitrico (NO), principalmente.
Citocinas pré-inflamatérias também sdo produzidas por macréfagos M1, como TNF, IL-12 e
IL-18 (KOSTKA et al., 2010). Em contrapartida, as DC infectadas derivadas de mondcitos, ao
iniciarem o processo de polarizagdo como mencionado anteriormente, podem também
promover a polarizac¢do para o tipo Th2. Linfécitos Th2 sdo produtores de 1L-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 6xido nitrico sintase induzivel (INOS), culminando em maior producdo de poliaminas e
menos NO pelos macréfagos, favorecendo a proliferacao de Leishmania, e, portanto, a infec¢ao.
A poliamina espermidina € crucial para tripanossomatideos, como Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi e Leishmania, uma vez que ao se conjugar com a glutationa, forma a
tripanotiona, um peptideo de baixo peso molecular que desempenha um papel fundamental na
defesa desses parasitos contra espécies reativas de oxigénio (BACELLAR et al., 2009). Além
disso, a IL-4 produzida por linfécitos Th2 promove a ativacdo alternativa dos macréfagos (M2,
secretores de IL-4, 1L-10, IL-13), os quais, entre outros mecanismos que favorecem a
proliferagcdo de Leishmania, secretam IL-4, promovendo uma retroalimentag@o positiva nesse
processo (NONATO et al., 2014; PITTA et al., 2009; SCHELLER et al., 2011). Linfécitos Th2
sdo também produtores de IL-6, e essa citocina age inibindo a producdo de IFN-y e TNF pelos
macréfagos, o que potencializa a resposta Th2 e favorece a sobrevida de Leishmania
(FOLLADOR et al., 2002). Na Figura 4 € mostrado como ocorre a polarizagdo da resposta

imune para o tipo Th1l ou Th2 e a ativagdo de macréfagos M1 ou M2.
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Figura 4 - Polarizacdo da resposta imune e ativacdo de macréfagos M1 e M2. 1) Macréfagos e células
dendriticas (DC) derivados de mondcitos apresentam peptideos antigénicos de Leishmania para os linfécitos T
CD4* naive, que se tornam ativados e se diferenciam em linfécitos efetores Thl ou Th2. 2) Linfécitos Thl
produzem altos niveis de IFN-y, TNF e IL-2, que levam a ativa¢do de macréfagos (M1). 3) Macréfagos M1
aumentam a expressdo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), com consequente aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e diminui¢do da atividade de arginase, o que culmina com a morte de
Leishmania parasitos intracelular. 4) Linfécitos Th2 produzem IL-10, IL-13 e IL-4 e TGF-B, levando a ativagdo
de macrofagos M2. §5) Macréfagos M2 apresentam atividade aumentada de arginase e diminui¢do dos niveis da
iNOS e ROS, o que acarreta a sobrevivéncia de Leishmania, como consequéncia da producdo de tripanotiona e
resisténcia ao estresse oxidativo. 5 e 6) Macréfagos derivados de mondcitos produzem TNF que € capaz de levar
a ativacdo de macrofagos M1, e também produzem IL-12 e IL-18, que ativam células NK a produzirem IFN-y e
com isso, também promoverem a ativacdo de macréfagos M1. 7) A regulagdo da ativac@o dos macréfagos M1 e
M2, e como consequéncia, do processo inflamatdrio, é feita por linfécitos T regulatérios (Treg), que secretam IL-
10, que entre outras fungdes, inibe a producdo de IL-12 por macréfagos. Adaptado de (Meira; Gedamu, 2019).

1.3. Enzimas Modificadoras de Histonas e Modificacoes Pos-traducionais

A epigenética estuda qualquer processo bioldgico reversivel e hereditario que altera a
atividade de um gene sem modificar a sequéncia do DNA. De forma mais ampla, ela avalia
como o comportamento € 0 ambiente podem promover mudangas 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
informacdo genética € lida, o que implica na regulacdo de fendmenos biolégicos importantes
como replicagdo e transcricdio (CAVALLI; HEARD, 2019). Modificagdes pds-traducionais
(PTMs) na cauda das histonas associadas ao DNA caracterizam os mecanismos supracitados e
sdo orquestradas por enzimas modificadoras de histonas (HMEs). A acetilacdo e a metilagao
sao as PTMs mais amplamente estudadas, embora existam outras descritas, como fosforilagao,

ubiquitilacdo, sumoilacdo, ADP-ribosilagdo, citrulinagdo e glicosilacio. A maioria dessas
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PTMs ocorre nos dominios N e C-terminal da cauda das histonas, porém, elas podem ocorrer
também nos dominios globulares dessas proteinas (ROTHBART; STRAHL, 2014).

As histonas sdo proteinas fundamentais para a compactacdo do material genético nas
células eucaridticas. Elas formam um octamero de proteinas ao redor do qual se liga o DNA, e
isso caracteriza a unidade bésica da cromatina e seu mais bésico grau de organizagdo, que sao
os nucleossomos. Os nucleossomos se organizam de forma regular e se tornam mais
compactados, constituindo fibras de 30 nm, que também sofrem compactacdo até atingirem o
grau de compactacdo cromossOmica. 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 compactacdo, e as histonas H2A, H2B, H3 e H4 formam o
octamero proteico (PARK; KIM, 2020). Os graus de compactagdo da cromatina e algumas das

HMESs que agem na cauda das histonas sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5 - Graus de compactacio da cromatina e o processamento da informacio genética. E possivel
observar os niveis de compactagcdo da cromatina, desde o mais simples, a dupla hélice do DNA, até a formacao
dos nucleossomos, fibra de cromatina de 30 nm e cromossomos. No quadro, a esquerda, estdo descritas enzimas
modificadoras de histonas que “escrevem” a informagao genética ao corroborarem com a transcricdo génica, como
as histonas acetiltransferases e histonas metiltransferases (Writers). Ao centro, estdo as enzimas que “apagam” a
informagdo genética ao reverterem o processo das primeiras, como as histonas deacetilases e lisina demetilases
(Erasers). A direita no quadro, estio familias de proteinas contendo dominios que sdo capazes de “ler”, ou seja,
que reconhecem as modificacdes pos-traducionais na por¢do N e C-terminal das histonas (Readers), como as
proteinas contendo bromodominios que reconhecem residuos de lisina acetiladas. Abaixo estd representada um
tipo de PTM, a metilagdo (Arrowsmith et al., 2012).

Histonas acetiltransferases (HATSs) e histonas deacetilases (HDACs), também chamadas
de lisina deacetilases, sio HMEs que catalisam as PTMs acetilacio e deacetilagdo,
respectivamente. As HATs, divididas em trés principais familias: GNAT, MYST, e CBP/p300,
utilizam o acetil-coA como um cofator e promovem a transferéncia de um grupo acetil deste,
para o grupo e-amino das cadeias laterais de lisina nas histonas. Esse processo neutraliza a carga
positiva da lisina que em pH fisiol6gico € protonada, o que consequentemente, reduz a afinidade
histona-DNA e faz com que a cromatina adote uma conformacao mais relaxada, permitindo o
recrutamento da maquinaria transcricional. Proteinas contendo bromodominios sdo pecas
importantes no processo transcricional, uma vez que sdo capazes de reconhecer e de “ler” as
modificagdes nos residuos de lisina, sendo, portanto, co-ativadoras do processo. Por outro lado,
as HDACs exercem um efeito contrario e restauram a carga positiva da lisina ao reverter a
acetilacdo, o que aumenta a interacdo das histonas com o DNA e torna a arquitetura da

cromatina mais compacta, reprimindo a transcri¢cao génica. Na Figura 6 € possivel visualizar a
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dindmica do processo de acetilagdo/deacetilagdo, além de estar representado que HATSs e
HDAC:Ss podem ter sua atividade inibida, como seré descrito mais a frente. As HDACs podem
também agir sobre outros substratos proteicos, como proteinas citoplasmaticas, incluindo a
tubulina e a HSP90, e fatores de transcricdo como o de supressdo tumoral p53, STAT3 and NF-
kB subunidade RelA. Além disso, as HDACs podem exercer sua funcdo de repressoras da
transcri¢c@o ao se ligarem a outras proteinas e formarem complexos proteicos repressores, cComo
o de Remodelamento de Nucleossomo e Desacetilase (NuRD) e o de repressao do REST
(CoREST), o qual age sobre genes neuronais (ARROWSMITH et al., 2012; HARADA;
HIDESHIMA; ANDERSON, 2016; PARK; KIM, 2020).
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Figura 6 - Dinamica dos processos de acetilacdo e deacetilacdo. Em A, a esquerda, observa-se o relaxamento
da cromatina e ativagdo transcricional ap6s o processo de acetilacdo da porcdo N-terminal das histonas, catalisado
por HATs, que utilizam acetil-coA como cofator. A esquerda, a deacetilagdo dos mesmos dominios catalisada por
HDAC:S, inibe a transcri¢@o génica ao promover a compactagdo da cromatina. Em B, observa-se a estrutura quimica
da lisina e a adigdo do grupo acetil ao grupo e-amino da cadeia lateral desse aminodcido. Adaptado de (Freitas et
al., 2021; Wang et al., 2020)

As HDACs formam uma familia de proteinas que estdo presentes em Bacteria, Archaea
e Eukarya, e 18 delas foram identificadas até 0 momento em mamiferos, agrupadas em quatro
classes diferentes: classe I, classe II e classe IV (enzimas dependentes de Zn>*), e classe 111, das
sirtuinas, que sdo enzimas dependentes de NAD" como cofator para sua atividade. A classe I
de HDACs compreende as HDACs 1-3 e 8; a classe Il compreende as HDACs 4,5, 6,7,9 ¢ 10
e € subdividida em Ila (HDACs 4, 5, 7 e 9) e IIb (HDACs 6 e 10); a classe III, que possui
similaridade com os reguladores de informacao silenciosa 2 (SIR2) de leveduras, compreende
as sirtuinas 1-7; e a classe IV, € representada pela HDAC 11 (ENGEL et al., 2015; HAILU et
al.,, 2017; SCHOLTE et al., 2017). As HDACs de classe I sdo encontradas quase que

exclusivamente no nucleo, assim como a HDAC de classe IV. As HDACs de classe II podem
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estar tanto no nucleo quanto no citoplasma, enquanto as sirtuinas, além desses, podem ter
localizagdo mitocondrial. Na Figura 7 sdo mostradas as classes de HDACs, o numero de
residuos de aminodcidos que constituem cada enzima e o tamanho da proteina, sua localiza¢ao

na célula e sua homologia com HDAC:Ss de leveduras.

Class Subtype Frotein domain Number of Protein size Localization Yeast
amino acids {(kDa) homolog
1 Hpaci — ——— 132 58 Nucleus RPD3
wpacz —(— 488 59 Nucleus
HDACS —-— 428 30 MNucleus, cytoplasm
mpacs  —(— 377 a4 Nucleus
Ta HDAC4 8] - 1,084 120 Nucleus, cytoplasm Hdal
HDACS 0 — 1,122 130 Nucleus, cytoplasm
HDAC7? G -_ 912 110 Nucleus, cytoplasm
HDAC? {1 i 1,011 160 Nucleus, cytoplasm
b HDACe (e (— 1,215 160 Nucleus, cytoplasm
HDACI10 + 1) 70 Nucleus, cytoplasm
m Sirtl 3 747 120 Nucleus Sir2
Sirtd — 380 45 Cytoplasm
Sirt3 — e — 399 28 Mitochondsria
Sirtd — 314 35 Mitochondria
Sirts — - 310 36 Mitochondria
Sirt6 — 355 39 Nucleus
Strt7 — 400 48 Nucleus
v wpact — (N — 347 39 Nucleus HOS3

Figura 7 - Classes I, I1, III e IV de HDACs. Na coluna 1 (a esquerda), estdo descritas as classes de HDACs.
Na segunda coluna € descrito quais enzimas pertencem a cada classe. O dominio catalitico das HDACs de
classe I, II e IV é mostrado em verde, e o das sirtuinas (HDACSs de classe III), é mostrado em azul, como
mostrado na terceira coluna. Na classe [la, o dominio de ligagdo ao MEF-2 é mostrado em amarelo. Em seguida,
na quarta coluna, é descrito o niimero total de residuos de aminodcidos em cada HDAC, e na quinta coluna, o
tamanho (kDa) de cada proteina. A penultima e dltima colunas, descrevem a localizagdo 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, a qual
denominaram de PFHDACI e que foi predominantemente expressa nas formas intraeritrociticas
do parasito (trofozoitos e esquizontes) e também em gametdcitos (formas circulantes e que sdao
ingeridas pelo mosquito vetor), sendo a localizacdo da enzima em sua maioria, no nucleo
(JOSHI et al., 1999). Mukherjee e colaboradores criaram um modelo homdlogo da PFHDACI
a partir da estrutura cristalografica da HDAC8 humana, validando-a como novo alvo para
terapia contra a maldria (MUKHERIJEE et al., 2008). Ja foram identificadas cinco HDACs em
P. falciparum pertencentes as classes I e I, e classes Il e IV das sirtuinas, e embora ndo
caracterizadas completamente, algumas dessas HDACs, como a PfHDA2 (classe II), estdo
relacionadas ao crescimento do parasito, gametocitogénese e fatores de viruléncia (SCHOLTE

et al, 2017). Em Trypanosoma brucei, Ingram e Horn descobriram que duas HDACs sdo
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essenciais a sobrevivéncia do parasito, as quais denominaram DAC1 e DAC3, e que estdao
localizadas primariamente no nicleo (INGRAM; HORN, 2002). Anélises recentes de Scholte
e colaboradores sobre as relagdes evolutivas entre HDACs e sirtuinas de parasitos patogénicos,
mostraram que 7. brucei possui HDACs de classe I e II, e das classes I, II e III das sirtuinas.
Em Schistosoma mansoni, o mesmo trabalho de Scholte e colaboradores também mostrou a
presenca de HDACSs nesse parasito pertencentes a todas as classes, exceto a classe IV e II das
sirtuinas, 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 sirtuinas
foram identificadas até o momento. Em Leishmania, as HDACs estdo presentes em L major,
Leishmania infantum chagasi, Leishmania mexicana, Leishmania donovani e L. braziliensis,
sendo as enzimas pertencentes as classes [ e II e I, II e III das sirtuinas. Em L. braziliensis,
quatro genes de HDACs foram identificados quando comparados a ortélogos humanos
(SCHOLTE et al, 2017). Em L. infantum, Ronin e colaboradores resolveram a estrutura
cristalografica de alta resolug@o da sirtuina SIR2rp1 (RONIN et al., 2018), que demonstrou ser
essencial para a sobrevivéncia do parasito e ter atividade de ADP-ribosilagdo (em que um ou
mais residuos de ADP do NAD" sdo transferidos para a proteina alvo) sobre a tubulina,
(TAVARES et al., 2008; VERGNES et al.,, 2005). Prasanna e colaboradores, também
recentemente, clonaram, purificaram e fizeram modelagem por homologia a HDAC2 de
humanos para HDAC de L. donovani (PRASANNA et al., 2021). Além disso, outras sirtuinas
de diversos protozodrios parasitos, incluindo Leishmania, foram descritas por Religa e Waters
(RELIGA; WATERS, 2012). A relevancia da presenca de HDACs em parasitos ficou evidente
em resultados de andlises de modelagem molecular de Melesina e colaboradores, em que
pequenas diferencas foram observadas no sitio de ligacdo ao substrato, o que pode ser explorado
como ponto de partida para a inibi¢do seletiva dessas HDACs (MELESINA et al., 2015).

A metilacdo e a demetilag@o de histonas também sdo PTMs ja bem caracterizadas, sendo
a metilacdo da arginina, a primeira a ser descoberta, ainda nos anos 1970. Exemplos de enzimas
que catalisam os referidos processos sdo as metiltransferases de arginina (PRMTs) e as
demetilases de lisina (LSDI1), respectivamente (LI et al., 2021). As PRMTs catalisam a
transferéncia de um grupo metil do cofator S-adenosil-L-metionina (AdoMet, SAM) para um
grupo guanidina de residuos especificos de arginina, fazendo com que estes se tornem mono ou

dimetilados e liberando S-adenosil-L-homocisteina (AdoHcy, SAH) como co-produto



37

(SPANNHOFF, SIPPL; JUNG, 2009). Em mamiferos, nove PRMTSs foram descritas como
pertencentes as classes I (1-4, 6 e 8) e II (5, 7 e 9) (MARON et al., 2022). A metilacido das
histonas estd envolvida na regulacdo da expressdo génica, no metabolismo de RNA, no reparo
do DNA, regulacdo de splicing, entre outros. Esse processo também influencia na
hidrofobicidade e afinidade das histonas com certas proteinas, como os fatores de transcri¢ao,
e ndo altera a carga da cauda das histonas como o fazem a acetilacdo/deacetilacdio (BEDFORD,
2007; LI et al., 2021; SPANNHOFF; SIPPL; JUNG, 2009).

Em contraste as PRMTs, a LSD1 funciona como silenciadora da expressdo génica,
removendo um ou dois grupos metil da histona H3 nos residuos de lisina 4. Pelo menos 18
demetilases de lisina foram identificadas, incluindo a LSD1 (HAYWARD; COLE, 2016). Essa
enzima também pode demetilar outras proteinas regulatorias epigenéticas, como a
metiltransferase 1 de DNA (DNMTT1). A acdo repressora da LSD1 também pode ocorrer uma
vez que essa enzima tem sido associada a complexos repressores, como o CoREST. A
desregulacdo entre metilacio/demetilacdo também estd associada ao cancer (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 estd relacionada a varia¢do antigénica na membrana do parasito
(VOLZ et al., 2012). Em S. mansoni, Padalino e colaboradores identificaram cinco PRMTs e
trés LSD1, visando a descoberta de novos alvos terapéuticos 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 cristalogréfica da
PRMT6 do parasito ja foi resolvida (WANG et al., 2014). Em L. major cinco genes codificam
para PRMTs, e estudos mostram que a delecdo do gene LmjPRMT7 leva a um aumento da
infecciosidade do parasito in vitro e em modelo animal, e a super-expressao desse mesmo gene
significativamente reduz a progressao da lesdo causada pelo parasito (FERREIRA et al., 2014).
Em L. braziliensis, recentemente, Lorenzon e colaboradores caracterizaram funcionalmente as
cinco PRMTs do parasito, € mostraram que essas proteinas apresentam um papel regulatério
durante o ciclo de vida deste, sendo esta HME importante para as interagdes de Leishmania
com a célula hospedeira (LORENZON et al., 2022). Em rela¢do as LSDI, estas ja foram
identificadas em S. mansoni (CARNEIRO et al., 2020) e P. falciparum (CUI; MIAQ, 2010).

1.4. Inibidores de HDACs, PRMTs e LSD1
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Inibidores de HDACs (HDAC:I) tém sido investigados nas ultimas duas décadas como
potenciais medicamentos contra o cancer, em especial, linfomas e mieloma multiplo. Em 2006,
a Food and Drug Administration (FDA), que é uma agéncia federal do Departamento de Satide
e Servicos Humanos dos Estados Unidos, aprovou o uso do vorinostat para o tratamento de
linfoma de células T cutaneo. A romidepsina e o belinostat também sao utilizados no tratamento
desse tipo de cancer, enquanto o panobinostat € utilizado na terapia combinada para o mieloma
multiplo (CHUA et al., 2017).

A abordagem de “drug repurposing” tem sido empregada visando o desenvolvimento de
novas drogas contra doengas parasitdrias negligenciadas, uma vez que € possivel estabelecer
um paralelo entre as células cancerigenas e as células parasitdrias, j4 que ambas apresentam alta
taxa metabdlica, proliferam rapidamente e sdo capazes de evadir do sistema imune
(ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012; WANG et al., 2015a). Além disso, andlises de
similaridade de sequéncia dos dominios cataliticos d¢ HMEs humanas e de parasitos, permite
melhor identificacdo dos alvos nestes ultimos (MELESINA et al., 2015). Com essa estratégia,
inibidores de HDACs validados clinicamente, como mencionado acima, € outros inibidores
dessas enzimas e também de outras HMEs como PRMTs e LSD1, tém sido testados contra
diversos parasitos (CHUA et al., 2017; HU et al., 2008).

Estudos in vitro com HDAC1 para P. falciparum realizados por Darkin-Rattray et al., em
1996, mostraram que a apicidina, um forte inibidor de HDAC da classe dos tetrapeptideos ciclicos,
sob determinadas concentracdes, € eficaz contra esse parasito por inibir a atividade de PFHDACT e
causar a hiperacetilacio 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-parasitaria dose-dependente (ENGEL et al., 2015). Em 2012,
Kelly e colaboradores avaliaram o efeito de derivados do acido hidroxamico, que sdo uma das
classes de HDACi, em formas sanguineas de 7. brucei, e mostraram que a maioria dos compostos
testados foi eficaz em inibir o crescimento do parasito em concentracdes 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, varias classes estruturalmente diferentes de HDACi sao conhecidas, incluindo
os acidos hidroxamicos como o TSA e o SAHA, este ultimo também conhecido como vorinostat;
dcidos graxos de cadeia curta, como o acido butirico e o dcido valpréico (VPA); tetrapeptideos
ciclicos, como a romidepsina e benzamidas, como o entinostat (NEBBIOSO et al., 2012; TANG;
YAN; ZHUANG, 2013; WAGNER et al., 2013).

Os HDAC: alteram seletivamente a transcricdo génica, seja por modifica¢do na estrutura da
cromatina, por levar a acetilacdo de regides promotoras e inativar complexos co-repressores, ou
ainda, por levar a acetilacdo de diversas proteinas ndo-histonas, modificando a sua fungdo ou
atividade (BOSE; DAI; GRANT, 2014; BROCHIER et al., 2013). E importante destacar que a
inibicdo de HDACsSs leva ao aumento do processo de acetilacdo. Um dos efeitos da letalidade dos
HDAC: € o aumento da expressdo de p21, que é uma proteina envolvida na regulacio da progressao
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 inativacdo e, consequentemente, resultando na parada do ciclo
celular e diferenciacdo celular (YOO; JONES, 2006). Além disso, os HDACi podem causar
inibicdo do reparo ao DNA, geracdo de espécies reativas de oxigénio, o que promove dano ao
DNA, indug¢do da autofagia, indu¢do da apoptose, entre outros (BOSE, DAI; GRANT, 2014).

Quanto aos inibidores de PRMTs, um grande ntimero destes foi descoberto na tltima década
em todo o mundo. Pan-inibidores de metiltransferases como a sinefugina e a metiltioladenosina
foram e ainda sao utilizados como ferramenta inicial no desenvolvimento de inibidores de PRMTs-
especificos (HU et al., 2016). Triagens virtuais de vérias 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 acdo contra Giardia lamblia e P. falciparum (DE SOUZA et al., 2004).
As diamidinas t€m sido também utilizadas ha muito tempo no tratamento das leishmanioses, a
exemplo da pentamidina, e vdrios estudos envolvendo esses compostos tém sido feitos em
Leishmania com comprovagao de sua eficicia contra esses parasitos tanto em promastigotas quanto
em amastigotas intracelulares (HU et al., 2008). Entretanto, muitos desafios se interpdem na
descoberta de inibidores de PRMTs. Poucos inibidores dessas HMEs mostram seletividade para
determinada isoforma e os mecanismos estruturais de muitos desses compostos ainda ndo foram
determinados. Além disso, muitos apresentam seletividade para o substrato (histonas) e ndo para a
enzima, podendo também ter baixa eficdcia na inibicdo (DILLON et al., 2012; YAN et al., 2014).

