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SILVA, Jéssica Lobo. Avaliacdo do potencial quimioterapico de um inibidor de histona
demetilase contra Leishmaniose Cutanea causada por L. (V.) braziliensis. 2019. 72f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto
Goncalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUCAO: A Leishmaniose Cutanea (LC) causada por L. (V.) braziliensis é a forma
clinica mais comum da doenca no Brasil. A LC esta associada a uma resposta inflamatoria
cronica intensa e ulceragdo, que podem levar meses ou anos para cicatrizar. Poucas opgoes
terapéuticas, alta toxicidade dos tratamentos e o aparecimento de resisténcia reforcam a
necessidade de tratamentos alternativos. Evidéncias moleculares sugerem que mecanismos
epigenéticos estejam desregulados em doencas inflamatdrias cronicas. Desta maneira,
reguladores epigenéticos sdo considerados alvos promissores para melhorar condigdes
inflamatdrias crénicas. Apds a triagem de uma série de reguladores epigenéticos, um inibidor
(GSK-J4) de histonas demetilases (JMJD3 e UTX) demonstrou efeitos positivos no controle da
infeccdo por L. (V.) braziliensis em macréfagos humanos. O presente trabalho avaliou o efeito
leishmanicida in vitro e o potencial quimioterapico deste inibidor de histona demetilase com
propriedades anti-inflamatérias contra L. (V.) braziliensis no modelo murino de LC.
METODOLOGIA: As concentracBes inibitdrias de 50% (Clso) para promastigotas e
amastigotas foram determinadas por citometria de fluxo e contagem direta utilizando
macrofagos murinos, respectivamente. A analise morfolégica dos promastigotas foi realizada
por Microscopia Eletronica de Varredura. O efeito leishmanicida nas amastigotas também foi
avaliado ap6s exposicdo ao composto por 24 h e contagem de promastigotas liberados apos 8
dias de cultura. A viabilidade de macréfagos murinos expostos ao composto foi avaliada por
Alamar Blue. A producéo de EROs e NO foram dosados por rea¢do de Griess. A producéo de
citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. E finalmente, o potencial quimioterapico do
GSK-J4 foi avaliado através de ensaios in vivo utilizando o modelo de infeccédo de orelha em
BALB/C com administracfes intralesionais do composto. RESULTADOS: A partir dos
ensaios in vitro a Clsg do GSK-J4 foi calculado em 888 nM para promastigotas. Em amastigotas,
a Clso do composto foi estabelecida em 4,5 UM ap6s 24 h de exposicdo e o indice de seletividade
(IS) foi superior a 33,3. Adicionalmente, a exposi¢do > 2,25 uM GSK-J4 por 24 horas mostrou
efeito irreversivel sobre a forma amastigota determinada pelo ensaio de liberacdo. O GSK-J4 a
7,5 UM induziu a producdo de NO ap06s 48 horas de tratamento. Adicionalmente, GSK-J4
reduziu niveis de MCP-1 e elevou os niveis de TNF-o em macrdfagos infectados. O tratamento
intralesional com 50 uM e 100 uM reduziu a carga parasitaria nas orelhas e demonstrou ter
efeito no desenvolvimento de Ulceras, uma vez que 75% camundongos tratados nao
desenvolveram lesdes ulceradas. CONCLUSAO: Os dados apresentados sugerem que GSK-
J4 apresenta efeito leishmanicida e baixa toxicidade para célula hospedeira. O tratamento
mostrou propriedades imunomoduladoras do composto, reduzindo os niveis de MCP-1, e de
forma surpreendente, elevando os niveis de TNF-o nas culturas em 24 horas. In vivo, 0
composto reduziu a carga parasitaria e o desenvolvimento de Ulceras no local da infeccao.