Para os inibidores de LSD1, estes t€ém emergido principalmente na terapéutica do cancer, em

especial os hematologicos (MOULD et al., 2014). O tranylcypromine € um medicamento aprovado
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pela FDA utilizado como antidepressivo e que foi identificado recentemente por apresentar alta
capacidade de inibicdo de LSD1. Assim, pesquisadores e empresas farmacoldgicas t€m utilizado
esse medicamento para o design de novos inibidores de LSD1, como mostrado por Hayward e Cole.
(HAYWARD; COLE, 2016). Ha ainda outros inibidores de LSD1, como o CBB-1007, namoline e
GSK 354, caracterizados por alterar os niveis globais de metilacdo das histonas (MOULD et al,
2015). Os referidos inibidores de LSD1 foram testados em nosso laboratério para avaliagdo de seu
efeito leishmanicida contra L. braziliensis, porém, ndo foram eficazes contra o parasito e
apresentaram elevada toxicidade para os macréfagos, nosso modelo de célula hospedeira (DE
SOUZA, 2016). Recentemente, Carneiro e colaboradores identificaram um novo inibidor seletivo
de LSDI1 de S. mansoni, o MC3935, e mostraram que essa inibicdo seletiva levou a total
desregulacdo da transcricdo e a alteracdes estruturais que impediram a viabilidade do parasito

(CARNEIRO et al, 2020).

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

Epigenetics)

O A-ParaDDISE (http://a-paraddise.cebio.org/) foi um Projeto do tipo Consoércio
Colaborativo Internacional financiado pela Comunidade Europeia, vigente entre 2014 e inicio
de 2017, cujo objetivo foi o desenvolvimento de novos medicamentos contra doencas
parasitrias negligenciadas como a esquistossomose, leishmanioses, doenga de Chagas e
maldria. Esse projeto baseou-se em alvos epigenéticos, como as HMEs envolvidas nos
processos de acetilagdo/deacetilagdo, metilacao/demetilacdo. 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 possivel criar uma
biblioteca de compostos que pudessem ser testados contra outros parasitos humanos relevantes
para saude publica mundial, inclusive Leishmania.

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

Institui¢des participantes segundo a especialidade de cada um, como pode ser visto na Figura 8.
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WP1 Coordination and

WP3 Functional

UFRJ, USP, Fiocruz, UFV|

WP4 Phenotypic
screening
Inserm, MLU, ALU-FR,
Fiocruz BH, INO, GU,
UO, UNIROMAT, UEA

WP8 High-throughput

Wp10 Dissemination,
I, ING training, exploitation
UNIROMAT. UEA

v v '3

itro and in vivo testing, pharmacolog
Inserm, Fiocruz, Adlego, GU, UQ, UFV'

Figura 8 - Grupos de trabalho do Consércio A-ParaDDisE. Estdo representadas as Instituigdes
participantes do Projeto e as atividades desenvolvidas por cada uma, bem como a interdependéncia entre elas.
(http://a-paraddise.cebio.org/)

A Universidade Federal de Vicosa (UFV), representada pela Professora Doutora Juliana
Fietto participou de trés desses WP (WP2, WP3 e WP9) e as atividades incluiram identificacao,
clonagem e validacdo das HDACs de L. braziliensis como alvos, testes fenotipicos in vitro e
em modelo murino com inibidores de HMEs selecionados, incluindo os HDAC: e inibidores de
PRMTs e LSD1 fornecidos pelos grupos parceiros da drea de quimica.

No meu mestrado, intitulado: “Avalia¢do da ac¢do leishmanicida de inibidores de Enzimas
Modificadoras de histonas em L. braziliensis e na infeccdo de macrofagos” (DE SOUZA, 2016),
e enquanto Pesquisadora Colaboradora do Laboratério de Bioquimica Celular e Bioprodutos 1
pelo Departamento de Bioquimica 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, Franca,
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 macréfagos, permitindo-nos a continuidade

das pesquisas, cujos resultados estdo presentes neste trabalho.



Melhores inibidores de HMES testados

durante o mestrado

BSF2, BSF2E, BSF2P, THS85

Melhores inibidores de HMES testados como

Pesquisadora Colaboradora

BSF1B, BSF46B, BSF51B, BSF55B, THSS,
TH60, TH71, TH72, TH74,TH76

42
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Identificar inibidores de enzimas modificadoras de histonas com agdo leishmanicida
significativa contra L. braziliensis e investigar mecanismos moleculares do efeito leishmanicida

de inibidores HDAC:S in vitro e em modelo de infec¢do em camundongo.

2.2. Objetivos especificos:

e Determinar a citotoxicidade de inibidores de HDACs, PRMTs e LSD1 para
linhagem de macréfago usada em testes de infec¢ao in vitro;

e Determinar o efeito leishmanicida de inibidores de HDACs, PRMTs e LSD1
na infecc¢ao in vitro de macréfagos por L. braziliensis;

e Determinar o CCso, ECs e indice de seletividade (IS) dos melhores inibidores
selecionados nos ensaios de infecdo in vitro em macréfagos;

e Auvaliar os efeitos dos HDACi na viabilidade, no tipo de morte e no ciclo celular
de L. braziliensis e de macréfagos;

e Auvaliar o efeito dos HDACi sobre a produgdo de 6xido nitrico por macréfagos
infectados por L. braziliensis;

e Auvaliar o efeito dos HDACi sobre a atividade de HDACs de macréfagos ndo
infectados e infectados com L. braziliensis;

e Avaliar a toxicidade em doses repetidas dos HDACi para camundongos
BALB/c para ajuste das doses de tratamento;

e Auvaliar o efeito dos HDACi na diminuicdo da lesdo da pata de camundongos
infectados com L. braziliensis;

e Analisar o efeito in vivo dos HDACI sobre a produgdo de citocinas (TNF, INF-
v, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17);

e Analisar o efeito in vivo dos HDACi sobre as dosagens séricas de enzimas
hepaticas (aspartato aminotransferase — AST, alanina aminotransferase — ALT
e fosfatase alcalina — FAL) e da enzima renal creatinina.

e Analisar o efeito dos HDACi sobre o figado, rins, coragdo e baco dos

camundongos infectados com L. braziliensis.
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

)

Ensaios fenotipicos

in vitro

|
( é‘ Modelo de infec¢ao \

animal (BALB/c)
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cepa M2904 de L. braziliensis

As formas promastigotas de L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (tipo selvagem),
gentilmente cedidas pelo professor Dr. Luis 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 pg/mL) (USB
Corporation, Cleveland, OH, USA), pH 6.5, filtrado em membrana de 0,22 pm, e incubadas em
estufa B.O.D (Incubadora B.O.D 411D — Nova Etica) a25°C (EBASTOS et al, 2017).

Para o congelamento dos parasitos, as formas promastigotas em fase logaritmica de
crescimento (dia 5) em passagem até p3, foram centrifugadas a 1.200 x g, a 4 °C, durante 10
min e o pellet foi suspenso em Grace suplementado, procedendo-se a contagem celular em
Camara de Neubauer para obtencdo de 1 x 10° Leishmania/mL. Feito isso, foram acrescentados
em um tubo de fundo conico de 15 mL o meio Grace suplementado com o0s parasitos ja com o
volume ajustado e o dimetilsulféxido (DMSO; Neon Comercial, Vila Prudente, SP, Brasil)
(6,5% vlv), transferindo-se 1 mL desse meio para criotubos. Apds, os criotubos foram
armazenados 1h em geladeira a 4 °C, seguindo-se 24 h em freezer a -20 °C, 24 h em freezer a -
80 °C e entdo transferidos para o botijao de nitrogénio liquido para estoque, como descrito por
(DE SOUZA, 2016).

Para o descongelamento das amostras, os criotubos foram retirados do nitrogénio liquido
e deixados a temperatura ambiente. Apds o descongelamento, o conteido do criotubo foi
transferido para uma garrafa de cultivo, onde adicionou-se aos poucos, 10 mL de meio Grace
suplementado. As garrafas foram entdo incubadas em estufa B.O.D a 25 °C até a recuperagao
das células. Apds esse tempo, foram feitos repiques de 4 em 4 dias com o ndmero inicial de
1x10° células/mL para manutenciio dos parasitos (DE SOUZA, 2016), até atingir a passagem
p10. Ao chegar em pl0, as amostras foram descartadas e procedeu-se ao descongelamento de
outros criotubos, uma vez que em passagens acima de pl0, a capacidade de infec¢do dos

parasitos torna-se diminuida.

4.2. Linhagem de macréfagos Raw.264.7
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A linhagem de macréfagos 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 pg/mL)
(USB Corporation, Cleveland, OH, USA), pH 7.2, filtrado em membrana de 0,22 um, e
incubada em estufa de 5 % de CO, (Forma Series II Water-Jacketed CO; Incubators, Thermo
Scientific) a 37 °C (E BASTOS et al, 2017).

Para o congelamento das células, estas, com mais de 90% de confluéncia na garrafa de
cultivo, foram desaderidas com o auxilio de um espalhador celular e procedeu-se a contagem
em Camara de Neubauer para obtencdo de 1 x 10° macréfagos/mL. Feito isso, foram
acrescentados em um tubo de fundo codnico de 15 mL o meio RPMI suplementado com as
células ja com o volume ajustado e 0o DMSO (5% v/v), transferindo-se 1 mL desse meio para
criotubos. Apds, os criotubos foram armazenados 1 h em geladeira a 4 °C, seguindo-se 24 h em
freezer a -20 °C, 24 h em freezer a -80 °C e entdo transferidos para o botijao de nitrogénio
liquido para estoque, como descrito por (DE SOUZA, 2016).

Para o descongelamento das amostras, os criotubos foram retirados do nitrogénio liquido
e colocados em estufa de 5% de CO; a 37 °C. Apds o descongelamento, o contetido do criotubo
foi transferido para uma garrafa de cultivo, onde adicionou-se aos poucos, 10 mL de meio RPMI
suplementado. As garrafas foram entdo incubadas em estufa de 5% de CO; a 37 °C até a
recuperagdo das células (DE SOUZA, 2016). Apds esse tempo, foram feitos repiques de 2 em

2 dias com o niimero inicial de 5x10* células/mL para manuten¢io dos macréfagos.

4.3. Formas promastigotas metaciclicas de L. braziliensis

Para obten¢ao das formas promastigotas metaciclicas de L. braziliensis, fez-se um repique
inicial de 1x10° parasitos/mL em garrafa de cultivo e adicionou-se 10 mL de meio Grace
suplementado (item 4.1). As amostras foram entdo armazenadas em estufa a 25 °C durante 7
dias (fase estaciondria de crescimento determinada apés curva de crescimento) (DE SOUZA,

2016).

4.4. Compostos inibidores de HDAC (HDAC:i), de PRMTs e LSD1
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Os inibidores de HMEs estudados foram sintetizados no Instituto de Farméacia da
Universidade Martin-Luther de Halle-Wittenberg, Halle (Saale), Alemanha, pelo Professor Dr.
Wolfgang Sippl, parceiro do A-ParaDDisE.

Solugdes-estoque a 10 mM foram preparadas em 100% p/v DMSO para cada composto
e armazenadas a -20 °C. Para utiliza¢do nos experimentos in vitro foram preparadas para cada
composto solugdes de uso, em dgua destilada estéril, nas concentracdes desejadas a partir das
solugcdes-estoque a 10 mM, sendo o armazenamento feito a -20 °C (DE SOUZA, 2016). Para
utiliza¢do nos experimentos in vivo, os compostos liofilizados foram diluidos em DMSO (1%
p/v) e posteriormente, em PBS estéril, para as concentracdes desejadas, sendo preparados no

dia anterior aos experimentos.

4.5. Determinacao da citotoxicidade dos inibidores de PRMTs e LSD1 em macréfagos

Os testes para determinagao da citotoxicidade em macréfagos Raw 264.7 foram feitos em
placas de 96 pocos. As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado (item 4.2) e
foram montadas 3 placas iguais para avaliar a acdo dos inibidores apds 48 h, utilizando-se o
método da resazurina. Os inibidores, 0 DMSO (concentracdo final de 0,1% v/v) (controle
negativo) e anfotericina B (3,4 uM) (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 s6dio e comumente
utilizada em ensaios de cultivo celular como um indicador colorimétrico de proliferacao e
viabilidade. Em sua forma oxidada, a resazurina € um corante azul, e quando h4a presenca de
atividade metabdlica celular, ela é reduzida a resorufina, que apresenta coloracao 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 ImM em PBS, filtrada em membrana 0,22 uM e armazenada em frasco ambar a 4

°C (DE SOUZA, 2016).

4.6. Determinacao do efeito leishmanicida de inibidores de PRMTSs e LSD1 no ensaio de
infeccao de macrofagos por L. braziliensis

Os testes de infeccdo in vitro foram realizados em placas de 96 pocos. Inicialmente,
foram montadas placas com os macréfagos Raw 264.7 e posteriormente foi feita a infeccao

dessas células com formas promastigotas enriquecidas em formas metaciclicas de L.
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braziliensis (item 4.3), na proporcdo de 15:1 (Leishmania/macréfago). Feito isso, foram
adicionados os inibidores e os controles, nas mesmas concentracdes descritas no item 4.5 e
avaliou-se a acdo dos inibidores ap6s 48 h pelo método da resazurina ou por quantificagao de
fluorescéncia em leitora de microplacas (Spectramax MS5). Foi seguido o mesmo protocolo

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

4.7. Determinacao da concentracao citotoxica (CCso) dos inibidores de HMEs em
macroéfagos

Os testes para determinagdo do CCso dos inibidores de HMEs em macréfagos Raw 264.7
seguiram 0 mesmo protocolo descrito no item 4.5 e por (DE SOUZA, 2016). Entretanto, as
concentracdes dos inibidores testadas foram: 120 uM, 100 uM, 80 uM, 40 uM, 30 uM, 20 uM,
10 uM, 5 uM, 2.5 uM e 1 uM, DMSO (0,8% v/v) (controle negativo) e anfotericina B (3,4 uM)
(controle positivo).

Os célculos para determinacdo do CCso foram feitos no GraphPad Prisma Versao 5.03.

4.8. Determinacao da concentracao efetiva (ECso) dos inibidores de HMEs no ensaio de
infeccao de macréfagos por L. braziliensis

Os testes de infeccdo in vitro foram realizados seguindo o mesmo protocolo descrito no
item 4.6 e por (E BASTOS et al, 2017). Entretanto, as concentragdes dos inibidores testadas
foram 80 uM, 40 uM, 30 pM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM and 1 puM, DMSO (0,8% v/v)
(controle negativo) e anfotericina B (3,4 uM) (controle positivo).

Os calculos para determinagao do ECso foram feitos no GraphPad Prisma Versao 5.03.

4.9. Determinaciao da concentracio efetiva (ECs0) dos HDACi em formas promastigotas
de L. braziliensis

Os ensaios para se determinar o ECso dos compostos em promastigotas de L. braziliensis
foram feitos em placas de 96 pocos. Os parasitos foram cultivados segundo descrito no item 4.1
e as placas foram montadas adicionando-se 4 x10° parasitos em um volume final de 200
pL/poco. Posteriormente, foram adicionados nas placas 4 puL dos compostos para as
concentragdes finais de 80 uM, 40 pM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM and 1 uM, 4 pL
de DMSO (0,8% v/v) (controle negativo) e 2,5 uL de anfotericina B (3,4 uM) (controle

positivo); todos em quadruplicata. Um controle para avaliar o crescimento de Leishmania na
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auséncia dos compostos também foi feito, constando apenas de parasitos e meio Grace
suplementado. As placas foram incubadas em estufa B.O.D a 25 °C e avaliou-se a acdo dos
inibidores apds 48 h pelo método da resazurina ou por quantificacdo de fluorescéncia em leitora
de microplacas (Spectramax MS5). Foi seguido o mesmo protocolo descrito por DE SOUZA,
2016.

Os célculos para determinacdo do ECso foram feitos no GraphPad Prisma Versao 5.03.

4.10. Indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) foi calculado como a razdo obtida entre os valores de CCsg /

ECso.

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

L. braziliensis M2904 e M2904-GFP e macrofagos Raw 264.7 foram cultivados conforme
descrito anteriormente nos itens 4.1 e 4.2, respectivamente. Os parasitos foram tratados por 48
h com o0 ECso, 2x ECs0 € 3x ECs0, uma vez que as sensibilidades entre o método da resazurina
in vitro e da CF sdo diferentes. O ECs utilizado foi o determinado nos testes in vitro pelo
método da resazurina (item 4.9). Os macréfagos foram tratados com o ECso determinado para
amastigotas intracelulares de L. braziliensis nos ensaios de infecg@o (item 4.8), uma vez que
nessa concentracao 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 interferéncia do GFP com o FITC conjugado com a anexina-V.

Para os ensaios, seguiu-se 0 mesmo protocolo descrito por (SOUZA et al, 2020).

4.12. Avaliacao da producao de 6xido nitrico (NO) por macréfagos Raw 264.7 infectados
com L. braziliensis

O ensaio de infec¢do de macrofagos 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
THS85 por 48 h nas concentracdes do ECso, 2x ECso e 3x ECso, 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 pogos e os macréfagos
foram cultivados seguindo-se o protocolo descrito no item 4.5. Da mesma forma, o ensaio de
infeccdo foi feito como descrito em 4.6. As células foram tratadas por 48 h com o TH74 e TH85
nas concentracdes do ECso, 1/2 ECso e 1/4 ECso, todos em duplicata bioldgica. O ensaio de
atividade de HDAC foi medido utilizando-se o Kit Fluorometric Activity Assay (Cayman
Chemical, Michigan, USA - #600150) e as recomendacdes do fabricante foram seguidas. Este

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

4.14. Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas de 4 a 8 semanas provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa — UFV. Os animais foram acondicionados
no biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular DBB/UFV, situado na Vila
Gianetti, casa 29 (Biofarmacos) onde foram mantidos em condi¢cdes controladas de
luminosidade (ciclo 12 h claro/12 h escuro), de temperatura (21 + 2 °C) 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 4gua filtrada utilizada foi proveniente do sistema de
abastecimento da Universidade Federal de Vigosa e a racdo oferecida foi do tipo comercial
apropriada para ratos e camundongos. Os animais receberam dgua e comida ad libitum. As
gaiolas foram higienizadas duas vezes por semana com hipoclorito de sédio (1% v/v) comercial.
Apo6s a limpeza e desinfeccdo das caixas, a maravalha foi reposta. Todos os animais foram
submetidos a um periodo de adaptacdo de cinco dias antes do inicio dos experimentos. A
experimentacio animal foi aprovada pelo Comité de Etica em Uso de Animais — CEUA/UFV
sob o Processo nimero 52/2017 e respeitando os principios éticos do Cédigo de Etica

Profissional do Médico Veterinario.

4.15. Teste de toxicidade aguda

Ap6s o periodo de adaptacdo dos animais, estes foram aleatoriamente divididos em 5

grupos contendo 5 animais cada e entdo foram administrados os HDACi e o DMSO para o teste
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de toxicidade aguda. O Grupo 1 — controle, ndo recebeu nenhum tratamento; ao Grupo 2 foi
administrado DMSO (1% v/v - mesma concentragdo usada para diluir os compostos; controle
negativo); ao Grupo 3 foi administrado o HDACi TH74 na concentragdo de 20 mg/kg/dia; ao
grupo 4 foi administrado o HDACi TH74 na concentracdo de 10 mg/kg/dia e ao grupo 5 foi
administrado o HDACi TH74 na concentracao de 5 mg/kg/dia. A administracdo 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 concentragdes utilizadas e o tempo de administracdo dos HDACi
foram escolhidos com base nas recomendagdes do Ministério da Sadde para o tratamento de
leishmaniose cutanea (LC) por L. braziliensis e em trabalhos com a referida espécie em modelo
de infeccdo animal (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2017; COELHO et al, 2016;
INACIO et al., 2014; SANTOS et al., 2014).

O HDAC: 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 lesao

O desenvolvimento de lesdo por L. braziliensis em modelo animal foi avaliado tanto por
infeccdo na pata quanto na orelha. Apds o periodo de adaptacdo, 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 uL de PBS)
utilizando agulha 31 G (6 mm x 0,25 mm). Apds sete dias de infec¢do, uma vez por semana,
durante nove semanas, o tamanho da lesdao foi medido por meio de um micrometro (modelo
1015 MA; LS, Starret Co, Itu, SP, Brasil). O tamanho da lesdo foi determinado pela diferenca
de espessura entre a pata infectada (esquerda) e a pata contralateral nao infectada.

Para avaliacdo do desenvolvimento da lesdo na orelha, os animais (n=6) foram
infectados por via intradérmica no pavilhdo auricular central esquerdo com formas
promastigotas (descrito no item 4.3) de L. braziliensis (1x10° parasitos em 10 uL 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 lesdo. O tamanho da lesdo, bem
como a sua caracterizacdo, 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 pontuacdo (score) desenvolvido por Schuster e
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colaboradores em 2014 para padronizar o monitoramento de lesdes por Leishmania em modelo

murino apds infeccdo intradérmica na orelha.

4.17. Tratamento com os HDACi

O protocolo de tratamento com os HDACIi e demais ensaios realizados foram conduzidos
com o0s animais apds infec¢do na pata. Na segunda semana apods a infec¢do, 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 fisioldgico (200 uLL de NaCl 0,9% p/v); Grupo 2 - tratado com
DMSO (1% v/v - mesma concentracdo 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 THS85 (10
mg/kg/dia). O Glucantime® utilizado no experimento foi gentilmente cedido pelo Instituto
René Rachou - Fundaciao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ MINAS), Belo Horizonte, Brasil. As doses
administradas dos HDAC:i e dos controles foram estabelecidas ap6s o teste de toxicidade aguda

(item 4.12).

4.18. Eutanasia

Apo6s seis semanas de infec¢do, os animais foram eutanasiados para a realizacdo dos
ensaios de quantificacdo da carga parasitiria na pata, dosagens bioquimicas de enzimas
hepdticas e renal, avaliacdo do perfil de citocinas por citometria de fluxo e andlises
histopatoldgicas. A eutandsia foi realizada pela técnica de deslocamento cervical em
substituicdo a utilizacdo de barbitiricos ou outros anestésicos gerais injetaveis recomendados
pela resolucdo 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (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 parasitaria
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O ntimero de parasitos na pata infectada dos animais foi estimado pelo ensaio de dilui¢ao
limitante (AFONSO; SCOTT, 1993; DE ALMEIDA MARQUES-DA-SILVA et al., 2008). A
pata esquerda infectada foi retirada dos animais em condicdes assépticas e mantida em tubo de
fundo conico contendo meio de Grace suplementado (item 4.1). Em seguida, a pata foi
macerada com o auxilio de um triturador de tecido em vidro do tipo Potter-Elvehjem, individual
para cada grupo de trabalho. A suspensdo proveniente de cada amostra foi transferida para um
tubo de fundo conico de 15 mL e centrifugada a 42 x g/4 °C/1 min. O sobrenadante da
centrifugacdo foi entdo transferido para outro tubo de fundo conico de 15 mL e centrifugado a
1540 x g/4 °C/10 min. O pellet resultante foi ressuspenso em 500 pL de meio de Grace
suplementado e adicionado, em duplicata, nos primeiros pogos de placas de 96 pocos de fundo
chato (assim, cada pogo contendo 200 puL da suspensdo). Nos demais pocos da placa de 96,
foram adicionados 160 pL de meio de Grace suplementado. Procedeu-se entdo a dilui¢do
limitante 1:5, transferindo-se 40 uL. dos primeiros pogos para os seguintes. As placas foram
vedadas com parafilm e incubadas em estufa BOD a 25 °C por pelo menos 15 dias, para
avaliacdo da presencga de Leishmania utilizando-se microscopio invertido. Os resultados foram

expressos como -log da ultima dilui¢do 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 condig¢des assépticas e colocados em tubos de fundo conico
de 15 mL contendo meio Grace base. As amostras foram entdo maceradas com o auxilio de um
pistilo e o conteudo foi transferido para outro tubo de fundo conico 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 entdo
realizada a contagem do ndmero de células em PBS e azul de tripan, com dilui¢do de 50x,
ajustando-se o volume para 2,5 milhdes de células por pogo (2,5 x 10° células) em 500 pL.
Apos a contagem, as células foram plaqueadas em placas de 48 pogos na auséncia e na presenga
de 25 png de estimulo: antigeno de L. braziliensis (LbAg - extrato puro de promastigotas em fase
estaciondria de crescimento), sendo incubadas por 72 h a 37 °C em estufa de 5% de CO». Apés
esse tempo, o sobrenadante da cultura foi coletado e transferido para um microtubo de
centrifugacao de 2 mL, de onde as amostras foram coletadas e preparadas para as dosagens de

citocinas no citdmetro de fluxo. Para a dosagem de citocinas foi utilizado o kit comercial BD™
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CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Bioscicences, San Diego, CA) e foram seguidas
as recomendacdes do fabricante.

Os protocolos na experimentagdo animal foram adaptados de EMERICK, 2016.

4.21. Dosagem de enzimas hepaticas e renal

As dosagens bioquimicas foram feitas no plasma dos animais. Previamente a coleta do
sangue, 200 uL de heparina sédica (2,5 U) (diluida em solucdo salina foram aplicados nos
animais por via intravenosa na cauda utilizando agulha 31 G. Apés 1 h, o sangue foi coletado
pelo plexo retro-orbital em microtubo para centrifugacdo e entdo centrifugado a 2000 x g/10
min/ 4 °C. O plasma foi coletado com o auxilio de uma pipeta e transferido para outro microtubo
de centrifugagdo e armazenado a -20 °C até o momento das dosagens bioquimicas.

Foram utilizados kits comerciais da empresa Bioclin (Quibasa-Bioclin®, Belo Horizonte,
Brasil) para as dosagens do marcador renal creatinina (kit creatinina cinética) e marcadores
hepdticos: transaminase pirtvica (kit transaminase ALT/TGP), transaminase oxalacética (kit
transaminase AST/TGO) e fosfatase alcalina (kit fosfatase alcalina cinética), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. Os kits foram gentilmente cedidos pela referida empresa através
do Projeto Bioclin Educar, vertente Bioclin-Pesquisador.

As andlises bioquimicas foram feitas em colaboracdo com o Laboratério de Andlises

Clinicas do Departamento de Nutri¢do da UFV.

4.22. Analises histologicas

Figado, rins, bago e coracdo foram coletados para realizacdo das anélises histopatolégicas
dos animais. Fragmentos de cada 6rgdo foram fixados em solucdo Karnovsky (glutaraldeido
2,5% viv e paraformaldeido 4% v/v em tampao de fosfato de sédio 0,1 M, pH 7.2) por 24 h
(KARNOVSKY, 1965). Apés o periodo de fixagdo, os fragmentos foram desidratados em série
crescente de etanol (70, 80, 90, 100% v/v), clarificados em xileno e emblocados em parafina.
Seccdes semi-seriadas com espessura de 5 um foram obtidas em micrétomo rotativo de cada
fragmento. Em seguida, as 1aminas contendo os cortes histoldgicos foram desparafinizadas com
xileno, hidratadas em solu¢des decrescentes de etanol, coradas com hematoxilina-eosina (HE)
e montadas com Entellan. Dez regides de cada tecido foram avaliadas por animal, utilizando

microscopio de luz em aumento de 400x. Alteragdes histopatoldgicas foram avaliadas de forma
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semi-quantitativa e foram atribuidos quatro niveis de danos, sendo eles: (-) sem alteracdes
histolégicas e, portanto, manuten¢do da arquitetura tecidual normal do 6rgdo; (+) discreta, que
envolve a ocorréncia de alteracdo em um dos campos histoldgicos analisados, em pelo menos
um animal por grupo; (++) moderada, quando a patologia foi encontrada em dois ou mais
campos histolégicos analisados, em pelo menos um animal por grupo; e (+++) severa, quando
a alteracdo histoldgica encontrada em mais de dois campo histolégicos, 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 presenca de formas amastigotas de
L. braziliensis no bago, fragmentos do 6rgdo foram observados em aumento de 1000x
utilizando-se 6leo de imersao.

As andlises histoldgicas foram feitas em colaboracdo com a Professora Mariana Neves e
com o doutorando Luiz Otdvio Guimardes do Programa de P6s-Graduacao em Biologia Celular

e Estrutural da UFV.

4.23. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prisma versao 5.03. As diferencas
estatisticamente significativas foram identificadas utilizando-se one-way ANOVA. Quando p
< 0,05, os resultados foram considerados estatisticamente significantes e foram identificados

por asterisco (¥), # ou °.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para fins de melhor entendimento dos resultados, estes foram separados em Resultados
para HDACI, para os quais tem-se os resultados mais abrangentes (fenotipicos, mecanisticos in
vitro e ensaio in vivo) e Resultados para os inibidores de PRMTs e LSD1, para os quais tem-se

somente os ensaios fenotipicos 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 selecdo dos mais efetivos e estudos dos

mecanismos de a¢do in vitro. A seguir, o artigo € apresentado na sua integra.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywards: The protozoan parasite Leishmania braziliensis is a major causative agent of the neglected tropical diseases
Tegumentary leishmaniasis Cutaneous and Mucocutaneous Leishmaniases in the New World. There are no vaccines to prevent the infection
:‘:-ef:‘hmﬂﬂfﬂ braziliensis and the treatment relies on few drugs that often display high toxicity and costs. Thus, chemotherapeutic al-
pigene

ternatives are required. Histone Deacetylases (HDACs) are epigenetic enzymes involved in the control of
chromatin structure. In this work, we tested an in-house library of 78 hydroxamic acid derivatives as putative
inhibitors of L. braziliensis HDACs (HDACI). The compounds were evaluated in relation to the toxicity to the host
cell macrophage and to the leishmanicidal effect against L. braziliensis during in vitro infection. Eight HDACi
showed significant leishmanicidal effects and the top 5 compounds showed effective concentrations (ECs) in the
range of 4.38 to 10.21 uM and selectivity indexes (SI) from of 6 to 21.7. Analyses by Transmission Electron
Microseopy (TEM) indicated induction of apoptotic cell death of L. braziliensis amastigotes with a necrotic

Histone deacetylases inhibitors
Hydroxamic acid derivatives
Drug discovery

Abbreviations: HDACs, Histone deacetylases; HDACi, HDACs inhibitors; FC, flow cytometry; TEM, Transmission Electron Microscopy; NO, nitric oxide; CL, cuta-
neous leishmaniasis; DCL, diffuse cutaneous leishmaniasis; DsCL, disseminated cutaneous leishmaniasis; ML, mucocutaneous leishmaniasis; ATL, American
Tegumentary Leishmaniasis; HMEs, histone modifying enzymes; HATs, histone acetyltransferases; CCsg, cytotoxic concentration; ECgg, effective concentration; PS,
phosphatidylserine; PI, propidium iodide

Corresponding author at: Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBB) — Universidade Federal de Vigosa, Av. P. H. Rolfs s/n, Vicosa, Minas Gerais
CEP: 36570-000, Brazil.

E-mail addresses: luciana.angelosz@gmail.com (L. Angelﬂ de Souza), matheusbasto@gmail.com (M. Silva e Bastos), joicebgi@gmail.com (J. de Melo Agripino),
thiagosonofre@gmail.com (T. Souza Onofre), lourdes.fanny@gmail.com (L.F. Apaza Calla), Tino.heimburg@pharmazie.uni-halle.de (T. Heimburg),
Ehab.ghazy@pl izie.uni-halle.de (E. Ghazy), Theresa.bayer@pharmazie.uni-halle.de (T. Bayer), vhferraz@gmail.com (V.H. Ferraz da Silva),
pauladutrar@gmail.com (P. Dutra Ribeiro), leandra.li Licursi de Oliveira), gustavo.bressan@ufv.br (G. Costa Bressan),
mralamego@hotmail.com (M.R. de Almeida Lamégo), abelardo, junior@ufv.br (A. Silva-Junior), raphael.vasconcellos@ufv.br (R. de Souza Vasconcellos),
anamarcial @gmail.com (A.M. Suarez-Fontes), juh_biomed@yahoo.com.br (J. Almeida-Silva), marcos.vannier@ioc.fiocruz.br (M.A. Vannier-Santos),
Raymond.Pierce@pasteur-lille.fr (R. Pierce), wolfgang.sippl@pharmazie.uni-halle.de (W. Sippl), jufietto@ufv.br (J. Lopes Rangel Fietto).

! Present address: Matheus Silva e Bastos: Department of Pharmacology & Toxicology Indiana University School of Medicine 635 Barnhill Drive MS A405
Indianapolis, IN, 46202, USA.

? Present address: Thiago Souza Onofre: Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sio
Paulo, Sao Paulo, Brazil.

si@ufv.br (L

https://doi.org/10.1016/j.bep.2020.114191

Received 15 May 2020; Received in revised form 1 August 2020; Accepted 3 August 2020
Available online 07 August 2020

0006-2952/ © 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

57



L. Angelo de Souza, et al.

58

Biochemical Pharmacology 180 (2020) 114191

phenotype. An altered chromatin condensation pattern and cellular disorganization of intracellular amastigotes
was also observed. A tight connection between the mitochondrion and nuclear protrusions, presumably of en-
doplasmic reticulum origin, was found in parasites but not in the host cell. In flow cytometry (FC) analyses,
HDACI promoted parasite cell cycle arrest in the G2-M phase and no changes were found in macrophages. In
addition, the direct effect of HDACi against the promastigotes showed apoptosis as the main mechanism of cell
death. The FC results corroborate the TEM analyses indicating that the HDAC] lead to changes in the cell cycle
and induction of apoptosis of L. braziliensis. The production of nitric oxide by the infected macrophages was not
altered after treatment with the top 5 compounds. Taken together, our results evidenced new HDACI as pro-
mising agents for the development of new treatments for American Tegumentary Leishmaniasis caused by L.

braziliensis.

1. Introduction

Parasites of the genus Leishmania are the causative agents of leish-
maniasis, a spectrum of neglected tropical diseases associated with high
mortality and morbidity worldwide [1]. Leishmania parasites are
transmitted to the vertebrate host during the blood meal of female in-
fected sand flies vectors of the genera Phlebotomus (Old World) and
Lutzomya (New World) [2]. Promastigotes and amastigotes are the two
developmental forms of Leishmania. Promastigotes are flagellated and
mobile forms found in the insect vector and the form that infects the
vertebrate host during the blood meal. Amastigotes have no ex-
teriorized flagellum and are found inside the vertebrate host cells, such
as macrophages, dendritic cells and neutrophils. Amastigotes can es-
cape the macrophages host defences, replicate intracellularly and
maintain the infection [3]. One of the ways Leishmania parasites find to
modulate macrophage physiology in their favour is through inter-
ference in the production of nitric oxide (NO), which plays a key role in
the elimination of the parasite. In this way, IFN-y activated macro-
phages increase the production of inducible nitric oxide synthase
(iNOS), which then uses L-arginine for the production of NO [4.5].
Leishmania have developed various strategies to interfere with this
process, such as the use of an LPG shield that impairs the iNOS assembly
and secretion or induction of macrophage arginase, which competes
with iNOS for arginine, decreasing the production of parasitotoxic NO
[6]. Assessment of NO production is useful in pathological states [7,8].

Leishmaniasis can be classified as visceral or cutaneous diseases.
Visceral leishmaniasis (VL) or kala-azar is the most severe form of the
disease [9], while the cutaneous forms of leishmaniasis are the most
common in the population and are usually classified as: cutaneous
leishmaniasis (CL), diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL), disseminated
cutaneous leishmaniasis (DsCL) and mucocutaneous leishmaniasis
(ML). These disease manifestations are collectively known as American
Tegumentary Leishmaniasis (ATL) [10,11]. In South America, Leish-
mania braziliensis is the most prevalent ATL etiological agent, mainly
present in Brazil, which is one among the ten countries with the highest
incidence of CL [10,12].

There is no licensed vaccine available against leishmaniasis and
chemotherapy is essential in the control of the disease, besides other
public health measures, such as reservoir and/or vector control.
However, the chemotherapy arsenal against the disease is very limited.
Pentavalent antimonials and Amphotericin B have been used as first
line treatment since the early twentieth century and miltefosine is the
only oral drug available until now [13,14]. Factors such as high toxi-
city, high costs and the need for long periods of hospitalization, besides
parasite resistance [15-17], make pivotal the need to search for new
drugs against leishmaniasis.

A new approach to the development of new drugs against the dis-
ease encompasses the field of epigenetics [18], which mechanisms
control the structure and accessibility of DNA, without changing its
sequence, regulating important biological phenomena like replication
and transcription. The histone modifying enzymes (HMEs) orchestrate
post-translational modifications in the DNA-associated histones, which
include acetylation/deacetylation of histone lysine residues, performed

by histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs),
respectively [19]. These processes can be aberrant and involved in the
genesis and progression of various diseases such as cancers and immune
disorders, which explains the interest in HMEs as potential therapeutic
targets [18,20].

HDACs form a family of proteins that are present in Bacteria,
Archaea, and Eukarya. Eighteen mammalian HDACs have been identi-
fied until now and grouped into four different classes: class I, class II,
and class [V are Zn?" - dependent enzymes and class III, the sirtuins, are
NAD™-dependent enzymes [21-23]. Recent analyses by Scholte and
colleagues on the evolutionary relationships between HDACs and sir-
tuins of pathogenic parasites, have shown that Kinetoplastids, like
Leishmania, have class T and class IT HDACs [23] and four genes that
encode putative HDACs were found in L. braziliensis when compared to
human orthologs [24]. The relevance of the presence of these lysine
deacetylases in parasites became evident in results of molecular mod-
elling analyses by Melesina and colleagues, where small differences
were observed in the substrate binding site that can be exploited as
starting point for selective inhibition of Kinetoplastid enzymes [24].

Inhibitors of HMEs, like HDAC inhibitors (HDACi), have long been
investigated as potential new drugs against cancer [20,25] and a new
approach called “piggy-backing” has been explored to determine the
potential use of HDACI against human parasites [26-30]. Currently,
several structurally different classes of HDACI are known, including the
most actively studied hydroxamic acids, the short chain fatty acids, the
cyclic tetrapeptides and the benzamides.

The present work shows part of the results from the A-ParaDDisE
(Anti-Parasitic Drug Discovery in Epigenetics) project [31], which
aimed the discovery (“piggy-back™ and the design of new HDACI
against L. braziliensis as a starting point for the development of new
chemotherapy for ATL. The strategy applied in the A-ParaDDisE are
from a previous project called SEtTReND (Schistosome Epigenetics:
Targets, Regulation, New Drugs) [29] that validated HDACs from
schistosomes as promising targets for new chemotherapy based on
HDACI and provided a library of compounds that could be tested
against other human parasites.

We tested 78 HDACGI (in-house library of hydroxamic acid deriva-
tives originally developed as inhibitors of the HDACS from Schistosoma
mansoni) [32] in macrophages as a first screening, and then in infected
macrophages, and deeper evaluations of the action of the most active
compounds were done focusing on their specific actions in L. brazi-
liensis. Our work highlights HDACI as potential new compounds to be
used against L. braziliensis, the main causative agent of ATL in the New
World.

2. Materials and methods
2.1. Parasites

L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (wild type) and M2904-GFP
(this cell line constitutively express the Green Fluorescent Protein
“GFP”) [33] promastigotes were maintained in Grace's medium
(Grace’s Insect Medium, Gibco, CA, USA) supplemented with 10%
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inactivated fetal calf serum (LGC Biotecnologia, SP, Brazil), L-glutamine
(2 mM) (Serva Electrophoresis & Life Science Products, NY, USA) and
penicillin (100 ug/mL) (USB Corporation, OH, USA), pH 6.5 at 25 °C in
BOD chamber.

2.2, Mammalian cells

Raw 264.7 macrophages (ATCC, Gaithersburg, MD, USA) were kept
in RPMI medium (RPMI- 1640, Sigma-Aldrich, MO, USA) supplemented
with 10% inactivated fetal calf serum (LGC Biotecnologia, SP, Brazil), L-
glutamine (2 mM) (Serva Electrophoresis & Life Science Products, NY,
USA) and penicillin (100 pg/mL) (USB Corporation, OH, USA), pH 7.2
at 37°C in a humid atmosphere containing 5% COa,

2.3. Compounds

The 78 studied HDAC inhibitors were synthesized at the Institute of
Pharmacy at the Martin-Luther-University of Halle-Wittenberg, Halle
(Saale), Germany. Synthesis of the compounds has been published
elsewhere [22,34,35]. All materials and reagents were purchased from
Sigma-Aldrich, MO, USA. Compound TH57 (4,5,6,7-Tetra-
hydrobenzothiophene-2-hydroxamic acid) was synthesized using
methods and materials analogous to the hydroxamates described in

32]. The commercially available 4,5,6,7-Tetrahydrobenzothiophene-2-
benzoic acid (1 mmol) was dissolved in dry THF (50 mL) and PyBOP
(1,2 mmol) was added. To the activated acid a mixture of NH20THP
(1.5 mmol) and DIPEA (2.5 mmol) in dry THF (5 mL) was added and
the reaction mixture was stirred at room temperature overnight. The

Table 1
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solvent was evaporated under vacuum and the mixture was dissolved in
EtOAc (50 mL) and washed with aq. potassium hydrogen carbonate
solution and brine, The organic layer was evaporated under vacuum
and the THP protected hydroxamate was purified by column chroma-
tography (chloroform/ methanol/ TEA, 99.5:0.45:0.05). The obtained
product was dissolved in THF and a catalytic amount of para-to-
luoensulfonic acid was added and it was stirred at room temperature.
The reaction was controlled by TLC. After that the solvent was evapo-
rated under reduced pressure and after that the mixture was dissolved
in EtOAc (50 mL) and washed with brine. Subsequently the organic
layer was evaporated under vacuum and the hydroxamate was purified
by column chromatography (chloroform/ methanol/ formic acid,
95:4.95:0.05). (Yield: 18%). Due to overlapping fraction with para-to-
lucensulfonic acid and the desired product, the yield decreases after
column chromatography. In further reactions para-toluoensulfenic acid
was replaced by dil. HCI solution for cleaving the THP group which
increases the yields after purification. MS m/z: 196.27 [M-H]-1H NMR
(400 MHz, DMSO) § 10.53 (s, 1H, —HN-OH), 8.94 (s, 1H, -NH-OH),
7.19 (s, 1H, ArC3-H), 2.83 (d, J = 6.0 Hz, 2H, -C7H2-), 2.64 (d,
J = 5.8 Hz, 2H, -C4H2), 1.63 (dd, J = 9.8, 6.8 Hz, 4H, -C4/5H2).

HR-MS m/z 220,0403 [M + Na]+; berechnet fiir COH11NO2SNa
+: 220.0403, HPLC: tt 9.97 min (98.15%), Yield: 35 mg; 0.18 mmol;
18%.

All compounds were pure (> 95%) and were prepared as stock
solutions at 10 mM in 100% DMSO (Neon Comercial Reagentes
Analiticos Ltda, SP, Brazil).

All tested inhibitors have been optimized for the HDACS isoform
and in vitro data for human and Schistosoma mansoni showed that most

Results of the screening of HDACi compounds: evaluation of toxicity to the host cell macrophages and the effect on L. braziliensis intracellular amastigotes.

Compound Structure % M@ viability % L. braziliensis viability (infection assay)
Amph B - 94.49 = 19.70 —246 + 3.54
TH33 77.85 + 4.63* -
TH42 7819 * 9.11% -
TH57 80.44 = 6.90 68.96 + 8.98**
TH58 82.30 = 4.60 59.1 = 10.1%*
TH60 81.20 * 5.27 51.58 = 10.0%*
TH65 53.55 = 5.20* -
TH66 68.81 = 10.10* -
TH71 87.40 = 474 50.02 = 9.26™*
TH7 4 75.65 = 7.50 46.84 = 10.45#*
TH76 81.50 = 5.23 51.41 = 7.36%*
TH77 l/*l KC“ S . 75.02 = 9.65" -
SN N N

D

N
TH85 104.11 = 10.08 56.93 + 11.20*%*

Activities of HDACI were assayed at 10 uM for 48 h by resazurin assay to macrophages and by methodology based on L. braziliensis - M2904-GFP to the infection assay
as described in [33]. The data represent the Median and Standard Deviation of at least three independent assays with internal quadruplicates for each of them. Amph

B: amphotericin B. M®: macrophages. * Compounds that were toxic to macrophages.

** Compounds that were toxic to L. braziliensis.
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ECy, and CCy for the selected HDACI to L. braziliensis promastigotes and intracellular amastigotes and for macrophages.