Palavras-Chave: GSK-J4, Inibidor de Histona Demetilase, Inflamacéo, L. (V.) braziliensis
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Cutaneous Leishmaniasis (LC) caused by L. (V.) braziliensis is the most
common clinical form of the disease in Brazil. Few therapeutic options, high treatment toxicity
and the emergence of drug resistance reinforce the need for alternative treatments. Molecular
evidence suggests that epigenetic mechanisms are deregulated in chronic inflammatory
diseases. Accordingly, epigenetic regulators are considered promising targets for improving
chronic inflammatory conditions. After the screening of a series of epigenetic regulators, the
inhibitor (GSK-J4) of histone demethylases (JMJD3 and UTX) showed positive effects on
infection control caused by L. (V.) braziliensis in human macrophages. The present work
assesses the leishmanicidal effect in vitro and the chemotherapeutic potential of this histone
demethylase inhibitor with anti-inflammatory properties against L. (V.) braziliensis in the
murine LC model. METHODS: The ICso for promastigotes and amastigotes were determined
by flow cytometry and direct counting using murine macrophages, respectively. Morphological
analysis of the promastigotes was performed by Scanning Electron Microscopy. The
leishmanicidal effect of GSK-J4 on amastigotes was also evaluated after compound exposure
(24 h), followed by 8 days of culturing and direct counting of released promastigotes. The
viability of murine macrophages exposed to the compound was measured by Alamar Blue. ROS
and NO production were measured by Griess reaction. The cytokine production was determined
by flow cytometry. Finally, the chemotherapeutic potential of GSK-J4 was evaluated by in vivo
assays using the ear infection model in BALB/C mice with intralesional administrations of the
compound. RESULTS: GSK-J4 ICs was calculated to be 888 nM for promastigotes. The ICso
for amastigotes was established at 4.5 uM after 24 hours of exposure and the selectivity index
(SI) was higher than 33.33. Additionally, exposure up to 2.25 uM for 24 hours showed
irreversible effects on intracellular amastigotes as determined by a release assay. GSK-J4 (7.5
pM) induced NO production after 48 hours of exposure. Moreover, GSK-J4 reduced the MCP-
1 level and increased the TNF-a level in the supernatant of infected macrophages. Intralesional
treatment with 50 uM and 100 uM reduced the parasite load in the ears and demonstrated an
effect on ulcer development, since 75% of treated mice did not develop ulcerated lesions.
CONCLUSION: Data presented here demonstrate that GSK-J4 display leishmanicidal
properties with low toxicity to the host cell. The treatment revealed immunomodulatory features
of the compound, as revealed by reducing levels of MCP-1, and unexpectedly, by increasing
levels of TNF-a in treated cultures within 24 hours. In vivo, the compound reduced parasite
load and ulcer development at the site of infection.

Keywords: GSK-J4, Histone Demethylase Inhibitor, Inflammation, L. (V.) Braziliensis
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses pertencem ao grupo de doencas tropicais negligenciadas que causam
significante impacto em paises em desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a leishmaniose é uma das seis maiores endemias do planeta, uma vez que cerca de 1
bilhdo de pessoas vivem em &reas de risco e estima-se que ocorram cerca de 1,3 milhdes de
novo casos anualmente (Analise Preliminar Para P&D De Leishmaniose, OMS, 2017). Em
2014, mais de 90% dos novos casos notificados de leishmaniose ocorreram em seis paises:
Brasil, Etiopia, india, Somalia, Sud&o do Sul e Suddo (OMS, 2016).

A leishmaniose apresenta quatro principais formas clinicas: Leishmaniose Visceral (LV,
também conhecida como calazar), Leishmaniose Dérmica P6s-calazar (PKDL), Leishmaniose
Cutéanea (LC) e Leishmaniose Mucocutanea (LM) (PEARSON; DE QUEIROZ SOUSA, 1996).
Dentre as principais formas clinicas, a LV € a forma mais grave da doenca, sendo quase sempre
fatal se ndo tratada a tempo (WHA et al., 2017). Por outro lado, a forma mais comum da doenca
é a Leishmaniose Cutanea. A forma cutanea é endémica em 18 paises das Américas e 70% dos
casos mundiais ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica,
Etidpia, Republica Islamica do Ir, Peru, Sud3o e RepUblica Arabe da Siria (FOCUS, 2016).