Compound ECs (UM) L. braziliensis promastigotes CCrp (M) MG ECsp (uM) L. braziliensis amastigotes (infection assay) Selectivity index (S1)
TH60 = 80 940.92 = 1.11 4.38 = 0.26 21.7

TH71 > 80 = 120.00 10.21 = 0.92 > 11.7

TH85 3142 = 1.03 54.59 = 0.39 7.21 = 0.35 7.6

TH57 27.81 = 0.08 36.25 = 1.06 4.92 = 0.54 7.4

TH74 38.20 = 0.24 45.95 + 1.06 7.69 = 0.69 6.0

TH76 28.07 = 0.26 92.30 + 0.95 14.14 = 0.08 6.5

THS8 32.04 = 0.80 = 80 26.50 = 0.82 = 3.0

Activities of HDACI were assayed at 10 pM for 48 h by resazurin assay to promastigotes and macrophages and by methodology based on L. braziliensis - M2904-GFP to
the infection assay as described in [33]. GraphPad Prism version 5.03 was used for HDACI CCsy and ECsq performing a nonlinear fitting and data represent the
Median and Standard Deviation of at least three independent assays with internal quadruplicates for each of them. M@: macrophages. Compounds are organized in

ascending order of highest SL. SI = CCsg, (M@) / ECs, (L. braziliensis amastigotes).

of them are nanomolar HDACS8 inhibitors. Target engagement was
carried out by cellular testing, biophysical characterization and X-ray
structure determination. Some of the most potent compounds from the
present work have been cocrystallized with S. mansoni HDACS (PDB 1D
6HTH, 6HTI, 6HU2, [32]) and clearly showed the mode of action. Since
the sequence similarity between Leishmanic HDAC and HDACS is very
high in the catalytic pocket it is highly likely that the compounds are
also inhibitors of Leishmania HDAC, as shown by Melesina and collea-
gues [24]. Since the chemistry and enzymatic testing on HDAC isoforms
have already been published, a detailed characterization was not in-
cluded in the present manuscript.

2.4. Cytotoxicity to mammalian cells

Macrophages were cultured as mentioned above and the protocol
used to assess the toxicity of compounds by the resazurin assay is de-
scribed by [33]. The screening test was done at 10 uM for each HDACI.
The choice of this concentration was based on the guidelines in hit and
lead criteria in drug discovery for infectious diseases [36]. For the cy-
totoxic concentration (CCsq) assay, the HDACi were tested at con-
centrations of 80 uM, 40 uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5 pM, 2.5 M and
1 uM, according to the percentage of live cells after screening at 10 puM.
Positive and negative controls were amphotericin B (3.125 pg/mL)
(Sigma-Aldrich, MO, USA) and DMSO (0.1%) (Neon Comercial Re-
agentes Analiticos Ltda, SP, Brazil), respectively. The concentration of
0.1% of DMSO in the control samples is the same final amount of DMSO
used in the assays with HDACI. All compounds and controls were tested
in internal quadruplicates and at least 3 independent experiments were
performed. GraphPad Prism version 5.03 was used for the determina-
tion of the CCsp.

2.5. Macrophage infection assay

The macrophage infection assays were performed using previously
described methodology based on L. braziliensis - M2904-GFP [33]. All
HDACI were tested at 10 uM, based on the guidelines in hit and lead
criteria in drug discovery for infectious diseases [26] and the best
compounds were used for determination of the effective concentration
(ECsp). The ECs, was determined using the concentrations: 80 pM,
40 1M, 30 pM, 20 M, 10 uM, 5 pM, 2.5 uM and 1 pM, according to the
percentage of live cells after screening at 10 uM. Positive and negative
controls were amphotericin B (3.125 pg/mlL and 0.1% DMSO (con-
centration used in the assays), respectively. All HDACi and controls
were tested in internal quadruplicates and at least 3 independent ex-
periments were performed. GraphPad Prism version 5.03 was used for
HDACI ECsq determination.

2.6. Selectivity index

The selectivity indexes (SI) were calculated as the ratio obtained on

Raw macrophages / L. braziliensis values (CCso/ ECsg).

2.7. Ultrastructure analysis

Transmission electron microscopy (TEM) samples were prepared as
described previously [37]. Briefly, cells were fixed in 1% glutar-
aldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer,
pH 7.2, at 4 °C and post-fixed in 1% OsOy, 0.8% K;[Fe(CN)g] and 5 mM
CaCl, in the same buffer. Dehydration was performed in graded acetone
imbedding, in PolyBed, which was polymerized at 60 "C for 48 h. All
reagents were purchased from Sigma-Aldrich, MO, USA. Ultrathin
sections were stained with 7% uranyl acetate (Polysciences, PA, USA)
and 4% lead citrate (Sigma-Aldrich, PA, USA) aqueous solutions and
examined at an analytical transmission electron microscope JEOL-JEM-
1011.

2.8. Determination of ECsp in promastigotes

Promastigotes were cultured as previously mentioned and the effect
of HDACi was evaluated according to the methodology described by
[33], using the Resazurin method. The screening test was done at 10 pM
for each HDACI, following the same criteria described in 2.4 and 2.5.
Then, the best active compounds were used to determinate the ECsg.
For the ECs, assay, the HDACi were tested at concentrations of 80 uM,
40 pM, 30 pM, 20 pM, 10 uM, 5 uM, 2.5 pM and 1 uM, according to the
percentage of live cells after screening at 10 pM. Positive and negative
controls were amphotericin B (3.125 pg/mL) and 0.1% DMSO, re-
spectively. All HDACI and controls were tested in internal quad-
ruplicates and at least 3 independent experiments were performed.
GraphPad Prism version 5.03 was used for HDACi ECs5; determination.

2.9. Flow cytometry (FC) analysis

L. braziliensis M2904 and M2904-GFP and Raw 264.7 macrophages
samples were cultured as previously described. Parasite cultures were
treated for 48 h with ECs, 2x ECso and 3x ECs, since the sensitivities of
the in vitro resazurin and FC are different. The ECs, used was that de-
termined in the in vitro tests by the resazurin method. Macrophages were
treated with the ECsy determined for intracellular amastigotes of L. bra-
ziliensis in the infection assays, since at that concentration the effects of the
HDACi can be observed for host cell and parasite at the same time.
Viability and cell cycle assays were done with L. braziliensis M2904-GEP,
while L. braziliensis wild type was used in the apoptosis tests to avoid in-
terference with the FITC conjugated to annexin-V. After treatment, for the
assays of: 1) viability: the promastigotes and macrophages samples were
washed twice in Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.2, and centrifuged
at 1,200 g at 4 °C, for 10 min and 500 g, 25 °C, for 10 min, respectively,
being suspended in their respective culture media. At the time of acqui-
sition of the data, propidium iodide (PI) (Sigma-Aldrich, MO, USA) at a
concentration of 50 pg/mlL was added to all samples. 2) apoptosis:
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Fig. 1. Transmission electron microscopy of L.
braziliensis-infected macrophages treated with
HDACi TH60 shows altered chromatin con-
densation pattern and cellular disorganization
of intracellular amastigotes. Contrary to control
cells (A), TH60-treated parasites displayed nuclei
with abundant dense chromatin, presenting a gross
floccular appearance (B), close apposition (C) be-
tween kinetoplast (K) and bent nucleus (N).
Interestingly electrondense material was observed
between the kinetoplast and nuclear envelop mem-
branes (insets in C and D - arrowheads). TH60-
treated cells presented tight connections (arrows),
involving nucleus (N) and kinetoplast (k) and mi-
tochondrion (m). The parasite shown is apparently
in division (D), presenting a forming daughter cell
with a second nucleus (white N). TH60-treated
parasite (E) showing remarkably elongated nucleus
(N) connected to the mitochondrion via a blunt
(thick arrow) and a slender protrusion (thin arrow)
of the nuclear envelope. Parasite presenting nuclear
(N) connection to kinetoplast (K) (F, arrow) as well
as to another portion of the mitochondrion that
displayed reduced electrondensity (arrowheads).
Intracellular L. braziliensis parasites in TH60-treated
macrophage monolayers (G), with the one on the
right presenting increased peripheral dense chro-
matin (DC) as well as membrane-bounded cyto-
plasmic material in the lumen of the flagellar pocket
(FP). The parasite on the left is necrotic, with wa-
shed-out cytoplasm and pyknotic nucleus (N).
Magnification bars — 1 um.

Detection of apoptosis was done using the FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit I (BD Biosciences, NJ, USA) and the manufacturer's re-
commendations were followed. 3) cell cycle: Leishmania promastigotes
and macrophages were washed and centrifuged as described above.
Subsequently, the samples were fixed in 70% chilled ethanol and stored at
—4°C for 24 h, subjected to the same centrifugation as mentioned above
and suspended in PBS. The samples were treated with RNAse A (0.2 mg/

mL; Invitrogen, MA, USA) and stained with PI (50 pg/mL) for at least
20 min in the dark at room temperature. Data were obtained on the BD
FACSVerse™ flow cytometer from Nicleo de Microscopia e Microandlise
from Universidade Federal de Vicosa (Brazil) and analysed using FlowJo™
v10 software. 10,000 events were collected for each promastigote sample
and at least 5,000 events for macrophages. All assays were done in bio-
logical duplicates.
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2.10. Measurement of nitric oxide (NO) production

The macrophage infection assay was performed as described in 2.5.
Cells were treated with HDACi TH57, TH60, TH71, TH74 and TH85 for
48 h at ECgp, 2 times EC5q and 3 times ECsp concentrations. LPS from
Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, MO, USA) (100 ng / mL) di-
luted in non-supplemented RMPI medium was used as positive control.
The culture supernatants were then collected and centrifuged at 500 g,
25" C for 2 min and the measurement of NO production was carried out
using the Griess method |38 |. The absorbance at 570 nm was measured
in a microplate reader (Spectramax M5). The results were expressed as
UM of nitrite based on a standard curve established by known con-
centrations of sodium nitrite dissolved in non-supplemented RMPI
medium. Measurements were made in biological duplicates for each
treatment.

2.11. Statistical analysis

The data were carried out using GraphPad Prism version 5.03. The
CCsp and the ECsy were determined from non-linear con-
centration-response curves using a four-parameter logistic model (4PL,
Hill-Slope model) |32| and expressed as the mean + standard devia-
tion (SD) of at least three independent experiments. Statistically sig-
nificant differences were identified using one-way ANOVA followed by
Tukeys test. When p < 0.05, results were considered statistically sig-
nificant and are identified by *, ** and *** asterisks.

3. Results

3.1. Evaluation of the cytotoxicity of HDACi in macrophages and the
leishmanicidal effect in the macrophage infection assays

The effect of 78 HDACi was initially evaluated on Raw 264.7
macrophages after 48 h of incubation at the concentration of 10 pM
(data not shown). This assay constituted the first screening to determine
which compounds were non-toxic to this host cell and that could be
applied in the infection assay. We used amphotericin B as positive
control, as it is a second-choice drug used in the leishmaniasis treat-
ment 40| and well tolerated by macrophages. Considering the data
from amphotericin B control, the maximum toxicity accepted in our
assays was 20% of loss of macrophagés viability. The HDACGi which did
not show high toxicity to macrophages were selected and used in the
macrophage infection assay. The total of 31 compounds were originally
designed on the basis of a benzhydroxamic acid core structure [32] and
have been previously tested on several HDACs from different species,
including other parasites | 32.34,41 |. All the tested inhibitors have been
optimized for the HDAC8 isoform and in vitro data for human and
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Fig. 2. Transmission electron microscopy of
macrophages treated with HDACi TH60 shows
few cells with mitochondrial damage and rarely
karrhyorexis. TH6O0-treated Raw 264.7 macro-
phages rarely presented mitochondrial damage (A,
arrows) as well as displaying chromatin masses (C)
scattered in disassembling nuclei (B) Magnification
bars in Figures A and B represent 1 and 2 pm, re-
spectively.

Schistosoma mansoni showed that most of them are nanomolar HDACS
inhibitors. Table 1 shows the structures and toxicity results to macro-
phages for 13 of these compounds. It is possible to observe that five of
these HDAC] showed higher toxicity (highlighted by the *) considering
the cut-off established according to amphotericin B. TH65 was the most
toxic of the group as evidenced by the percentage of remaining viability
of macrophages after the treatment (53.55% = 5.20). For the other four
compounds, the order of toxicity wasTH66 (68.81% + 10.10) > TH77
(75.02% = 9.65) > TH33  (77.85% = 4.63) > TH42
(78.19% = 9.11) (Table 1). The non-toxic compounds from this subset
were evaluated in the infection assays.

The HDACi, TH57, TH58, TH60, TH71, TH7 4, TH76, and THS85,
showed the lowest toxicities to macrophages and the greatest effects
against intracellular amastigotes (Table 1).

For these seven HDACI, the CCgq for macrophages and the ECy, for L.
braziliensis in the infection assay were determined, allowing the calculation
of the selectivity index (SI). The order of toxicity to intracellular . bra-
ziliensis was: TH60 > TH57 = TH85 = TH74 > TH71 =
TH76 = THS58 (Table 2). According to this, TH58 was the least effective
against intracellular amastigotes (ECsq of 26,50 uM = 0.82), whereas the
HDACi TH60 (ECs; = 438 pM =* 026) and THS57
(ECqy = 492 pM = 0.54) were the most effective during infection.
Guidelines in hit and lead criteria in drug discovery for infectious diseases,
including leishmaniasis, shows that an 8I > 10 in a Leishmania infection
trial validates a certain compound to be tested in vivo [36], We calculated
the SI to our data and the results can be seen in Table 2. The HDAGi TH60
and TH71 showed the highest SI (21.7 and = 11.7, respectively), which
could validate them for subsequent in vivo tests.

3.2. Evaluation of ultrastructural changes in host cell and in intracellular
amastigotes of L. braziliensis induced by the treatment with the HDACi
during in vitro infection

Here we employed TEM in order to approach the HDACi mode of
action as this method may be useful in the elucidation of mechanisms of
action of different antiparasitic agents [42-44]. The treatments were
done using TH60, TH74, and TH85, among the most effective HDACI
against the intracellular amastigotes (see ECsp). TH60 led to an altered
chromatin condensation pattern and triggered the cellular dis-
organization of intracellular amastigotes (Fig. 1). Parasite nuclear di-
vision was evidenced in the intracellular control amastigotes, some-
times binucleate with normal chromatin condensation (Fig. 1A),
whereas TH60-treated parasites displayed nuclei with abundant dense
chromatin, presenting a gross floccular appearance (Iig. 1B, D-G).
TH60 induced the formation of a tight connection between the mi-
tochondrion and the often elongated or polymorphic nucleus (Fig. 1C-
F), presenting tethering filamentous electrondense material between
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these organelles (Fig. 1C, D). Connections formed both blunt and
slender protrusions in the nuclear envelope (Fig. 1E). Interestingly,
portions of the mitochondrion displayed reduced electron density/dis-
tension in the binding region (Fig. 1F). Furthermore, some necrotic
amastigotes, with washed-out cytoplasm were observed with pyknotic
nuclei (Fig. 1G).

TH60-treated cultures presented some Raw 264.7 macrophages with
mitochondrial damage and rarely karrhyorexis (Fig. 2).
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Fig. 3. Transmission electron microscopy of L.
braziliensis-infected macropl treated with
HDACi TH74 shows parasites during the cell di-
vision process presenting tight connection be-
tween elongated nucleus and mitochondrion.
TH74-treated infected macrophages showing para-
site during cell division process (A), showing tight
connection between elongated nucleus (white N)
and mitochondrion (white m). Note that such a
connection is not observed in the host cell (black M
and N). Parasite displaying large nucleus (N)-kine-
toplast (K) attachment area (B, arrows). TH74-
treated macrophage showing two parasites (C). The
one on the right presents membrane deposits in the
flagellar pocket area (black arrow), whereas the one
on the left displays a thick peripheral chromatin
layer in the nucleus (N), as well as a tight connection
between the mitochondrion (white arrowhead) and
a nuclear protrusion (black arrowhead), possibly of
endoplasmic reticulum origin. Note that the nucleus
is partially interposed between the kinetoplast and
the flagellar pocket (F). The host cell cytoplasm
presented autophagosomes (white arrows). TH74
lead to the formation of multinucleate (N) parasites
(D) as well as to the presence of cytoplasmic gly-
cogen deposits (arrow). At an advanced stage of
parasite cell death concentrated dense chromatin
(thick white arrow), swollen nuclear envelope cis-
ternae (thin black arrow) were observed as well as
and dilated nuclear pores (thin white arrow) as well
as mitochondrial destruction in association (thick
black arrow) with the separation of the mitochon-
drial membranes (white arrowhead) by the kineto-
plast (K) region. In vicinity of this electronlucent
area (*), indicating loss of cytoplasmic material,
plasma membrane discontinuities were observed
(black arrowheads). Magnification bars A, B and D
represent 1 pm; C, 2 um and E, 0.5 um.

TH74-treated infected macrophages showed parasites undergoing
cell division presenting a tight connection between the parasite elon-
gated nucleus and mitochondrion, but such a connection was not ob-
served in the host cell (Fig. 3A). A large and tight parasite nucleus-
kinetoplast attachment area presumably indicates that the connection
orchestrates the nuclear remodeling (Fig. 3B). Many TH74-treated
amastigotes displayed a thick peripheral chromatin layer in the nucleus,
as well as a tight connection between the mitochondrion and nuclear
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protrusions, presumably of endoplasmic reticulum origin (Fig. 3C).
Polymorphic/multiple nuclear profiles were also caused by TH74
(Fig. 3D). At an advanced stage of parasite cell death, concentrated
dense chromatin, swollen nuclear envelope cisternae and dilated nu-
clear pores were observed (Fig. 3E). The amastigote displays mi-
tochondrial destruction with a large electronlucent area, indicating loss
of cytoplasmic material in the vicinity of plasma membrane dis-
continuities.

Some TH74-treated macrophages harbored parasites with signs of
karrhyorexis, with chromatin masses in direct contact with the cyto-
plasm (Fig. 4A, B) and such dense chromatin fragments were detected
on the side of the cell division cleft (Fig. 4B).

TH85-treated cultures regularly showed multinucleate parasites
(Fig. 5A) and interestingly one of the nuclei is apparently dividing. The
HDACI triggered nucleus-mitochondrion binding, eventually protruding
the nuclear envelope (Fig. 5B). TH85 caused disorganization (Fig. 5C)
and lysis (Fig. 5D) of the intracellular parasites, that displayed loss of
cytoplasmic material and pyknotic chromatin.
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Fig. 4. Transmission electron microscopy of L.
braziliensis-infected macrop treated with
HDACi TH74 indicates unusual nuclear division
with signs of karrhyorexis. TH74 incubation of
infected macrophages induced unusual nuclear di-
vision (A) and the nuclei (N) are poorly compart-
mentalized, as chromatin masses appear in direct
contact with the cytoplasm, indicating karrhyorexis
(arrowheads). In a dividing parasite (B), dense
chromatin masses (C) were observed on each side of
the cytokinesis cleavage furrow (arrows).
Magnification bars — 1 um.

Fig. 5. Transmission electron microscopy of L.
braziliensis-infected macroph treated with
HDACi TH85 shows multinucleate parasites, nu-
cleus-mitochondrion binding, parasite dis-
organization, lysis and pyknotic chromatin.
TH85-treated macrophages often harbored multi-
nucleate (N) parasites (A) and interestingly one of
the nuclei is apparently dividing. The antagonist
also caused nucleus-mitochondrion binding (ar-
rows), which in another section planes can be ob-
served protruding into the nuclear envelope (inset
arrow). TH85 caused disorganization (C) and lysis
(D) of the intracellular parasites, that displayed loss
of cytoplasmic material (*) and pyknotic chromatin
(arrowheads). Magnification bars Aand B — 1 pm; C
and D, 2 pm.

3.3. Evaluation of direct action of HDACi on L. braziliensis promastigotes
and macrophages by flow cytometry analyses

In order to investigate the mechanisms of action of the selected
HDACI, we evaluated viability, apoptosis and the cell cycle by flow
cytometry (FC). Evaluation of the direct action of compounds in in-
tracellular amastigotes of Leishmania is not simple because the parasites
are inside the host cell. This means that the data collected during the
infection can result from the direct action of the compound in the
macrophages, that become better killers of Leishmania, or the effects can
be directly on the parasite itself. Therefore, one way to see if the HDACi
could have direct action on the parasite is to evaluate the effects of
compounds on extracellular promastigotes that can be easily cultivated.
Combining data showing the direct effect of the HDACI in the pro-
mastigotes and in uninfected macrophages as one way to evaluate the
direct action of compounds in each cell. It is important to highlight that
we observed significant differences between the ECs to intracellular
amastigotes in comparison with the extracellular promastigotes
(Table 2), but these differences are not unusual findings because they
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Fig. 6. Contour plots of cell viability, apoptosis and necrosis in promastigotes after treatment with HDACI. Promastigotes of L. brazifiensis were incubated with
the HDACi for 48 h at ECg, 2 times ECg, and 3 times ECs, concentrations and then washed in PBS and suspended in Grace medium. The apoptosis and necrosis were
measured using FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit L. PI was added at the time of data acquisition in flow cytometer. A total of 10,000 events were collected for
each sample and the contour plots data are representative of biological duplicates. Control is the untreated promastigotes, DMSO is the diluent control and am-

photericin B was used as a known leishmanicidal control.

are quite distinct forms of the parasite adapted to extremely different
environments/conditions. In fact, analyses of the transcriptome of L.
donovani by Saxena and collaborators, showed variations in the ex-
pression of various genes during differentiation of promastigotes into
amastigotes [45], which may have an impact on the different drug
sensitivity of both parasite forms in any Leishmania species. Studies of
Obonaga et al. corroborate this fact by showing that L. braziliensis
promastigotes were less sensitive to miltefosine than amastigotes, and
miltefosine is currently used to treat leishmaniasis [46].

3.3.1. Evaluation of viability in L. braziliensis promastigotes and
macrophages

In order to use the compounds in the FC assays we evaluated the
EC5 of those previously selected by the in vitro infection assay (THs
57, 58, 60,71, 74, 76, 85) and chose those that had the best ECsj to
promastigotes determined by the resazurin method. As we can see in
Table 2, TH60 and TH71 showed high ECs values (= 80 uM), which
preclude their use in the promastigote assays. On the other hand, the
other compounds had measurable ECg, (Table 2) and were applied to
the following assays. The same treatments described above for the in
vitro infection were done. Thus, after the treatments, the cell viabilities
of promastigotes were approximately 90% for all compounds. Then, we
used 2 times ECg and 3 times ECgq and the viability remained high in
the 3 concentrations tested, as shown in Fig. 6. For amphotericin B,
using the ECqq, the cell viability did not reach 1% (0.18% cells), which
confirms its effect against Leishinania. Almost 100% of the parasites
died in relation to the untreated control (97, 14% cells).

In relation to macrophages, viable cells were > 80% in the 3 con-
centrations tested after 48 h when compared to the untreated control
and DMSO, as shown in Fig. 7,which means that these compounds
seems to be well tolerated by this host cell.

3.3.2. Evaluation of apoptosis and necrosis induced by HDACI in
promastigotes and macrophages

The translocation of phosphatidylserine (PS) from the cytoplasmic
leaflet to the outer side of the cell membrane is a characteristic attribute
of apoptotic cells. Annexin V is a Ca®~ -dependent phospholipid binding
protein widely used to label externalization of PS. Based on this, the
labelling of PS is indicative of both early apoptosis and apoptesis. On
the other hand, labelling with propidium iodide (PI) is an indicative of
cell death, caused both by apoptosis and necrosis [47.48]. To evaluate
the mechanism of death of the parasite and the toxicity to macrophages
induced by HDACH, we evaluated PS and PI labelling after the treatment
of L. braziliensis promastigotes (Figs. 6 and 8) and macrophages (Fig. 7)
with the previously selected HDACI. Thus, after treatment, the number
of apoptotic cells (annexin V* and PI'/ annexin V' and PI") was
higher and statistically significant in relation to the untreated control
and DMSO-treated parasites when the promastigotes were exposed to
the 3 concentrations tested of the HDACi TH58 and TH85. This number
was significant in relation to DMSO when parasites were treated with
the 3 concentrations of the HDACi TH57 (Fig. 8). TH85 was the com-
pound that led to the highest level of cell death by apoptosis compared
to the other HDACI, while TH76 was the least effective (Figs. 6 and 8).
In Tig. 6 it is possible to see the representative contour plots of the
THS85 effect when compared to the untreated control and DMSO. Fig. 6
also shows the effect of amphotericin B, the positive control. The
number of apoptotic cells after treatment with amphotericin B is almost
100% (97.14%). The same assay was done using macrophages as shown
in Fig. 7. It is noticeable that none of the HDAC] induces apoptosis or
necrosis in macrophages when compared to the untreated control and
DMSO. This is a good sign of safety of the compounds for this host cell.
The number of necrotic cells (annexin V- and PI™) relative to the un-
treated control and DMSO was not statistically significant after
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Fig. 7. Contour plots of cell viability, apoptosis and necrosis in macrophages after treatment with HDACi. Cells were incubated with the HDACi for 48 h at
ECs, 2 times ECg, and 3 times ECy,, concentrations and then washed in PBS and resuspended in RPMI medium. The apoptosis and necrosis were measured using FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit I. The PI was added at the time of data acquisition in the flow cytometer. At least 5,000 events were collected for each sample and
the contour plots data are representative of biological duplicates. Control is untreated macrophages, DMSO is the diluent control and amphotericin B was used as a

known leishmanicidal control.

treatment at any of the concentrations tested for all HDACI neither to
promastigotes nor macrophages Thus, we can infer that the type of cell
death induced by HDACI on the parasites is primarily apoptosis, in
agreement with the TEM data.

3.3.3. Evaluation of the effect of HDACi on the cell cycles of promastigotes
and macrophages

Measurement of cellular DNA content using fluorescent dyes is a
widely used method in cell cycle analysis and may also be useful in
determining the frequency of apoptotic cells, in which DNA is frag-
mented [49,50]. In our tests, we used the DNA-binding dye PI to assess
the effects of HDACi on the major phases of the cell eycle, GO-G1, S and
G2-M of L. braziliensis promastigotes and macrophages (Fig. A and B).
There was a cell cycle arrest in G2-M phase of promastigotes after
treatment with the HDACi TH57 at the ECs, concentration when
compared to the untreated control and DMSO (Fig. 9A). The same effect
was observed on parasites treated with the HDACi TH74, TH76 and
THS85 at 3 times ECsy when compared to the untreated control
(Fig. 9A). In relation to macrophages, as shown in Fig. 9B, fewer cells
are in the G2-M phase after treatment with the HDACi TH57 and TH60
at the ECsy concentration when compared to the untreated control,
suggesting that there was a cell cycle arrest at this phase. However, this
effect is compensated by a greater number of cells in the GO-G1 phase
when compared to the untreated control.

None of the other treatments (2 times and 3 times the ECsy) with the
HDACI significantly influenced the cell cycle of these cells (no statisti-
cally significant differences between treatments and the untreated
control and DMSQ) (Fig. 9C). Nevertheless, taken together, these results
with those previously described indicate that the HDACi do not sig-
nificantly affect macrophages, which reinforces the idea that they are
safe for this host cell.

10

3.4. Measurement of nitric oxide (NO) production

The occurrence of an oxidative explosion, in which there is pro-
duction of reactive oxygen species and nitric oxide, for example,
characterizes the defence of macrophages against Leishmania [5]. In this
trial, we aimed to evaluate whether the treatment with HDACi TH60,
TH71, TH85, TH57 and TH74 positively modulate macrophages in
order to make them more effective in eliminating L. braziliensis or if the
effect of these inhibitors can be attributed to a direct action on the
parasite. Cells were treated with the compounds at concentrations of
ECsp, 2 times ECgo and 3 times ECsy and the production of NO was
estimated using the Griess method. We used LPS to induce the pro-
duction of NO as positive control. As can be seen in Fig. 10, the NO,
concentration did not change in any of the treatments with HDACi
when compared to the untreated control, DMSO or to non-infected
macrophages. In addition, all of these samples showed lower levels of
NO than the positive control (LPS). This allows us to infer that HDACi
do not interfere with the production of NO by macrophages in vitro and
supports the hypothesis that their leishmanicidal effect is more related
with the direct effect on the parasite.

4. Discussion

HDACI have been employed in “drug repurposing” strategies or as
starting points for the design of selective inhibitors against neglected
parasitic diseases, including leishmaniasis [24,27.29,30,51,52]. The
mechanism of action of HDACI occurs not only through the inhibition of
the enzymes (HDACs) that participate in the control of gene expression,
but they can also act on other proteins that are deacetylated by HDACs
and have roles in key cellular processes, such as the cell cycle and
apoptosis [22]. Thus, HDACi are capable of promoting various
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Fig. 8. Evaluation of apoptosis by measure of PS exposure and PI labeling
in promastigotes using flow cytometry shows that TH57, TH58 and TH85
were the most effective HDACGi. Cells were incubated for 48 h with the se-
lected HDAG at ECgg, 2 times ECg, and 3 times EGs, concentrations. A total of
10,000 events were collected for each sample. The data are representative of
the mean and the standard deviation of biological duplicates. The data were
subjected to one-way ANOVA followed by Tukeys test using GraphPad Prism
version 5.03. The asterisks mean statistical difference with p < 0.05: ** means
difference between the treatment and the DMSO and *** means difference
between the treatment and both controls (untreated control and DMSO).

Biochemical Pharmacology 180 (2020) 114191

deleterious effects on cells [28].

The HDACi TH60 presented the greatest leishmanicidal effect
against intracellular amastigotes and the least toxicity for macrophages,
but along with TH71, both were completely inactive against promas-
tigotes in all the concentration ranges, and for this reason, they were
not used in flow cytometry analyses. However, our results agree with
other studies that show that promastigotes have different susceptibility
to drugs in relation to amastigotes, such as the findings of Azeredo-
Coutinho and colleagues who showed that L. braziliensis promastigotes
are approximately 100 times more resistant to Glucantime® than in-
tracellular amastigotes [53].

In the viability tests on promastigotes by flow cytometry, it was
observed that most of parasites were viable after treatments. These
results differ from what we expected based on the ECs,, but the dif-
ferences could be explained by the distinct mode of action of the
techniques. The colorimetric method Alamar Blue® (syn. resazurin),
long widely used due to its low cost and good sensitivity in viability
tests [54], is based on the activity of mitochondrial enzymes which
reduce resazurin (blue) to resorufin (pink and fluorescent) [55]. Pro-
pidium iodide (PI) is a fluorogenic DNA intercalating agent that is
permeant only in dead cells, where there are alterations in the perme-
ability of the plasma membrane. Apoptotic cells are not labelled with PI
unless the integrity of the membrane has changed at late stages [56].
Therefore, it could be possible that the HDAC tested on promastigotes
have decreased mitochondrial function without immediately leading to
death. Indeed, a decrease in absorbance in the tests that employ re-
sazurin, caused by some chemical agents, may indicate possible mi-
tochondrial damage [57], also reported in [58,59]. In relation to
macrophages, their viability was similar in both assays, reinforcing the
low toxicity of HDACI to these cells.

The mechanism of cell death caused in promastigotes by HDACi
tested in this study seems to be primarily apoptosis, as shown by HDACi
TH57, TH58 and TH85. However, the number of promastigotes that
died after exposure to treatment with these HDACi was minimal as
compared to amphotericin B, our positive control. This fact can be
explained since it was recently reported that HDACI, such as SAHA,
increase autophagy in eukaryotic cells. Self-regulation in some cases
may inhibit apoptosis [60-62], This effect may be mediated by da-
maged mitochondria [71].

Rather than acting solely on energetic metabolism, mitochondria
play important roles in different phenomena, including cell signaling
[62], death mechanism, immune responses [64] and pathogenesis
[65,66]. During these processes, mitochondria may bind ER membranes
and this organelle coupling is founded in yeasts as ER-mitochondria
encounter structure (ERMES) [67] and in mammals as mitochondria-
associated membranes (MAMSs), as well as mitochondria-ER contacts
(MERCs), composed of such molecules as PERK (Protein Kinase RNA-
Like ER Kinase), EMC (ER membrane protein complex) and MFN (mi-
tofusin)1/2 [68,69], but remains to be elucidated in parasitic protozoa
such as Leishmania. The mitochondria-FR connection may take part in
post-translational histone modification as this former organelle can
transfer the ganglioside GD3 to the nucleus [70], leading to phos-
phorylation of histone H1 and apoptosis [71].

Interestingly, the ER-mitochondria connections observed in HDACi-
treated L. braziliensis (e.g. Fig. 1F), were both focal and extensive and
the former eventually formed membrane protrusions, indicating a
stable, presumably protein-mediated, tight association, possibly ac-
counting for the filamentous material observed between the apposed
membranes, which appear to comprise the “tethering structures” de-
scribed between the ER and the outer mitochondrial membranes in rat
liver [83], To our knowledge this is the first demonstration of this
structure in Leishmania. Panobinostat, a pan-deacetylase inhibitor, able
to act as an HDACI, may trigger ER stress [96], which is inveolved in
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Fig. 9. Evaluation of the effect of HDACI in the cell cycle and DNA content in L. braziliensis promastigotes and macrophages shows a cell cycle arrest in G2-
M phase of promastigotes and no change in macrophages after treatment with the ECs,. Cells were incubated for 48 h with the selected HDACH al ECxq, 2 limes
ECqy and 3 times ECsq concentrations. Cells were fixed in 70% ice-cold ethanol for 24 h and then stained with PL (A) promastigotes cell cycle data. Upper — A total of
10,000 events were collected for each promastigotes sample. The data are representative of the mean and the standard deviation of biological duplicates. The data
were subjecled to one-way ANOVA followed by Tukeys test using GraphPad Prism version 5.03. The aslerisks indicate statistical difference with p < 0.05: ¥ means
difference between the treatment and the untreated control and *** means difference between the treatment and both controls (untreated control and DMSO). Below:
representative histograms of the untreated control, DMSO and treatments with statistical differences showed in the upper panel (TH57 at ECs, and TH74, TH76 and
THS5 at 3 times ECgp). (B) macrophages cell eycle. Upper - At least 5,000 events were collected for each macrophage sample. The data are representative of the mean
and the standard deviation of biological duplicates. The data were subjected to one-way ANOVA followed by Tukeys test using GraphPad Prism version 5.03. The
asterisks mean statistical difference with p < 0.05: * means difference between the treatment and the untreated control. Below: representative histograms of control,
DMSO and treatments with TH57 and TH60 at ECg, concentration. (C) shows that no phase of the cell eycle of these cells was affect after treatment with 2 times ECgq
and 3 times ECs, concentrations. At least 5,000 events were collected for each macrophage sample. The data are representative of the mean and the standard
deviation of biological duplicates, The data were subjected to one-way ANOVA followed by Tukeys test using GraphPad Prism version 5.03.

the phagecyte mitochondrion depolarization, reduction of mitochon-
drial dynamics as well as association to ER, at least in part due to the

autophagy [97], enhances mitochondrial activity and mitochondrion-
associated ER membrane [98,99],

The presence of glycogen particle deposits in association with
HDACi-treated L. brazifiensis nuclei may be explained at least in part by
the presence of enzymes such as glycogen synthase kinase 3p in ER-
mitochondria junctions [86].

It is noteworthy that here the ER-mitochondria connections were
not observed on the host cells, possibly indicating a selective mode of
action. In this regard, the macrophage infection by L. donovani leads to

reduced expression of the protein Mitofusin 2, involved in ER-mi-
tochondria binding [87].

Fig. 11 shows a proposed model of action and cell death of I.. bra-
ziliensis induced by our HDACI. In this model, the HDACi-induced ER
stress and nucleus-mitochondria binding via tethering filaments that
impairs mitophagy and so the oxidative stress triggers cell death by
both necrosis and apoptosis.

68



L. Angelo de Souza, et al Biochemical Pharmacology 180 (2020) 114191

40, 40 40
* * *
30 30 30
el g 2
e g S 20
g g 2
104 10 10
o o 0
NP SN NP P P NP N
oo(é" Q\"’(b.\g YIS L d,«"" o‘pox\? T 006‘@0*6 SV FIFLLLE
ECso ~ 2 ECqp 3xECg

Fig. 10. The treatment with HDACi did not affect the NO production by infected macrophages. Macrophages were infected with L. braziliensis promastigotes
and treated with HDACis at ECsp, 2 times ECso and 3 times ECs, concentrations for 48 h. LPS (100 ng/mL) was used as positive control. Measurement of NO
production was made in culture supernatant using Griess method. The data are representative of two independent experiments with biological duplicates and the bars
above each column indicate the standard deviation of the duplicate. The data were subjected to one-way ANOVA followed by Tukeys test using GraphPad Prism

version 5.03. The asterisks mean statistical difference with p < 0.05: * means difference between the treatment and the untreated control.

Mitochondria-nuclear

3
mitophagy

In parasites, the importance of autophagy for the metacyclogenesis
of trypanosomes and Leishmania sp. has already been demonstrated
[101,102]. We can thus hypothesize that treatment with HDACi may
lead to an increase in autophagy in L. braziliensis promastigotes, which
consequently inhibited the death of these cells by apoptosis. Indeed,
evidence of microautophagy was detected by TEM in TH85- treated
cultures. Concerning macrophages, the treatment with HDACi did not
promote a significant macrophage cell death by apoptosis or necrosis
and there was no alteration in chromatin organization.

Exposure to the HDACi TH74, TH76 and TH85 at 3 times ECs, and
to TH57 at ECgq, promoted a cell cycle arrest in G2-M phase of pro-
mastigotes. These results demonstrate one of the effects caused by
HDACI, which is interference with normal progression of the cell cycle
[28] and are consistent with the fact that higher concentrations of
HDACI tend to block the cell cycle in the G2-M phase, maybe due its
effect in downregulation of cyclins or other proteins involved in cell
cycle progression [103]. In fact, HDACi can affect leishmanial division
via both chromatin organization and microtubule function, culminating
in impaired karyokinesis homeostasis, as TEM revealed a dividing nu-
cleus in a binucleate parasite with one flagellum in the flagellar pocket
(a second pocket in other section planes cannot be ruled out), which
might be implicated in cell cycle arrest. Besides, the Trypanosomatid
kinetoplast segregation usually follows a specific order, but in Leish-
mania spp. it may take place both before and after that of the nucleus

envelope ER tethering

HDACI

l ER stress

Fig. 11. Proposed model of cell death of
L. braziliensis induced by HDACi from TH
compounds. HDACi-induced ER stress (1)
and nucleus-mitochondria binding via te-
thering filaments, (2) impairs mitophagy (3)
and so the oxidative stress may cause DNA
damage and cell cycle arrest (4), triggering
cell death (5) by both necrosis and apop-
tosis. In addition, cell cycle arrest could also
produce oxidative stress (4).

@

necrosis

[104]. The homeostasis of this division process may presumably be
impaired by the mitochondrial attachment to nuclei in HDACi-treated
parasites, particularly in view of the different shapes and volumes of the
organelles, which can also explain the cell cycle in HDACi-treated
parasites, arrested in the G2 phase, when nuclear and kinetoplast seg-
regations take place [106]. In addition, mitochondria communicate
with the nucleus via retrograde signalling pathways, that may be im-
plicated in mitochondrial quality control [107], which includes DNA
damage by ROS produced mitochondria [108], particularly under
conditions of impaired mitophagy [109]. In this regard, it is reasonable
to suppose that the cell cycle arrest could produce the oxidative stress
[110], as suggested in Fig. 11. Furthermore, HDACi may also interfere
with the G2-M phase checkpoint, which corroborates our findings [28].
In relation to macrophages, none of the treatments significantly altered
the cell cycle or viability.

Macrophages are key elements in the elimination of intracellular
parasites and the nitric oxide (NO) produced by activated cells is one of
the most potent agents of these cells against Leishmania [5,111].
However, in our work, the NO concentration not changed after treat-
ment with HDACi on infected macrophages, suggesting other mechan-
isms responsible for the elimination of the parasite, such as a possible
direct leishmanicidal effect of these inhibitors. Our results are in
agreement with the studies of Han and Lee in Raw 264.7 macrophages
treated with HDACi such as SAHA, that showed that treatment did not
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affect NO production in these cells [1127].

Thus, several HDACGi tested in this work showed significant leish-
manicidal effects in vitro and were able to impair cell division and to
induce apoptosis of L. braziliensis. At the same time, these HDACi were
not toxic to macrophages, nor did they alter their viability and nitric
oxide production. These results are encouraging and make these HDACi
possible candidates as new drugs for the treatment of American
Tegumentary Leishmaniasis caused by L. braziliensis. Further studies are
needed for this purpose.
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5.1.2. Atividade de HDAC de macréfagos nao infectados e infectados com L. braziliensis
apos o tratamento com os HDACi TH74 e TH85

A atividade de HDAC em macréfagos ndo infectados apds o tratamento com o TH85 nas
concentracdes de 1/4 ECso (86% + 3) e 1/2 ECso (85% + 6) diminuiu significativamente quando
comparada ao controle ndo tratado (100% = 6,8), conforme mostrado na Figura 9A. Os
tratamentos com o TH85 na concentracdo do ECso (93,5% + 2,5) e com o TH74 nas trés
concentracoes testadas (1/4 ECso = 91% =+ 2,7; 1/2 ECso = 98% + 6; ECso = 95,6% + 6,4)
tenderam a diminuir a atividade de HDAC nessas células em relagdo ao controle ndo tratado
(Figura 9A). No ensaio de infeccdo como mostrado na Figura 9B, houve um aumento
significativo na atividade de HDAC apds o tratamento com o TH74 na concentracdo de 1/2
ECs0 (115,4% + 3,1) em relagdo ao controle nao tratado (99,9% + 9,3). Os tratamentos com 1/4
ECs0 e ECso do TH74 (107% + 1,2 € 110,2% + 4, respectivamente) e do TH85 (100,5% + 5,7 e
102,7% + 6,9, respectivamente) tenderam a aumentar a atividade enzimatica em relacdo ao
controle sem tratamento. No entanto, o tratamento com o TH85 na concentragdo de 1/2 ECsg
(95,4% + 5,7) tendeu a diminuir a atividade de HDAC quando comparado ao controle nédo
tratado (Figura 9B). E importante destacar que a atividade de HDAC em macréfagos nio
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 cancerigenas (JOSE-ENERIZ;
GIMENEZ-CAMINO; AGIRRE, 2019). Vale salientar que os efeitos inibitérios dos HDACi
selecionados contra L. braziliensis sobre os macréfagos nao infectados sao 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 - Avaliacao da atividade de HDAC de macroéfagos nao infectados e infectados com L. braziliensis
apos o tratamento com os HDACi TH74 e TH85. As células foram tratadas por 48 h com os HDACi nas
concentragcdes de ECso, 1/2 ECso e 1/4 ECso. A atividade enzimdtica foi determinada utilizando-se kit comercial
(HDAC Fluorometric Activity Assay Kit - Cayman Chemical). O resultado é a média e o desvio padrdo de duplicata
biolégica. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando-se o GraphPad Prisma versdo 5.03. O
asterisco indica diferenca estatistica com p < 0,05 em relag@o ao controle. A) Atividade de HDAC em macréfagos
ndo infectados. B) Atividade de HDAC em macréfagos infectados com L. braziliensis.

As HDACs desempenham um papel fundamental na regulagdo da expressdo génica
eucaridtica e a contribuicdo dessas enzimas para a viabilidade de L. braziliensis apds o
tratamento com os HDACi foi avaliada medindo-se a atividade de HDACs em macrofagos nao
infectados e infectados com o parasito. Observou-se que a atividade de HDAC aumentou
significativamente em relacdo ao controle em macréfagos infectados apds tratamento com
TH74 na concentracao de 1/2 ECso e esse fato ndo foi observado em células ndo infectadas nas
mesmas condigdes. Provavelmente nessa menor concentragdo do HDACI, o efeito
leishmanicida deste foi baixo e o parasito foi capaz de modular o macréfago para garantir sua
sobrevivéncia. De fato, estudos de Calegari-Silva e colaboradores mostraram que L.
amazonensis é capaz de regular negativamente a expressao de iNOS via Histona Desacetilase
1 (HDAC1) em macrofagos infectados, o que contribui para sua sobrevivéncia (CALEGARI-
SILVA et al., 2018). A atividade de HDAC tendeu a aumentar em macréfagos infectados apds
o tratamento com o TH74 e TH85 na concentracdo do ECso, 0 que nao foi observado em células
ndo infectadas. No entanto, é nessa concentracdo que o efeito leishmanicida € significativo,
conforme demonstrado em nossos resultados anteriores (5.2.1). Assim, € possivel que a
inibicdo seletiva de alguma das HDACs (do hospedeiro ou do parasito) leve a um efeito
compensatdério estimulatério em outra isoforma, ndo havendo, portanto, diminui¢do da
atividade enzimdtica. De fato, estudos de Cao e colaboradores mostraram que a inibicdo
seletiva de HDAC1 ou HDAC2 de macréfagos estd relacionada a expressdo de genes pro-

inflamatérios (CAO et al., 2019), como aqueles para citocinas (MULLICAN et al., 2011),
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visando a eliminacdo de Leishmania. Resultados anteriores (item 5.1s.1) mostraram que a
concentracdo de 6xido nitrico ndo se alterou nos macréfagos infectados apds o tratamento com

o TH74 e TH85 na concentraciao de ECso, o que reforga essa hipétese.