As manifestacdes de LC abrangem um amplo espectro de gravidade e aspectos clinicos
que resultam da interacdo de dois fatores principais: a espécie do parasito e o estado
imunologico do hospedeiro (GARNIER; CROFT, 2002). No Brasil, Leishmania (Leishmania)
amazonensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (Viannia) braziliensis sdo as principais causadoras
da doenca, sendo a L. (V.) braziliensis a mais frequente (Ministério da Saude, 2017).

De forma geral, a LC causada por Leishmania (V.) braziliensis esta associada a uma
resposta inflamatoria cronica e ulceracdo (RETHI; EIDSMO, 2012). A patologia tecidual e a
progressdo da lesdo estdo associados a uma resposta imune do hospedeiro aos antigenos do
parasito (ANTONELLI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011). Apesar das lesdes curarem de
forma esponténea, isso pode levar meses ou anos. Além disso, causam cicatrizes graves e
permanentes, gerando discriminagéo e estigma (OMS, 2009).

O tratamento para LC ainda conta com poucas opg@es de drogas, as quais sao toxicas e
de dificil administracdo. O surgimento de resisténcia juntamente com a auséncia de marcadores
moleculares padronizados para sua deteccdo torna a situagdo ainda mais critica (CROFT,;
OLLIARO, 2011). Estratégias atuais para descoberta de novos tratamentos baseiam-se
principalmente no redirecionamento de compostos ja validados. Tais estratégias levam em

consideracdo a capacidade do composto em modular alvos no agente etiologico da doenga ou
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no hospedeiro, ou reverter um perfil fenotipico causado pela doencga (revisado em (NAGLE et
al., 2014)). Tendo em vista este cenério, uma das abordagens atuais para desenvolvimento de
novos tratamentos baseia-se em estratégias terapéuticas dirigidas ao hospedeiro. O intuito
dessas estratégias € identificar moléculas alvo envolvidas na resposta imune e nas vias
metabolicas e bioquimicas essenciais para a viabilidade intracelular ou infectividade do
parasito. Além disso, busca-se interferir na regulacdo da resposta imune do hospedeiro afim de
diminuir a imunopatologia da doenca (revisado em (LAMOTTE et al., 2017)).

Seguindo esse racional, nosso grupo de pesquisa em colaboragdo com a Dra. Susanne
M. Knapp (Universidade de Oxford / Structural Genomics Consortium - SGC) realizou ensaios
exploratorios com uma série de inibidores de proteinas com bromodominio e histona
demetilases utilizando o modelo de infeccdo in vitro com L. (V.) braziliensis em macrofagos
humanos. Tais inibidores possuem como alvo moléculas envolvidas na resposta inflamatéria
(revisado em (ARROWSMITH et al., 2012)). Nestes ensaios preliminares, um inibidor de
histona demetilase (GSK-J4), reduziu a taxa de infeccdo de macr6fagos humanos em 63% apds
24 horas de tratamento. GSK-J4 é um inibidor de histona demetilase seletivo para as enzimas
JMJD3 e UTX. O composto foi descrito originalmente por modular a resposta pro-inflamatéria
de macrofagos de paciente com Artrite Reumatoide (KRUIDENIER et al., 2012). Nesse
contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial quimioterapico do inibidor de
histona demetilase com propriedades anti-inflamatoérias (GSK-J4) contra Leishmania (V.)

braziliensis no modelo murino de Leishmaniose Cutanea.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. LEISHMANIOSE CUTANEA

A Leishmaniose Cutanea ¢ uma doenca tropical ndo contagiosa causada por um parasito
intracelular do género Leishmania. Nas Ameéricas, os vetores de transmissdo da doenca sdo as
fémeas de flebotomimeos do género Lutzomyia infectadas (Ministério da Saude, 2017). No
momento do repasto sanguineo do mosquito, a forma promastigota mével e flagelada de
Leishmania é inoculada no hospedeiro e rapidamente fagocitada por neutréfilos, macréfagos e
células dendriticas. Dentro das células hospedeiras, 0s promastigotas se transformam na forma
amastigota aflagelada. Em seguida, o protozoario se multiplica por fissdo binéria e infecta
outras células. O ciclo se completa quando o flebotomineo suga o sangue de um mamifero
contaminado. No trato intestinal do fleb6tomo estes amastigotas irdo se transformar novamente
em promastigotas, migrar para a proboscide e, assim, reiniciar o ciclo (revisado em (KAYE;
SCOTT, 2011)).