5.1.3. Efeito dos inibidores de HDAC em modelo camundongo de infecio experimental
por L. braziliensis

5.1.3.1. Teste de toxicidade aguda com o HDACi TH74 em camundongos BALB/c

Modelos animais tém sido utilizados hd muitos anos para elucidar os mecanismos
envolvidos na leishmaniose tegumentar humana, como os tipos de células envolvidas,
polarizacdo da resposta imune, cascatas de sinalizacido para eliminar o parasito e também na
busca de novos medicamentos contra a doenca (DE OLIVEIRA et al., 2004; LORIA-
CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014). Os resultados mostrados anteriormente nos
ensaios de infec¢ao de macrofagos por L. braziliensis in vitro (item 5.1.1), mostraram que cinco
HDAC: tiveram efeito leishmanicida significativo contra amastigotas intracelulares do parasito.
Entdo, como préxima etapa, foi avaliado o efeito de trés desses inibidores (TH60, TH74 e
THS85) em modelo de infec¢do animal por L. braziliensis. Para determinacdo das doses de
tratamento frente a infeccdo, 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 apds a administragao, de uma tinica ou multiplas doses,
de uma substancia teste em um periodo de 24 h (SAGANUWAN, 2017). O teste de toxicidade
aguda € o procedimento inicial para a triagem de agentes farmacoldgicos para avaliacdo 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 concentragdes 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 aplicacdo, em apenas instantes apos a administracdo do HDACi. Mais uma morte
ocorreu min apos a administracdo da terceira dose de 20 mg/kg/dia. Apos a aplicag@o 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 téxica
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para os animais, sendo a taxa de sobrevivéncia destes, de apenas 20% em relacdo ao controle.
Para os demais grupos, incluindo os controles, nenhuma morte foi observada ao final das seis

doses.
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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 concentracdes de 20 mg/kg/dia, 10
mg/kg/dia e 5 mg/kg/dia. Os resultados refletem a taxa de sobrevivéncia dos animais de cada grupo (n=5) ao final
da aplicag@o das seis doses. Os dados foram submetidos ao one-way ANOV A utilizando o GraphPad Prisma versdo
5.03. O asterisco indica diferenca estatistica com p < 0,05 em rela¢do ao controle.

O principal parametro que avalia a toxicidade aguda de um composto e que reflete a dose
desse composto capaz de matar 50% da populag@o de animais em estudo (CHINEDU; AROME;
AMEH, 2013), € a dose letal mediana (DLso). Dessa forma, a partir dos resultados mostrados
anteriormente, foi determinada a DLso de 15,66 mg/kg para o HDACi TH74. Segundo a
classificacdo de toxicidade de substancias administradas por via parenteral proposta por
Berezovskaya (BEREZOVSKAYA, 2003), uma DLso por via IV maior do que 0,7 mg/kg e
menor do que 40 mg/kg é classificada como altamente toxica, pertencendo a classe 2 de
toxicidade e risco. Uma DLso entre 300 mg/kg e 700 mg/kg por via IV segundo a mesma
classificacdo supracitada, é categorizada como de risco moderado. De fato, uma DLso 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 parametro, 0 HDACi TH74 € muito téxico em
relacdo ao antimonial pentavalente do referido estudo. Entretanto, os efeitos toxicos de uma
substancia-teste em modelo animal sdo também avaliados através de outros parametros, como
por exemplo, dosagens de enzimas renais e hepaticas (testes bioquimicos) e possiveis alteracoes

histoldgicas 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 concentracdo de 20 mg/kg/dia
pode ser explicada pelo fato de que na administracdo 1V, ndo ocorre o efeito de primeira
passagem, em que o fadrmaco primeiramente € absorvido pelo trato digestivo e direcionado pela
veia porta até o figado, onde é metabolizado, para entdo cair na circulagdo sistémica. Dessa
forma, sem o efeito de primeira passagem, o farmaco € introduzido diretamente na circulagdao
sist€émica, o que, consequentemente, torna alta a sua biodisponibilidade e os efeitos toxicos
observados, praticamente imediatos (WANG et al., 2015b). Além disso, fatores criticos na
administracdo IV, sdo a apresentacdo do farmaco (solugdo, suspensdao, emulsdo) e sua
estabilidade até o momento da aplicagdo. Em relacdo a apresentacdo do farmaco na forma de
solucdo por exemplo, caso haja precipitacdo, esse fato pode levar a uma embolia pulmonar
(WONG et al., 2008). De fato, foram observados precipitados nos microtubos de centrifugacao
contendo o HDACi TH74 na concentragdo de 20 mg/kg, o que pode explicar também a alta
letalidade encontrada nesse grupo, além de indicar uma baixa solubilidade do composto em
tampao fosfato-salino.

Assim, a partir do teste de toxidade aguda foi possivel selecionar as doses de 10 mg/kg/dia

e 5 mg/kg/dia para o tratamento da infeccdo em modelo animal por L. braziliensis.

5.1.3.2. Cinética de lesao na orelha e na pata de camundongos BALB/c apés infec¢cao com
L. braziliensis

Camundongos BALB/c sdo susceptiveis a infec¢do causada por Leishmania (DE
OLIVEIRA et al., 2004) e foram utilizados como modelo para avaliacdo da cinética de lesao
causada por L. braziliensis, tanto na pata quanto na orelha, para posterior quimioterapia com os
HDAC:. Para avaliagdo do desenvolvimento da lesdo na pata, foi feito inicialmente, um
experimento piloto, em que os animais foram infectados com 1x10’ parasitos em fase
estaciondria de crescimento. A lesdo foi medida uma vez por semana, durante nove semanas

apos a infeccdo, e o resultado € mostrado na Figura 11.
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Figura 11. Experimento piloto da cinética da lesao 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 estaciondria de crescimento e a lesdo foi medida durante nove semanas
utilizando-se um micrometro. Os resultados refletem a média e o desvio padrdo da diferenca de espessura entre a
pata infectada (esquerda) e a pata contralateral ndo infectada.

E possivel observar na Figura 11 que a lesdo aumenta progressivamente ao longo da
segunda semana apoés a infec¢do, havendo um pico na quinta semana, € uma diminuicdo ja na
sexta semana. Essa lesdo se estabiliza na sétima semana e oitava semanas apés a infeccdo e
apresenta remissao a partir da nona semana. A cinética de lesdo encontrada nesse estudo segue
o padrao 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 caracteristicas histopatolégicas de camundongos
infectados por diferentes cepas de L. braziliensis (PEREIRA et al., 2009b).

A auto-cura observada para a lesdo se deve ao fato de que L. braziliensis causa apenas
uma doenga cutinea transiente em camundongos BALB/c (DE OLIVEIRA et al., 2004), em
parte, devido a incapacidade do parasito em gerar uma producdo forte e sustentada de IL-4
nesses animais. Baixos niveis de IL-4 ndo neutralizam a a¢do do IFN — vy, o qual promove a
ativacdo de macrofagos infectados com Leishmania, a afim de que essas células eliminem o
parasito (LIMA; DEKREY; TITUS, 1999). Macréfagos ativados produzem 6xido nitrico (NO)
e espécies reativas de oxigénio para erradicagdo de microrganismos intracelulares, sendo que o
NO produzido, € um dos mais potentes agentes de macréfagos contra Leishmania (GOMES et
al., 2016; LIEW; O’DONNEL, 1993). Dessa forma, sem IL-4 suficiente, o IFN — y exerce seu
efeito que culmina com a eliminag@o do parasito e posterior cura da lesdo.

No que diz respeito a avaliagdo da cinética de lesdao na orelha dos camundongos BALB/c,

também foi feito um experimento piloto e os animais foram infectados no pavilhdo auricular
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central esquerdo com 1x10° promastigotas de L. braziliensis em fase estaciondria de
crescimento, sendo a progressdo da lesdo acompanhada uma vez por semana, durante oito
semanas apds a infec¢do. As imagens abaixo na Figura 12 sdo representativas de um animal do

grupo e mostram a progressdo da lesdo na orelha nesses animais.

Figura 12 - Experimento piloto da cinética da lesdo na orelha de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis. Os animais (n = 6) foram infectados por via intradérmica no pavilhdo auricular central esquerdo
com 1x10° promastigotas em fase estacionaria de crescimento e o tamanho e a caracterizagio da lesdo foram
determinados, durante oito semanas, utilizando-se um compasso de calibre digital e pelo método de pontuacdo
desenvolvido por Schuster e colaboradores (Schuster et al, 2014). Os resultados sdo mostrados em dias apds a
infeccdo. 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 = por¢do anterior; PP = por¢do posterior

E possivel observar que na segunda semana apés a infec¢io (A), a orelha infectada estd
mais avermelhada, com os capilares sanguineos proeminentes (eritema), € ja na quarta semana
(B), ocorre o aparecimento de uma lesdo com contorno de aspecto oval na extremidade desses
capilares proeminentes (C), que estdo com hiperemia acentuada (cabeca de seta), sendo visivel
a direita superior uma lesdo circular menor (seta preta). Na quinta semana apds a infeccao (D),
€ possivel observar que na por¢ao posterior da orelha, a les@o estd com um contorno oval mais
acentuado (cabeca de seta) e houve expansdao da lesdo circular menor (seta preta) que se
apresentou com um aspecto mais granuloso e formato irregular; na por¢ado anterior (E), a lesdao
apresentou-se ulcerada e também com contornos irregulares. Sete semanas apods a infecc¢ao (F
e ), a lesdo apresentou-se com sinais de epitelizacdo (seta preta), havendo diminui¢do da 4rea
ulcerada (H) (contracdo da lesdo) e maior epitelizagao apds oito semanas da infecgao.

A cinética da les@o na orelha por L. braziliensis em modelo murino acima apresentada,

estd de acordo com os estudos de Khouri e colaboradores, em que foi avaliada a eficicia do
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dietilditiocarbamato de sédio (DETC), um potente inibidor da superéxido dismutase (SOD), na
diminui¢do da les@o 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 infeccdo experimental que mais se aproximasse do que acontece na leishmaniose
cutanea por L. braziliensis, sendo avaliada a les@o também na orelha de camundongos BALB/c
(MOURA et al., 2005). Nos dois trabalhos citados, ocorre o pico da lesdo na orelha dos animais
na quinta semana apés a infecc¢do, assim como mostrado na Figura 12E, em que a lesdo estd
ulcerada. Além disso, Moura e colaboradores mostraram também que na nona semana apds a
infeccdo, a lesdo na orelha dos animais havia regredido completamente (MOURA et al., 2005).
Na Figura 12H, que corresponde a oitava semana ap0s a infec¢@o, a drea ulcerada estd menor e
ha maior epitelizacdo, indicando possivel cura posteriormente. Tanto a les@o ulcerada quanto a
epitelizacdo e a cura espontanea da lesdo sdo observadas em pacientes com leishmaniose
cutanea causada por L. braziliensis ( BEDOYA-PACHECO et al., 2017).

No que diz respeito a ulceracdo da lesdo relacionada a presenca de Leishmania in situ, a
fase que precede a ulceracdo € a fase ativa do processo de auto-cura da lesdo e € caracterizada
por intensa multiplica¢io do parasito, aparecimento de reacdo inflamatdria aguda (recrutamento
de mondcitos e macréfagos, infiltragdo de células T CD4*, CD8", liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias) e aparecimento da lesdo. Entretanto, quando a lesdo progride
para ulceracdo (fase ulcerativa), o processo inflamatério ja4 estd estabelecido e a carga
parasitdria tende a diminuir, em decorréncia desse processo inflamatorio instalado e
predominancia de uma resposta imune do tipo Thl (SCOTT; NOVALIS, 2016). Dessa forma, a
ulceracdo da lesdo cutanea é em maior parte, consequéncia do forte processo inflamatério local
e ndo devido ao aumento do nimero de parasitos in situ (ABDOLI; MASPI; GHAFFARIFAR,
2017; BELKAID et al., 2000; CONCEICAO-SILVA et al., 2018). A Figura 12A-C pode sugerir
a fase ativa e portanto, a alta taxa proliferacdo de Leishmania na lesdao, uma vez que mostra a
progressao da hiperemia, e esta é caracteristica de inflamacao (BROWN, 2019), e precedeu a

lesdo ulcerada.

5.1.3.3. Tratamento com os HDACi TH60, TH74 e TH8S da lesao na pata de camundongos
infectados com L. braziliensis

Apés a padronizacdo da cinética de lesdo 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 préxima

etapa experimental abrangeu o tratamento com os HDACi de animais infectados na pata pelo
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referido parasito. Embora a infec¢@o na orelha mimetize melhor a cinética da lesdo que ocorre
em pacientes com leishmaniose cutinea, a lesdo na pata se desenvolveu mais rapidamente
(detectdvel ja na segunda semana apds a infeccdo) e serviria ao proposto inicial de avaliar a
eficdcia do tratamento com os HDACi em modelo de infec¢ao animal por L. braziliensis.
Assim, os camundongos foram infectados com o parasito em fase estaciondria de crescimento
e tratados com os HDACi TH60, TH74 e TH85 nas concentracdes de 5 mg/ kg e 10 mg/kg por
via intravenosa na cauda, da segunda a quarta semana apés a infecgdo. Esses trés HDACi foram
selecionados entre os cinco HDACi com maior eficicia contra amastigotas intracelulares in
vitro, como mostrado anteriormente. Na Figura 13 é mostrado o efeito do tratamento com os

HDAC: na lesdo da pata dos camundongos.
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Figura 13 - Tratamento com os HDACi TH60, TH74 e TH85 de lesdo na pata de camundongos BALB/c
infectados com L. braziliensis. Os animais (n = 6) foram tratados com os HDACi nas concentragoes de 5 mg/kg
e 10 mg/kg por via IV, por trés semanas, em dias alternados. Glucantime® e DMSO foram usados como controles
positivo e negativo, respectivamente, e o tratamento da infecc¢do teve inicio na segunda semana apds a infeccao
(seta alaranjada). Os resultados sd@o a média e o desvio padrio da diferenca de espessura entre a pata infectada
(esquerda) e a pata contralateral ndo infectada apds o tratamento. Os dados foram submetidos ao one-way ANOV A
utilizando-se o GraphPad Prisma versdo 5.03. O asterisco indica diferenga estatistica com p < 0,05 em relagdo ao
controle, ? significa p < 0,05 em relagio ao Glucantime® e b significa p < 0,05 em relag@o ao controle, DMSO e
Glucantime®. A) tamanho da lesdo no controle (recebeu somente PBS). B) tamanho da lesdao apds o tratamento
com TH60. C) tamanho da lesdo apds o tratamento com TH74. D) tamanho da lesdo apds o tratamento com THS85.
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As lesdes apresentaram aspecto nodular sem ulceragdo e seu tamanho foi determinado
pela diferenca de espessura entre a pata infectada (esquerda) e pata contralateral ndo infectada
(controle). Na Figura 13A, é mostrada a cinética da lesdo no controle, em que nido houve
tratamento. E possivel observar que na quinta semana apés a infec¢do (e dltima do
experimento), o tamanho da lesdo diminuiu, inferindo um processo de auto-cura caracteristico
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 apds a infeccdo e tdltima de tratamento, o tamanho da lesdo tratada com 5 mg/kg foi
menor do que para o Glucantime®, controle positivo, e para o DMSO, controle negativo,
enquanto ap6s o tratamento com 10 mg/kg/dia para esses mesmos HDACi, houve um aumento
da les@o em relagdo aos controles. Para o0 TH85 (13D) no mesmo periodo (quarta semana apos
a infeccdo), o tamanho da lesdo foi o0 mesmo em relagdo ao Glucantime® e DMSO apés o
tratamento com 10 mg/kg, enquanto para a concentragdo de 5 mg/kg, a lesdo nido diminuiu,
sendo esta maior do que a dos controles. Interessante destacar que na sexta semana, quando nao
houve tratamento e os animais foram eutanasiados, o tamanho da lesdo apds o tratamento com
o TH60 (13B) na concentragdo de 5 mg/kg, foi menor do que na semana anterior e se igualou
ao do Glucantime®. Esses resultados diversos podem estar relacionados a carga parasitaria e
ao controle da resposta imune nos animais, portanto, para melhor entender o que poderia ter
ocorrido durante o tratamento, foram realizadas andlises de carga parasitdria e producdo de

citocinas Thl e Th2.

5.1.3.4. Carga parasitaria na pata de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis

A quantificacdo da carga parasitdria na pata infectada dos camundongos pode refletir o
efeito leishmanicida dos HDACi, corroborando com os achados de diminui¢do da lesdo, como
mostrado anteriormente. Assim, os animais foram eutanasiados na quinta semana apds a
infeccdo e procedeu-se a dosagem da carga parasitaria, que foi feita por dilui¢do limitante e o
crescimento de Leishmania foi acompanhado por pelo menos 15 dias, sendo o resultado

mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Quantificacio da carga parasitaria na pata de camundongos BALB/c tratados com os HDACi
TH60, TH74 e THS8S. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda a quarta semana apds a infeccio e entdo
eutanasiados na quinta semana para quantificacao da carga parasitdria na pata infectada, utilizando-se a técnica de
dilui¢@o limitante. Glucantime® e DMSO foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente. Os
resultados sdo a média e o desvio padrao do —log do titulo de parasitos na pata dos animais. A auséncia de barras
indica que ndo foram detectados parasitos na pata infectada. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA
utilizando-se o GraphPad Prisma versdo 5.03. O asterisco indica diferenga estatistica com p < 0,05 em relagdo ao
controle.

E possivel 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
concentracdo de 10 mg/kg e TH74 e TH85 na concentracdo de Smg/kg. Estudos tém mostrado
que o DMSO apresenta efeito imunomodulatério (HUANG et al., 2020), e que em baixas
concentragdes (1%), esse solvente é capaz de aumentar a resposta inflamatéria (GOTO;
YAMAMOTO-YAMAGUCHI; HONMAL, 1996). Entretanto, mesmo que este fato tenha
ocorrido, ndo foi observado no presente trabalho um efeito direto na carga parasitdria, mesmo
os animais tendo recebido a mesma concentracdo de DMSO presente na dilui¢do dos compostos
(1%). A presenca de parasitos na pata dos animais apds o tratamento com o TH60 na
concentragdo de 10 mg/kg e com o TH8S na concentragdo de 5 mg/kg, corrobora com o tamanho
da lesdo na quarta semana apds a infecg¢do e dltima do tratamento, e pode ser explicada pela
possibilidade de os HDACi terem efeito anti-inflamatério e serem capazes de modular a
resposta imune para Th2 (BODE et al., 2007). Em contrapartida, a correspondéncia entre menor
tamanho de lesdo e baixa carga parasitaria ndo se confirmou apds o tratamento com o TH74 na
concentracdo de 5 mg/kg, ja que a lesdo foi a menor quando comparada ao tratamento com o
mesmo HDACI na concentragdo de 10 mg/kg e controles na quarta semana apds a infecgcao
(13C), e a carga parasitaria foi a maior entre todos os grupos em que houve crescimento de
Leishmania, como mostrado na Figura 14. E possivel que o TH74 tenha, desde o inicio da
infeccdo, exacerbado a resposta imune Th2 dos animais, que € intrinseca da linhagem de

camundongos BALB/c (GORHAM et al., 1996; REINER; LOCKSLEY, 1995), impedindo uma



84

resposta Thl e favorecendo a proliferacdo de Leishmania na pata dos animais. Nos demais
tratamentos, TH60 (5Smg/kg), TH74 (10 mg/kg) e TH8S (10 mg/kg), e controle positivo, nao foi
observada a presenca do parasito. Assim, para o TH60 (5 mg/kg), a auséncia de parasitos
corrobora com o menor tamanho da lesao (13B), enquanto para os outros dois HDACI, a
auséncia de parasitos e presenca de lesdo (13C e 13D, respectivamente) possa indicar o efeito

pré-inflamatorio do TH74 e TH8S nessas concentragdes.

5.1.3.5. Avaliacdo da producao 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 pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias sao elementos chave na geracdo de
resposta imune e apresentam diferentes papéis na resisténcia ou susceptibilidade a infec¢ao 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, Thl ou Th2, que foi desencadeada apds o tratamento com 0s
HDACI, o sobrenadante da cultura de células de linfonodo de drenagem da pata dos
camundongos foi coletado apds 72 h de estimulo com extrato puro de promastigotas de L.
braziliensis e analisado por citometria de fluxo para as citocinas TNF, INF-y, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10 e IL-17. Na Figura 15 é mostrado o perfil das citocinas pré-inflamatérias TNF, INF-y,

IL-2 e IL-17 produzidas segundo essas condi¢des.
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Figura 15 - Producio das citocinas pré-inflamatérias INF-y, TNF, IL-2 e IL-17 por células do linfonodo de
drenagem da pata infectada de camundongos BALB/c apés o tratamento com os HDACi TH60, TH74 e
THSS. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda a quarta semana apds a infeccdo e entdo eutanasiados para
avaliacdo do perfil de citocinas frente ao tratamento. O sobrenadante da cultura de células do linfonodo de
drenagem da pata infectada foi coletado apds 72 h de estimulo com extrato puro de promastigotas de L. braziliensis,
e a produgdo de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. Glucantime® e DMSO foram usados como controles
positivo e negativo, respectivamente. Os resultados sdo a média e o desvio padrio da cultura de células de dois
pocos, sendo cada poco (n = 3). Os dados foram submetidos ao one-way ANOV A utilizando-se o GraphPad Prisma
versdo 5.03. O asterisco indica diferenga estatistica com p < 0,05 em relagio controle; * indica p < 0,05 em relagéo
Glucantime®. A) Produgdo de INF-y. B) Producdo de TNF. C) Produgédo de IL-2. D) Produgéo de IL-17.

E possivel observar que os niveis tanto de INF-y (15A) quanto os de TNF (15B)
diminuiram com o estimulo de antigeno de L. braziliensis (LbAg) para praticamente todos os
tratamentos com os HDACi em relagdo ao controle, e para o TH60 (5 mg/kg) e TH74 (10
mg/kg) praticamente ndo houve a producdo dessas citocinas, sendo, controle (INF-y = 580,08
pg/mL + 785,46 ; TNF = 346,02 + 478,57); TH60 (5mg/kg): INF-y = 40,16 pg/mL + 18,00 ;
TNF = 30,68 pg/mL + 19,95; TH74 (10mg/kg): INF-y = 34,88 pg/mL + 13,20; TNF = 17,80

pg/mL £ 14,32. Os baixos niveis dessas citocinas pré-inflamatérias corroboram com a nao
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deteccao de parasitos nas lesdes dos camundongos apds o tratamento com os referidos HDACi
(Figura 14). Além disso, a auséncia de parasitos na pata relaciona-se com a diminui¢do da lesao
nos camundongos tratados com o TH60 (5 mg/kg), que na quarta semana apds a infecgdo,

apresentou-se menor do que a do controle, DMSO e Glucantime®

€ na quinta semana apds a
infeccio, foi menor do que a lesdo do controle e igual 4 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 nio detec¢do de parasitos na pata,
a lesdo ndo diminuiu na quinta semana apés a infeccdo (Figura 13C), podendo esse fato estar
relacionado a um processo inflamatério para erradica¢do da infec¢do, como mencionado no
item 5.2.3.3. Em relacdo ao TH60 (10 mg/kg), TH74 (5 mg/kg) e TH8S (5 mg/kg) houve maior
produgio de INF-y e TNF quando comparados ao Glucantime®, sendo, Glucantime®: INF-y =
71,40 pg/mL + 14,87; TNF = 64,99 pg/mL + 12,29; TH60 (10mg/kg): INF-y = 223,49 pg/mL
+ 245,16; TNF = 195,65 pg/mL + 184,40; TH74 (5 mg/kg): INF-y = 268,76 pg/mL + 333,86;
TNF = 425,38 pg/mL + 556,04; TH85 (5 mg/kg): INF-y = 188,51 pg/mL + 193,26; TNF =
149,84 pg/mL * 158,29. Para esses HDACI1, a maior produgdo INF-y e TNF esta de acordo com
a presenca de parasitos nas lesdes dos camundongos (Figura 14) e também com o aumento da
lesdo na pata dos animais na quinta semana apoés a infec¢do em relacio ao controle para o TH60
(10 mg/kg) (Figura 13B), em relagdo ao Glucantime® para o TH74 (5 mg/kg) (Figura 13C) e
em relacio ao controle e Glucantime® para o TH85 (5 mg/kg) (Figura 13D). Para o

Glucantime®

, 0s niveis mais baixos de INF-y e TNF relacionam-se com a auséncia de parasitos
nas lesoes e diminui¢do da lesdo na quinta semana ap0s a infec¢ao (Figura 13). Em relacdo a
producdo de IL-2 e IL-17, os niveis foram praticamente 0os mesmos entre tratamentos e
controles (Figura 15C e 15D, respectivamente), a excecao do TH74 (5 mg/kg), cuja producao
foi estatisticamente maior do que a do controle para as duas citocinas.

As dosagens de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-6 e IL-10) também foram realizadas

apos o tratamento com os HDAC: e os resultados sdo mostrados na Figura 16.
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Figura 16 - Producao das citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-6 e IL-10 por células do linfonodo de
drenagem da pata infectada de camundongos BALB/c apés o tratamento com os HDACi TH60, TH74 e
THS8S5. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda a quarta semana apds a infec¢@o e entdo eutanasiados para
avaliacdo do perfil de citocinas frente ao tratamento. O sobrenadante da cultura de células do linfonodo de
drenagem da pata infectada foi coletado apds 72 h de estimulo com extrato puro de promastigotas de L. braziliensis,
e a produgdo de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. Glucantime® e DMSO foram usados como controles
positivo e negativo, respectivamente. Os resultados sdo a média e o desvio padrdo da cultura de células de dois
pogos, sendo cada pogo (n = 3). Os dados foram submetidos ao one-way ANOV A utilizando-se o GraphPad Prisma
versdo 5.03. O asterisco indica diferenca estatistica com p < 0,05 em relagdo controle. A) Produ¢do de IL-4. B)
Produgdo de IL-6. C) Produgao de IL-10.

E possivel observar que no tempo analisado (72 h), praticamente ndo houve a producio
nem de IL-4 (16A) e nem de IL-6 (16B) apds estimulo antigénico, corroborando com os achados
anteriores (Figura 15) de predominéncia de resposta do tipo Th1l nos camundongos BALB/c, a
excecao 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, TH8S (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 producdo de IL-4 apds o tratamento com o TH60 (10 mg/kg) e de 1L-6 apds o
tratamento com THS85 (5 mg/kg), correlaciona-se diretamente com a presenga de parasitos na
lesdo, como mostrado na Figura 14. O tratamento com o TH85 na concentragdo de 10 mg/kg
levou a maior producdo de IL-6 entre os grupos experimentais, entretanto, nao foram detectados
parasitos nas lesdes dos animais. Em relacao a IL-10, a producdo apds o estimulo antigénico
praticamente ndo se alterou entre controles e tratamentos, a exce¢do do TH74 (5 mg/kg), em
que houve aumento em relacdo aos controles, mas sem significincia estatistica (16C). A
atividade anti-inflamatéria da IL-10 resulta da sua capacidade de inibicdo da funcdo de
macr6fagos e DC, dessa forma, interferindo na producio de INF-y e TNF e regulando a resposta
imune (O’GARRA; VIEIRA, 2007). Assim, é que o aumento seja em resposta a producao INF-
v € TNF pelo TH74 (5 mg/kg) (15A e 15B).

Para o DMSO, a producio das citocinas pro-inflamatdrias praticamente ndo se alterou
apos estimulo antigénico (Figura 15), foram detectados parasitos nas lesdes dos animais (Figura
14) e estas ndo diminuiram em relacdo ao controle nem na quarta ou quinta semana apds a
infeccdo (Figura 13). Além disso, para as citocinas anti-inflamatdrias (Figura 16), estas ndo
foram produzidas apds estimulo antigénico, o que descarta um papel imunomodulatério para o
DMSO e refor¢a a agdo dos HDAC:.

Na infeccdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis, uma resposta imune
predominante do tipo Thl favorece a eliminacdo do parasito e consequente cura da lesdao
(TITUS, 1999), enquanto uma resposta predominante do tipo Th2, ndo € comum de ser
detectada na interacdo L. braziliensis-BALB/c. Na verdade, camundongos BALB/c infectados
por L.braziliensis produzem pouca quantidade de IL-4, o que favorece uma resposta Thl
(LIMA; DEKREY; TITUS, 1999), e os resultados acima descritos corroboram com essa
afirmacdo. E importante ressaltar que a dindmica da resposta imune difere entre as diferentes
linhagens de camundongos e € dependente da espécie de Leishmania causadora da infec¢@o
nesses animais. Alguns aspectos dessa complexidade parasito-hospedeiro podem ser
encontrados em (SCOTT; NOVAIS, 2016).

Diversos estudos t€m mostrado os HDACi como moduladores da resposta imune,
podendo estes agirem tanto inibindo quanto estimulando a expressdao 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 alteracdes causadas pelos HDACi
impactam diretamente na secre¢do de mediadores inflamatérios, em especial, de NO pelos

macréfagos, o qual € um elemento chave para matar Leishmania e € produzido pela acao de
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INF-y e TNF sobre essas células como discutido no item 1.2 (ROGER et al, 2016). De fato,
Cao e colaboradores visando avaliar como a inibicdo seletiva de HDACs de classe I interfere
na expressdo de genes inflamatérios em macréfagos, mostraram que o entinostat, um HDACi
utilizado em ensaios clinicos contra diversos tipos de cancer, foi capaz de aumentar a expressao
dos genes de TNF, IL-6 e iNOS (CAO et al., 2019). Outros estudos t€ém mostrado que os HDACi
podem induzir o aumento da expressdo de MHC de classe II (MAGNER et al., 2000), o que
seria benéfico para potencializar a acdo das DC, como mencionado anteriormente (item 1.2),
corroborando para o efeito pro-inflamatoério desses inibidores. Assim, € possivel inferir que os
efeitos observados para o TH60 (5Smg/kg) sejam devidos a potencializacdo da resposta imune
Th1 dos animais por esse inibidor, com maior ativacdo de macréfagos e controle da infeccdo
da terceira para a quarta semana ap0s a infec¢do, ja que na quarta semana a lesdo diminuiu de
forma significativa, como descrito acima, conferindo a esse HDACi a¢do pro-inflamatoria. Para
o TH60 (10 mg/kg), TH74 (5 mg/kg) e TH85 (5 mg/kg) também € possivel inferir a estes um
efeito pré-inflamatério, uma vez que houve maior producao INF-y e TNF e praticamente ndao
houve a producdo de citocinas anti-inflamatérias apos 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 produ¢do de INF-y por macrofagos e a IL-17, que € produzida principalmente
por células Th17 (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016), e que desempenha papel
importante no recrutamento de neutréfilos durante a infec¢do por Leishmania, pode ter papel
tanto protetor quanto cooperativo para a progressdao da doenca por esse parasito, sendo ambos
dependentes da espécie de Leishmania e do tecido acometido, pele, figado e/ou bacgo
(GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al.,, 2017). No presente trabalho a partir dos
resultados encontrados, ndo fica claro o papel dessa citocina, mas, levando-se em conta aquele
encontrado para o TH74 (5 mg/kg), é possivel que a IL-17 ndo tenha um efeito benéfico no
controle da infeccdo por L. braziliensis em camundongos BALB/c, ja que foram detectados
parasitos na lesdo apds o tratamento com o referido HDAC:.

Alguns mecanismos pelos quais HDACi exercem seu efeito pré-inflamatério abrangem
os TLRs. A ativacdo de TLRs por diversos PAMPs inicia uma ripida mudanga na expressao
génica, e uma das vias de sinalizagdo que podem ser ativadas para essa finalidade € a de fator
nuclear kappa B (NF-kB) (BODE et al., 2007). NF-kB sdo fatores de transcri¢gdo homo ou
heterodiméricos, formados por diferentes proteinas da familia Rel, sendo o complexo
heterodimérico RelA/p50 o mais bem caracterizado. Esse complexo se liga a regido promotora

de genes alvo, como de citocinas pré-inflamatérias, levando a um aumento na sua expressao
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(GHIZZONI et al., 2011; GLEZER et al., 2000). A acetilacdo e deacetilagdo das subunidades
de NF-kB s@o processos importantes na regulacdo da ativagdo desse fator de transcri¢ao
(MOHAMMADI et al., 2018). Por exemplo, a acetilacdo de residuos especificos de lisina do
complexo RelA/p5S0 por HATs, favorece a ligacdo deste ao DNA e diminui a0 mesmo tempo,
a interacdo do complexo com um préprio inibidor, o IkBa, permitindo a ativagdo de genes
especificos, como os que codificam para citocinas. A acetilagdo por HATs ocorre uma vez que
HDACs-chave levam a deacetilagdo de lisinas no complexo RelA/p50 estdo inibidas por
HDACi (CHEN; MU; GREENE, 2002; DAI et al., 2005). A deacetilagao por HDACs diminui
a interacdo do complexo RelA/p50 ao DNA e favorece a interacdo do complexo com seu

inibidor IkBa, inibindo a transcri¢ao de genes, como daqueles para citocinas.

5.1.3.6. Determinaciao dos niveis plasmaticos das enzimas creatinina, AST, ALT e FAL de
camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis e tratados com os HDACi TH60,
TH74 e THS85

A determinag¢do de parametros bioquimicos no sangue de animais experimentais é
essencial, uma vez que através desses parametros, pode-se avaliar possiveis alteracOes
metabolicas e também no funcionamento de tecidos e 6rgaos frente a um modelo de infecgdo,
quimioterapia ou ambos (ALMEIDA et al., 2008). Assim, foram avaliados os niveis
plasmdticos de creatinina, transaminase pirdvica (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, ndo seria suficiente para a realizacdo de todas as andlises, ja que
cerca de 20% desse valor € utilizado na determinacdo de cada parametro bioquimico
(BIOCLIN, 2018, 2019, 2020a, 2020b). De fato, o volume de amostra sanguinea para testes
com roedores geralmente € insuficiente (JOHNS et al, 2018). Camundongos BALB/c fémea 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 alimentagdo, alteracdes
climaticas e ambientais, variabilidade individual (BARBOSA et al., 2017) e até mesmo, o
estresse experimental, podem interferir nesses valores. Na Figura 17 s@o mostrados os niveis

de creatinina determinados para os grupos experimentais.
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Figura 17 - Dosagem de creatinina plasmatica de camundongos BALB/c apés o tratamento com os HDACi
TH60, TH74 e TH85. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda a quarta semana apds a infecgéo e previamente
a eutandsia 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 sdo a média e o desvio padrao da dosagem de creatinina em cada grupo. Os dados
foram submetidos ao one-way ANOV A utilizando-se o GraphPad Prisma versao 5.03. O asterisco indica diferenca
estatistica com p < 0,05 em relacdo ao controle e * significa p < 0,05 em rela¢do ao Glucantime®.

E possivel observar que os niveis plasmaticos de creatinina foram menores para todos os
tratamentos com os HDACi quando comparados ao Glucantime®. Além disso, é interessante
destacar que os niveis 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 nivel desse pardmetro bioquimico em relacio a todos os
demais tratamentos. Se compararmos os niveis de creatinina do controle com os do
Glucantime®, nota-se que para este ltimo, os niveis praticamente dobraram em relagdo 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 fun¢do renal e € o produto irreversivel
final do metabolismo da creatina e fosfocreatina, em especial no musculo esquelético, em que
a concentracdo desses substratos energéticos € maior em relacdo ao restante do organismo
devido a alta demanda intrinseca 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 eliminagdo feita pelos rins em individuos sauddveis (BROSNAN; BROSNAN, 2010;
KASHANI; ROSNER; OSTERMANN, 2019; WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000). Os

niveis séricos normais de creatinina em humanos sio de 0,6 a 1,3 mg/dL. (ABENSUR, 2011) e
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em camundongos BALB/c fémea, esse valor € 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) estdo de acordo com os valores de referéncia 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 ndo houve alteracdo na funcdo renal apds o tratamento
com os HDACi. Em relacdo ao Glucantime®, o valor de creatinina obtido (0,99 mg/dL + 0,30)
foi maior do que o de referéncia para camundongos BALB/c. Os achados nos permitem inferir
uma menor toxidade dos HDACi para os rins quando comparados ao de um medicamento ja
em uso no tratamento das leishmanioses. Alteracdes nos niveis de creatinina sdo um efeito
adverso encontrado no tratamento com Glucantime® em pacientes com leishmaniose (BRASIL;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017) e a nefrotoxicidade é rara (AN et al., 2019; RODRIGUES
et al., 1999).

Alteragdes na funcdo hepatica, sejam elas em decorréncia de alguma patologia ou até
mesmo pelo uso de medicamentos, podem ser avaliadas através da dosagem sanguinea de
alguns principais marcadores como a transaminase oxalacética (AST/TGO), a transaminase
pirdvica (ALT/TGP) e a fosfatase alcalina (FAL) (HU et al., 2014). Na Figura 18 sdo mostrados

os niveis plasmaticos dos referidos marcadores apds o tratamento com os HDAC:.
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Figura 18 - Dosagem plasmatica das enzimas hepaticas AST, ALT e FAL de camundongos BALB/c apos o
tratamento com os HDACi TH60, TH74 e TH8S. Os animais (n = 6) foram tratados da segunda a quarta semana
ap6s a infeccdo e previamente a eutandsia foi coletado o sangue pelo plexo retro-orbital para a dosagem das
enzimas utilizando-se kit comercial (Bioclin - Quibasa-Bioclin®). Glucantime® ¢ DMSO foram usados como
controles positivo e negativo, respectivamente. Os resultados sdo a média e o desvio padrao da dosagem de AST,
ALT e FAL em cada grupo. Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA utilizando-se o GraphPad Prisma
versdo 5.03. O asterisco indica diferenca estatistica com p < 0,05 em rela¢do ao controle. A) Niveis plasmdticos
de transaminase oxalacética (AST). B) Niveis plasméticos de transaminase pirdvica (ALT). C) Niveis plasméticos
de fosfatase alcalina (FAL).

Na Figura 18A, € possivel observar que o TH60 na concentracio de 5 mg/kg (181 U/L +
11,91), e o TH74 nas concentracdes 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 niveis de AST em comparacdo ao controle
(112,50 U/L + 52,69), entretanto, para todos os HDACI, essa elevacdo foi menor do que a
encontrada para o Glucantime® (236,50 U/L + 80,83). O TH85 na concentracio de 5 mg/kg foi
0 que menos alterou os niveis do referido parametro (163,50 + 43,12) quando comparado ao

controle. Em relagdo aos niveis de ALT (18B), ndo houve diferenca significativa entre
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tratamentos e controles, porém, para todos os HDACi houve diminuicdo da produgdo em
relacdo 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), a excecdo do TH74 (5 mg/kg) (60,20 U/L +
17,64) em relacdo ao DMSO (Figura 18B). Para a FAL, também ndo houve diferenca
significativa entre controles e tratamentos, porém, para todos os HDACi também foi observada
diminui¢do da producdo desse marcador hepdtico em relagdo 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 TH8S (10 mg/kg) (125 U/L £ 16,52) (Figura 18C).
Em relagdo ao controle (97 U/L + 58,07), houve aumento da producdo de FAL apds o
tratamento com todos HDACi, mas sem significancia estatistica. Para o DMSO, controle
negativo dos experimentos e diluente dos HDACi, houve também aumento de AST, ALT e
FAL em relacdo ao controle, porém, ndo foi estatisticamente significativo.

As referidas enzimas, AST, ALT e FAL sdo marcadores de dano hepatico, como
mencionado anteriormente. AST e ALT participam da gliconeogénese ao transferir grupos
amino do 4cido aspdrtico ou alanina para o a-cetoglutarato levando a producdo de 4cido
oxaloacético e 4cido pirtdvico, respectivamente. Essas enzimas sdo encontradas tanto no citosol
de hepatdcitos, sendo que a ALT esta presente em grande quantidade, quanto podem também
ser encontradas em outros 6rgaos, como rins, € nos musculos cardiaco e esquelético, porém, em
menor quantidade. A FAL é uma hidrolase presente em nivel elevado na membrana do
canaliculo biliar dos hepatdcitos, estando presente também nos ossos e rins. Quando ocorre
injuria hepética ou elevada metabolizacdo no figado, essas enzimas sdo entdo lancadas na
circulacao sanguinea (LALA et al., 2021; LOWE; SANVICTORES; JOHN, 2021).

Os valores normais de AST/TGO sao < 31 U/L (mulheres) e < 37 U/L (homens) e os de
ALT/TGP sao < 32 U/L (mulheres) e < 42 U/L (homens) (NEWS, 2019). Para a FAL, os valores
sao de 35 a 104 U/L (mulheres) e de 40 a 129 U/L (homens) (FLEURY MEDICINA
DIAGNOSTICA, 2022). Informagdes acerca da dosagem de parimetros bioquimicos em
camundongos € 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 fémea, 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, reforcam o fato de que o uso de medicamentos ou
qualquer substancia quimica pode elevar os niveis das enzimas hepéticas. Pacientes com LC e
tratados com antimoniais pentavalentes, de fato, apresentam niveis elevados de enzimas
hepdticas (AN et al., 2019), porém, quando ocorre injiria no 6rgdo com destruicio dos
hepatdcitos, a elevacdo dos niveis de AST, ALT e FAL € de pelo menos 10 vezes, podendo
alcancar 100 vezes mais em relacdo aos valores normais (MAYO CLINIC LABORATORIES,
2022). Assim, embora alguns niveis aqui encontrados para AST e FAL estejam elevados em
relac@o aos valores normais, essa elevacao foi pequena, os niveis de ALT permaneceram dentro
da normalidade mesmo apds o tratamento e todos os HDACi resultaram em menores niveis de
AST, ALT e FAL em relacdo ao Glucantime®, mesmo que para os dois dltimos, de forma nao
significativa estatisticamente, o que portanto, nos permite inferir que o tratamento com o0s
HDACi ndo levou a dano hepatico e esses inibidores apresentaram menor toxicidade terapéutica
do que um medicamento ja utilizado no tratamento da leishmaniose cutanea. Além disso, a
elevacdo nos niveis das enzimas hepdticas em decorréncia do tratamento da LC com

antimoniais, é transitério (WISE et al., 2012).

5.1.3.7. Analises histopatolégicas de figado, rins, baco e coracio de camundongos BALB/c
infectados com L. braziliensis e tratados com os HDACi TH60, TH74 e TH85

Animais de todos os grupos experimentais apresentaram alteracdes histolégicas no

figado, como granulomas, infiltrados inflamatérios e congestido, como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Andlises histopatolégicas do figado, rins, corag@o e bago dos animais apds o tratamento com os HDACi

PBS GLUC. DMSO TH60 TH60 TH74 TH74 TH85 THS8S
S5mg 10mg S5mg 10mg S5mg 10mg

Figado
Granulomas +++ + +++ ++ + + + + +
Infiltrado inflamatério ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++
Congestao +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++
Hemossiderina + + + - - - + + +
Rins
Congestdo ++ ++ ++ + ++ + ++ + +
Coracao
Infiltrado inflamatério +++ +++ +++ + + + + + ++
Baco
Amastigotas no interior + - + - - - - - -

de macréfagos

Megacariocitos ++ ++ ++ + + + + + +

Hemossiderina +++ + + + ++ + ++ + +

Os resultados foram expressos seguindo-se os seguintes pardmetros para cada padrao histopatoldgico (Oliveira et
al., 2017): (-) alteracdes histolégicas ndo observadas; (+) alteracdes discretas; (++) alteragdes histologicas
moderadas; (++) alteragdes histoldgicas severas. Foram analisadas amostras de 6 animais por grupo.

E possivel observar que as alteragdes no figado 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 concentracdes
de 5 mg/kg e 10 mg/kg e com o TH60 (10 mg/kg), foram encontrados granulomas em menor
quantidade. Em relacdo a presenca de infiltrados inflamatdrios, estes apresentaram-se
moderados nos animais tratados com todos os HDAC], exceto para o TH74 (10 mg/kg), em que
a quantidade desses infiltrados foi maior. A presenga de congestdo no figado 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 THS85 nas duas concentracdes (5 mg/kg e 10 mg/kg), ndo sendo detectada nos animais dos
demais grupos, TH60 (5 mg/kg e 10 mg/kg) e TH74 (Smg/kg).

O figado € o 6rgdo responsdvel pela metabolizacdo 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 visceraliza¢do por espécies dermotrdpicas
de Leishmania distante do local de infec¢ao também pode ocorrer e tem sido reportada em
camundongos, estando relacionada a densidade de parasitos utilizada no inéculo para infec¢ao
dos animais nos experimentos (GOMES-SILVA et al., 2013; RIBEIRO-ROMAO et al., 2014).
Em humanos, a visceralizacio por espécies dermotrdpicas do parasito € rara, porém, tem sido
relatada em pacientes imunossuprimidos (ZIJLSTRA, 2014). Macréfagos residentes no figado
denominados células de Kupffer, sdo a primeira linha de defesa contra Leishmania e podem
formar os chamados granulomas, que sdo agrupamentos de macréfagos 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 € quimiocinas como
CXCL10 e TNF-y, recrutando para o figado, outras células do sistema imune para combater a
infeccdo, como mondcitos, neutrofilos e células NK, que podem constituir infiltrados
inflamatérios (PALACIOS et al., 2021). Assim, € possivel que nos animais dos grupos que
receberam PBS e DMSO tenha ocorrido visceralizacdo, ja que a carga parasitdria pode ter se
mantido elevada em decorréncia da auséncia 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 figado foi menor, talvez em resposta a menor carga parasitdria
hepatica dos animais apds o tratamento. Em relacdo as quantidades moderada e elevada de
infiltrados inflamatérios no figado dos animais, esse fato pode ser em decorréncia dos
granulomas ou pode ser efeito dos proprios HDACi em causar algum dano hepatico (HUANG;
BARR; RUDNICK, 2013).

Em relacdo a congestao hepética, 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 coragao
causado pelo proprio tratamento ou como consequéncia da infec¢do por L. braziliensis, ja que
esses grupos apresentaram maior quantidade de infiltrados inflamatérios no tecido cardiaco. De
fato, problemas cardiacos sdo causa de congestdo hepdtica, como mostrado por Wells et al,
(WELLS et al., 2016). A congestao hepatica como consequéncia do dano cardiaco ocorre uma
vez que, o aumento da pressdo atrial direita no coragdo acometido por alguma patologia ou
medicamento, reduz o gradiente de pressdo para o retorno venoso, o que também reduz o influxo
de sangue para o ventriculo direito a partir da veia cava inferior, fazendo com que o figado se
torne inchado a medida que os capilares sinuséides ingurgitam e dilatam com o sangue,

provocando a estase sanguinea no 6rgao (GORE et al., 2004).
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A hemossiderina foi encontrada no figado dos animais dos grupos controles (PBS e
DMSO) e também naqueles tratados com o TH74 (10 mg/kg) e TH8S5 (5 mg/kg e 10 mg/kg) e
€ possivel que esse fato seja devido a destrui¢dao de células vermelhas como consequéncia da
congestao (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
hemdcias no figado, macréfagos residentes fagocitam essas células vermelhas e promovem a
quebra do grupo heme da hemoglobina liberando o ferro, que pode ser armazenado no
citoplasma desses macréfagos na forma de ferritina e hemossiderina ou pode ser exportado e
transportado para o organismo ligado a transferrina (BROWN; WETTERE; CULLEN, 2017).