A Leishmaniose Cutinea (LC) é a manifestacdo clinica prevalente da forma cutanea
(SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017), sendo L. (V.) braziliensis a principal espécie
causadora da doenca no Brasil (Ministério da Saude, 2017). A principal caracteristica clinica é
0 aparecimento de lesdes encontradas exclusivamente na pele, iniciando-se no local em que as
formas promastigotas infectantes foram inoculadas. A les&o inicia com um pequeno eritema
que evolui para uma papula, depois em um nodulo que progride para uma lesdo ulcerativa
(revisado em (ABDOLI; MASPI; GHAFFARIFAR, 2017)). A Ulcera tipica de LC é indolor
com formato arredondado ou ovalado com base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme,
possui bordas bem-delimitadas e elevadas com fundo avermelhado e com granulagdes
grosseiras (Ministério da Saude, 2017).

2.1.1. Aspectos Inflamatorios da Resposta Imune na Doenca

A diversidade de manifestacfes clinicas da leishmaniose é consequéncia de uma
interacdo complexa entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro. Estudos utilizando
modelos experimentais murinos de LC revelaram uma dicotomia entre citocinas associadas a
resposta T helperl (Thl), mediando a protecéo, e citocinas associadas a resposta T helper 2
(Th2), mediando a suscetibilidade (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; ROSAS
et al., 2005). Embora a dicotomia Th1/Th2 seja claramente observada no modelo experimental

de LC em murinos, ainda ndo foi possivel demonstra-la claramente em humanos ja que os
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fatores envolvidos na resposta imune do hospedeiro e o desfecho da doenca séo mais complexos
(CASTELLANO et al., 2009).

A capacidade do hospedeiro de controlar a infeccdo e resolver a doenca requer a geragao
de resposta celular imune capaz de ativar macréfagos a fim de eliminar parasitos intracelulares.
Em humanos e modelos experimentais murinos de LC, o controle da infeccdo é mediado por
linfocitos T e dependente da inducdo de uma resposta imune do tipo Thl dirigida por
interleucina-12 (IL-12) e a producdo de interferon gama (IFN-y) pelas células T CD4+
(ALEXANDER et al., 2000; ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; ROSAS et al.,
2005; STAGER et al., 2003; TRIPATHI; SINGH; NAIK, 2007).

Ao infectar o hospedeiro, o parasito interage com diferentes tipos celulares da resposta
imune inata, incluindo neutrofilos, macréfagos e células dendriticas (LIMA et al., 1998;
MULLER et al., 2001). Os macrofagos possuem papel importante durante a infecgdo por
Leishmania uma vez que servem como principal tipo celular hospedeiro para o parasito, agem
como células apresentadoras de antigeno e secretam moléculas que induzem resposta
inflamatdria, além de estarem envolvidos na imunopatogenia da doenca (GIUDICE etal., 2012;
RIBEIRO-GOMES et al., 2014; VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Os principais mecanismos
de controle da carga parasitaria da resposta imune inata sdo espécies reativas de oxigénio
(EROs) e 6xido nitrico (NO) produzidos pelos macrofagos apos a ativagdo por IFN-y e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (revisado em (SCOTT; NOVAIS, 2016)).