Os rins atuam na excre¢do de produtos residuais do metabolismo e também estdo
envolvidos em diversos processos regulatorios, como regulacio da pressdo sanguinea
(FERGUSON; WAIKAR, 2012). As analises histoldgicas mostraram que os animais controles
(PBS e DMSO) e tratados com os HDACi apresentaram congestdo renal, entretanto, a
intensidade desta foi maior nos animais dos grupos controles e daqueles tratados com o TH60
e TH74 na concentracdo de 10 mg/kg. A congestio renal, assim como a congestio hepdtica,
pode ser consequéncia de problemas cardiacos e também estd relacionada ao retorno sanguineo
anormal para o coracdo pelas grandes veias (SHIMADA et al., 2018), como descrito para o
figado anteriormente.

A presenca de infiltrados inflamatdrios no coracdo 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 inflamacdo do musculo cardiaco e pode
comprometer a capacidade de bombeamento do coragdo (BASSO et al., 2012), e tem sido
descrita em cdes como uma das alteragdes cardioldgicas que podem ocorrer devido a resposta
imune sistémica desencadeada pela infeccdo por Leishmania (COSTAGLIOLA et al., 2016)
Em pacientes com leishmaniose, dados do comprometimento cardiaco pelo processo infeccioso
sao raros (FARINA et al., 2022). Assim, é possivel que a presenca dos infiltrados inflamatérios
no coragdo dos animais esteja relacionada ao envolvimento sist€émico para erradicar a infec¢cao
e nido 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 reforcar o fato do dano cardiaco ser consequéncia da infeccdo por
Leishmania.

A visceralizagdo no baco, assim como no figado, também pode ocorrer em caso de

infeccdo por Leishmania (PEREIRA et al., 2009b; ZIJLSTRA, 2014). A presenca de
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amastigotas no interior dos macréfagos dos grupos PBS e DMSO reforga esse fato, além de
estes serem também os grupos em que os animais ndo receberam nenhum tratamento. Para os
animais tratados com os HDACIi, amastigotas ndo foram detectados no bago, o que permite
inferir possivel eficdcia desses inibidores no controle da infeccao nesse 6rgao. Megacaridcitos,
que sdo precursores de plaquetas, foram encontrados no bago dos animais de todos os grupos
experimentais, estando em maior quantidade nos grupos controles (PBS e DMSO) e sua
presenca indica atividade hematopoiética (PEREIRA et al, 2009), a qual pode ser alterada pela
presenca de Leishmania no organismo. Esse parasito induz na medula dssea a ativacdo de
progenitores de células mieldides, que migram para o baco e se diferenciam por exemplo, em
mondcitos, os quais sdo mais permissivos a infec¢do por Leishmania pela incapacidade de
producdo de espécies reativas de oxigénio, favorecendo a persisténcia do parasito no organismo
(ABIDIN et al., 2017). E interessante destacar que é Leishmania quem induz nos macréfagos a
secrecdo de moléculas coestimulatérias, como fatores estimuladores de coldnias de granuldcitos
e mondcitos (GM-CSF), que levam a diferenciacdao celular (COTTERELL; ENGWERDA;
KAYE, 2000). Assim, a presenca de amastigotas no baco, como descrito, pode ter tido maior
influéncia na hematopoese dos animais dos grupos controles. Em rela¢do a hemossiderina, esta
foi também detectada no baco 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). E
possivel que a prépria infeccdo tenha provocado outras alteracdes no baco ndo investigadas
nesse trabalho e que culminaram com o aumento da hemocaterese no 6rgao (MELO et al.,
2020), resultando neste maior quantidade de hemossiderina.

Em relacdo ao tratamento com o Glucantime®, observa-se que 0s animais apresentaram
alteracdes histologicas de severidade varidvel em todos os 6rgdos analisados, figado, rins,
coracdo e baco. A toxicidade desse antimonial pentavalente € bem descrita na literatura (KATO
et al., 2014; RATH et al., 2003) e o mecanismo proposto como responsavel por esse efeito € o
acimulo do medicamento na sua forma trivalente Sb (III) nos 6rgdos, o que leva a deplecao
intracelular de glutationa com consequente inibicdo da glutationa redutase e aumento do
estresse oxidativo tecidual (KATO et al, 2014). Uma das fun¢des da glutationa € a neutralizacao
de ROS (PIZZORNO, 2014). Além disso, os resultados anteriormente apresentados de
marcadores renal e hepaticos, corroboram com as andlises histoldgicas de maior toxicidade do
Glucantime® em relacdo aos HDAC:.

Os resultados apresentados na histopatologia demonstram que o tratamento da infeccdo

por L. braziliensis com os HDACi causou danos menores ou iguais nos 6rgaos dos animais em
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relacdo aos controles (PBS, Glucantime® e DMSO), o que permite inferir menor toxicidade
desses inibidores em relagdo a um medicamento j4 utilizado no tratamento das leishmanioses.
Além disso, as alteragdes encontradas nos grupos tratados com PBS e DMSO foram muito
equivalentes, o que se permite inferir que estas podem ser em decorréncia da prépria infec¢ao

e nao devidas a 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 macroéfagos e na infec¢iao
em amastigotas L. braziliensis

Os inibidores de PRMTs e LSD1 foram inicialmente testados em modelo de célula
hospedeira, macr6fagos Raw 264.7, a fim de avaliar sua toxicidade para essas células. A
anfotericina B foi o controle positivo dos testes, pois € utilizada na quimioterapia das
leishmanioses e apresenta baixa toxicidade para macrofagos. Assim, dos quatro inibidores
testados: BSF1B, BSF46B, BSFF51B e BSF55B, nenhum deles apresentou alta toxicidade para
macréfagos, sendo o BSF46B, o menos téxico entre eles (106,5 £+ 6,20), como mostrado na
Tabela 4. A toxicidade dos inibidores para macréfagos foi determinada segundo a toxicidade
maxima de 20% da anfotericina B para essas células. Desta forma, inibidores com baixa
toxicidade para macréfagos (mais de 80% dessas células estavam vidveis), foram testados na
infeccdo contra Leishmania. Os inibidores BSF1B (4,92% + 2,49 de células vidveis) e BSF2
(5,73% % 2,47 de células vidveis) foram os que apresentaram o maior efeito leishmanicida
contra amastigotas intracelulares do parasito, com aproximadamente 95% de eficacia. Além
disso, todos os outros inibidores testados apresentaram efeito leishmanicida superior a 50% nos
ensaios de infec¢do (Tabela 4). Os inibidores BSF2, BSF2E e BSF2P foram testados em
macréfagos e nos testes de triagem na infec¢do em trabalho anterior (DE SOUZA, 2016),
durante 0 meu mestrado. Eles constam no presente trabalho devido a baixa toxicidade para
macrofagos e efeito leishmanicida maior do que 50% nos testes de triagem (Tabela 4), o que
possibilitou a realizacdo de outros testes (CCsp e ECsp), como serd mostrado a seguir. A
furamidina comercial também foi testada e € possivel observar que o efeito desta e do BSF1B

foi similar tanto em macréfagos quanto em L. braziliensis.



Tabela 4 - Teste de triagem de inibidores de PRMT e LSDI1: avaliacdo da toxicidade para os macréfagos e do

efeito leishmanicida sobre amastigotas intracelulares de L. braziliensis

% viabilidade L,
Composto Estrutura quimica dos % viabilidade braziliensis
compostos M9 (Ensaio de infeccao
10 uM)
Amph B s i~ e Bashes deo 96,79 + 15,44 0 +0,90
.
L. O O,
Pentamidina A U w - -
T T
NH NH
Furamidina "N 91,80 + 3,66 17,91 + 12,85
(Comercial) EM
BSFI.B. 89,1 £ 8,95 4,92 +2.49
(Furamidina
Sippl)
BSF2## .t 81,52+ 11,54 573 £247
HH NH
~ o W 12,64 + 3,79
BSF51B " b4 H 86,29 + 6,312
HM rH
" . " 106,5 + 6,20 17,94 +3,12
BSF46B g - @
(] 'CJ\
HM MNH
BSF55B 85,18 +4,83 28,66 £2,97
HM Q \0 O NH
HoN NHz
BSF2E** O~ O \o/ O SN0 102,84 10,52 33,43 £12,26
HN NH
BSF2P## P

Os dados representam a média e o desvio padrdo de pelo menos trés ensaios independentes com quadruplicatas
internas para cada um deles. AmphB: anfotericina B. M@: macréfagos. ** Compostos testados em trabalho

anterior (DE SOUZA, 2016).

84,71 £ 8,91

43,85 +12,58
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A pentamidina é um medicamento utilizado no tratamento das leishmanioses como
mencionado no item 2.1, e também € utilizada na quimioterapia para a tripanossomiase humana
africana (HAT) e pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii (PORCHEDDU;
GIACOMELLI;, LUCA, 2012). Em face dos seus efeitos colaterais graves, compostos
alternativos a pentamidina foram descobertos, como a furamidina (DAS; BOYKIN, 1977). A
furamidina € 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
clinicos 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 sintese dos inibidores testados neste trabalho, podendo esse
processo de sintese e o seu efeito contra P. falciparum serem vistos no trabalho de Sauer e
colaboradores (SAUER et al., 2017). A pentamidina e a furamidina sdo diamidinas aromadticas
e como pode ser visto na Tabela 4 para a furamidina, a cadeia alcoxi que liga os anéis fenil,
como na pentamidina, foi substituida por um anel furanico. Os inibidores testados seguem a
referida modificagcdo da furamidina, porém, no anel furanico e nos grupos amidina foram feitas
outras modificacdes que impactaram no efeito leishmanicida desses compostos. Todos os
inibidores testados sdao dimetilfuramidinas, uma vez que foram acrescentados ao anel furanico
nas posicoes 3 e 4, grupos metil, a excecdo do BSF46B. Dessa forma, é possivel observar na
Tabela 4 que a eficdcia dos inibidores contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis estéa
relacionada as substitui¢cdes nos grupos amina das amidinas. Esse fato torna-se claro quando
comparamos a eficacia do BSF2 com a do BSF1B, em que a adi¢ao de grupos metil nas posi¢oes
3 e 4 do anel furanico no BSF2, sem alteracdo nas aminas, pouco alterou a eficdcia deste em
relacdo ao BSF1B, sendo ambos os melhores compostos testados contra L. braziliensis. Porém,
comparando-se 0 BSF51B com o BSF2P, observa-se que no BSF51B houve substitui¢do nas
aminas por grupos etil, enquanto no BSF2P, a substitui¢cdo nas aminas foi por grupos isopropil
e essa alteracdo interferiu negativamente na eficicia do inibidor, que foi o menos eficaz contra
o parasito. Da mesma forma para o BSF55B, a substituicdo nas aminas foi por grupos isobutil
e a eficacia desse inibidor foi menor do que a do BSF51B. A substituicdo nas aminas por grupos
metoxi como no caso do BSF2E, também ndo foi positiva, uma vez que esse composto foi o
segundo menos eficaz no ensaio de infeccdo. Para o BSF46B que é um 3-cloro-4-
alcoximetilenfuramidina, ndo houve substituicdo nas aminas igualmente ao BSF2, e ao invés

de grupos metil no anel furanico, houve a adi¢do de Cl" e de grupo et6xi nas posi¢des 3 e 4
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respectivamente, sendo a eficicia do inibidor um pouco maior do que a do BSF55B. Dessa
forma, relacionando-se a estrutura quimica dos compostos com a sua eficicia na potencial
inibicdo de PRMTs e LSDI1 de L. braziliensis, € possivel que o BSF2, o inibidor mais eficaz
encontrado, tenha melhor se encaixado no sitio catalitico das referidas enzimas e por meio de
seus grupos amidina, tenha se ligado a residuos de aminodcidos essenciais para atividade
catalitica de PRMTs e LSDI1, dessa forma, inibindo-as (DAI et al., 2021; QIAN et al., 2021).
Estudos de Yan e colaboradores mostraram que a inibi¢do da PRMT1 humana pelos compostos
testados em seu trabalho, ocorre pela ligacdo dos grupos amidina (ligacdes de hidrogénio)
desses compostos a residuos de acido glutamico (Glul44 e Glul53) no sitio catalitico da
enzima, os quais s@o essenciais para a atividade desta (YAN et al, 2014). A LSD1 € uma enzima
que apresenta um dominio 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 residuos
de 4cido glutamico Glu682 e aspartato Asp669 presentes no sitio catalitico 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, € possivel que a adi¢do
de grupos hidrofébicos tenha diminuido a capacidade dos grupos amidina em fazer ligagdes de
hidrogénio com os aminodcidos presentes no sitio catalitico de PRMTs e LSD1, diminuindo
dessa forma, a eficicia dos inibidores. Além disso, o impedimento estérico pode explicar o
menor efeito leishmanicida dos compostos, ja que grandes volumes nos terminais amidina
reduziram a eficdcia destes, como para o BSF55B em relacdo ao BSF51B. De fato, a
substituicdo por grupos hidrofébicos nas aminas e o maior volume nesses terminais tém sido
relatados na menor eficdcia de diamidinas aromaéticas na inibicdo de PRMT1 (YAN et al, 2014).
A eficdcia de diamidinas aromaticas contra Leishmania, além da pentamidina, tem sido descrita
na literatura (MACHARIA; BOURDICHON; GICHERU, 2004; ROBERTSON et al., 2021) e
os mecanismos de inibi¢@o supracitados sao hipotéticos, sendo necessarios outros estudos como
de modelagem molecular, para elucidar como e se de fato, os inibidores agem na inibicdo de
PRMTs e LSD1 do parasito, uma vez que as diamidinas aromdticas podem também se ligar ao
DNA do cinetoplasto e assim exercer seu efeito inibitério (YANG; CHOI; NO, 2016). De fato,
técnicas computacionais acopladas a técnicas moleculares, como modelagem por homologia,
ancoragem molecular e dindmica molecular, t€ém sido empregadas na busca de novos inibidores
alvo-especificos contra diversos parasitos (ANDREOLI; DEL RIO, 2015; MELESINA et al.,
2015).
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5.2.2. Determinacao da concentracio citotoxica (CCso) em macréfagos e da concentracio
efetiva (ECso0) nos ensaios de infeccao para os inibidores de PRMTSs e LSD1

A partir dos testes de triagem com os inibidores de PRMTs e LSD1 na concentracdo de
10 uM como mostrado no item anterior (5.2.1), os inibidores BSF2, BSF1B, BSF46B, BSF51B,
BSF55B, BSF2P e BSF2E foram selecionados para testes posteriores: determinag¢do do CCso
em macréfagos e ECso para Leishmania. Assim, como pode ser visto na Tabela 5, o composto
BSF2E foi o que apresentou o maior CCso em macréfagos (> 80 uM), o que nos permite inferir
que ele foi 0 menos toxico para essas células, ao contrario do BSF46B, cujo CCsp foi 0 menor
(10,94 uM), e por isso, o inibidor de maior toxicidade para macrofagos. Em relagdo ao ensaio
de infeccdo, o BSF2 foi o inibidor com menor ECso, e, portanto, o mais eficaz contra
amastigotas intracelulares de L. braziliensis. A partir do CCso e ECso encontrados, foi possivel
determinar o indice de seletividade (IS) desses inibidores, o qual reflete o quanto um
determinado composto € mais seletivo para o parasito do que para a célula hospedeira. Além
disso, sendo esse IS maior do que 10, é possivel seguir com a avalia¢do do efeito leishmanicida
em modelo de infeccdo animal, como descrito por critérios para a descoberta de novos
medicamentos contra doengas infecciosas, incluindo as leishmanioses (KATSUNO et al.,
2015). Dessa forma, o BSF2 € o inibidor com maior seletividade para Leishmania e que pode

ser testado em modelo animal segundo os critérios citados, ja que IS foi de 19,76.
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Tabela 5 - CCsp para macréfagos e ECsp para amastigotas intracelulares de L. braziliensis dos inibidores de
PRMT e LSD1 selecionados nos testes de triagem

CCso MO Raw 264,7 ECso Ensaio de infeccao Indice de seletividade
Composto (uM) (uM) as)
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

Os inibidores de PRMT e LSDI1 foram testados por 48h pelo método da resazurina para macréfagos nas
concentragdes de 120 uM - 1 uM e pela metodologia baseada em L. braziliensis - M2904-GFP para o ensaio de
infec¢c@o conforme descrito por E Bastos et al, 2017, nas concentragdes de 80 uM - 1 uM. GraphPad Prisma versao
5.03 foi usado para determinacdo do CCsp e do ECsy empregando um ajuste ndo linear e os dados representam a
média e o desvio padrdo de pelo menos trés ensaios independentes com quadruplicatas internas para cada um deles.
M@: macréfagos. Os compostos estdo organizados em ordem decrescente de IS. IS = CCsy (M@) / ECso
(amastigotas de L. braziliensis).
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6. CONCLUSOES

e Os inibidores de PRMTs e LSDI1 testados apresentaram baixa toxicidade para
macrofagos e efeito leishmanicida contra amastigotas intracelulares de L. braziliensis
superior a 50% nos ensaios de triagem na infec¢ao.

e O BSF2E foi o que o inibidor de PRMTs e LSD1 que apresentou o maior CCsp em
macréfagos (> 80 uM), sendo, portanto, o0 menos téxico para essas células. O BSF2 foi
o inibidor de PRMTs e LSD1 com o menor ECso (0,64 uM) e com o maior indice de
seletividade (IS) (19,76), podendo ser testado em modelo de infec¢do animal.

e Para os HDACI, oito deles (TH57, TH58, TH60, TH71, TH74, TH76 ¢ THS85)
mostraram baixa toxicidade para macréfagos e efeito leishmanicida significativo, sendo
a ordem de toxicidade: TH60 > THS57 > TH85 > TH74 > TH71 > TH76 > TH58 e ECso
variando de 4,32 - 26,50 uM. O TH60 foi o HDACi mais efetivo contra amastigotas
intracelulares (ECso = 4,38 uM + 0.26).

e As andlises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) indicaram que os trés
principais HDACi (TH60, TH74 e TH8S) induziram a morte celular de amastigotas
intracelulares de L. braziliensis por apoptose com fendtipo necrético. Um padrao
alterado de condensa¢do da cromatina e desorganizacdo celular nos parasitos também
foi observado. Além disso, uma conexao estreita entre a mitocondria e as protuberancias
nucleares, presumivelmente de origem do reticulo endoplasmético, foi encontrada em
Leishmania, mas nao em macréfagos.

e Nas andlises de citometria de fluxo (CF), os cinco principais HDACi (TH60, TH71,
THS85, TH57 e TH74 promoveram a parada do ciclo celular de Leishmania na fase G2-
M e ndo foram encontradas alteragdes nos macréfagos. Além disso, o efeito direto dos
HDAC: contra promastigotas mostrou a apoptose como o principal mecanismo de morte
celular. Os resultados da CF corroboram com as andlises de TEM indicando que os
HDAC: levam a alteragdes no ciclo celular e inducdo de apoptose em L. braziliensis.

e A producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos infectados ndo foi alterada apds o
tratamento com os cinco principais HDACiI.

e O ensaio de atividade de HDAC mostrou aumento de atividade enzimdtica em
macréfagos infectados, possivelmente, por inibi¢do seletiva de alguma HDAC (do
hospedeiro ou do parasito) levando a um efeito compensatorio estimulatério em outra

isoforma, nao havendo, portanto, diminuicdo da atividade enzimatica
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Nos experimentos em modelo de infec¢do animal, foram estabelecidas as concentracdes
de Smg/kg e 10 mg/kg dos HDACi TH60, TH74 e THS8S para o tratamento da infec¢do
por L. braziliensis na pata dos animais.

O TH60 na concentracdo de 5 mg/kg foi o HDACi mais eficaz na diminui¢do da lesdo
na pata dos camundongos infectados, inclusive, com eficicia maior do que a do
Glucantime®, o controle positivo, DMSO e controle sem tratamento. A diminui¢ao da
lesdo pelo TH60 na referida concentragdo corrobora com a auséncia de parasitos na
lesdo apds a dosagem da carga parasitdria.

O TH74 (10 mg/kg) também foi eficaz na diminuicdo da lesdo, igualando-se ao
Glucantime®, e também nao foi observada a presenca de Leishmania na lesdo apds o
referido tratamento.

O perfil de citocinas indicou a predominancia de uma resposta imune do tipo Th1 nos
animais tratados com HDACi, sendo que o aumento dos niveis de TNF e INF-y apos o
tratamento com TH60 (5 mg/kg) e TH74 (10 mg/kg) concorda com a diminui¢do da
lesdo e auséncia de parasitos nas lesoes.

Todos os trés HDACi (TH60, TH74 e TH8S5) nas concentragdes testadas apresentaram
menor toxicidade renal e hepatica do que o Glucantime®.

As analises histopatologicas mostraram que o tratamento com os HDACi promoveu
menores alteracdes nos 6rgios dos animais em relacdo ao Glucantime®, sendo que os
HDAC: foram tdo eficazes quanto o referido medicamento no controle da infec¢io no
figado e no bago. A toxicidade cardiaca foi menor para os HDACi em relacdo 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 farmacos para o tratamento

de leishmaniose tegumentar americana.
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7. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Os dados obtidos possibilitam maiores investigacdes no que diz respeito a possibilidade de
diminui¢do da toxicidade dos HDAC: in vitro, e principalmente, em modelo de infec¢do animal,
mantendo-se o efeito leishmanicida ou até mesmo aumentando esse efeito.

Para os HDACi TH57, THS58, TH60, TH71, TH74, TH76 e TH85, os experimentos de
toxicidade para macréfagos, ensaios de infecc@o dessas células por L. braziliensis, citometria
de fluxo e produgdo de 6xido nitrico, podem ser feitos a partir da combinagdo dos referidos
compostos com a anfotericina B ou Glucantime®, e também da combinac¢do desses HDACi
entre si.

Para os experimentos em modelo de infec¢ao animal € possivel testar a eficicia dos HDACi
TH60, TH74 e TH8S por outras vias de administracdo, como subcutanea e oral. A partir da
combinacdo dos HDACH, é possivel avaliar a eficdcia destes por via intravenosa e também pelas
vias subcutinea e oral.

Para o BSF2, € possivel avaliar seu mecanismo molecular de acao realizando os mesmos
testes feitos para os HDACi e também € possivel testar sua eficicia em modelo de infec¢ao em

camundongo.
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