O processo intenso de recrutamento e ativacdo de células inflamatdrias no local da lesao
também exerce um papel importante no desenvolvimento da Ulcera e destruicdo tecidual.
Macréfagos ativados de pacientes com LC produzem grandes quantidades de quimiocinas pro-
inflamato6rios que atraem neutréfilos, mondcitos e células T ativadas e induzem uma reagdo
inflamatdria intensa e uma acao deletéria as células saudaveis do hospedeiro, contribuindo para
a patologia associada a infeccao por L. (V.) braziliensis (GIUDICE et al., 2012). Pacientes com
lesbes cronicas apresentam forte expressdo de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a
(MELBY et al., 1994). Existe uma associacgdo entre produc¢éo de IFN-y e TNF-a e tamanho da
lesdo, assim como o aparecimento de formas mais graves da doenca (ANTONELLI et al.,
2005). Além disso, sabe-se que esse processo inflamatdrio permanece ativo mesmo apos a
diminuicdo significativa da carga parasitaria em infeccdes causadas por L. (V.) braziliensis,
mantendo um circulo vicioso de ativacao celular (BACELLAR et al., 2002; BITTENCOURT;
BARRAL, 1991; SALDANHA et al., 2017).
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2.1.2. Limitag0es e perspectivas dos tratamentos atuais para LC

No Brasil, o tratamento de primeira escolha para LC é o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) pertencente ao grupo dos antimoniais pentavalentes (SbV) e anfotericina B
lipossomal (AmBisome®). Os tratamentos de segunda escolha consistem em desoxicolato de
anfotericina B (Fungizone®) e isetionato de pentamidina (Pentam®) (Ministério da Salde,
2017). Os atuais tratamentos utilizados para leishmaniose ndo sdo considerados ideais
apresentando limitacGes, como intensos efeitos colaterais, alta toxicidade e alto custo
(RAHMAN et al., 2017; SUNDAR; JAYA, 2010; VERMA et al., 2017; ZULFIQAR;
SHELPER; AVERY, 2017). No entanto, a principal limitacdo dos tratamentos atuais é a
crescente falha terapéutica e o surgimento de parasitos resistentes as drogas (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; LAFFITTE et al., 2016; PONTE-SUCRE et al., 2017). Além
disso, a resposta inflamatdria exagerada provoca danos teciduais significativos, o que contribui
para diminuicdo da taxa de cura da LC (GIUDICE et al., 2012).

Desta forma, a estratégia que vem sendo utilizada é a terapia combinada de
leishmanicidas com drogas imunomoduladoras. Dois ensaios clinicos utilizaram uso topico
intralesional ou em curativo do fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF) associado ao tratamento convencional com SbY em pacientes com LC. O fator
estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos GM-CSF é capaz de modular a resposta
imune tecidual com aumento da producdo de IL-10, diminuindo a producdo local de IFN-y e
TNF-a. Em tais ensaios, houve um aumento na taxa de cura de 50% (grupo ShY + placebo) para
80% (SbY + GM-CSF, intralesional) a 100% (SbY + GM-CSF, curativo). Além disso, a
associacdo ShY + GM-CSF acelerou o tempo de cicatrizagdo da Ulcera (ALMEIDA et al., 1999;
SANTOS et al., 2004). Em 2005, outro estudo com um grupo de pacientes com LC refratéria
(sem cura apds pelo menos 3 séries de tratamento com SbY) demonstrou que o uso topico de
uma solug@o de 10 pg/mL de GM-CSF na leséo ulcerada associada a um tratamento com SbY
foi capaz de curar todos os casos (ALMEIDA et al., 2005). Outro exemplo da utilizacdo
combinada de imunomodulador € a associa¢do de pentoxifilina por via oral e Sb¥. Em 10 casos
refratarios de Leishmaniose Mucocutanea (LM) (auséncia de cura apos pelo menos 3 séries de
ShY), a associacdo de pentoxifilina apresentou cura em 90% dos pacientes. O uso da
pentoxifilina se baseia na inibi¢do de producdo de TNF-a. Posteriormente, um ensaio clinico
em pacientes com LM sem tratamento anterior mostrou taxa de cura de 100% no grupo que
utilizou a associacdo em comparagdo ao grupo controle que fez uso apenas de SbhY e placebo,
cuja taxa de cura foi de 58% (LESSA et al., 2001; MACHADO et al., 2007). Atualmente, o
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Ministério da Saude do Brasil recomenda a associacdo da pentoxilina ao tratamento
convencional com SbY em casos de LM (Ministério da Saude, 2017).

Portanto, a associacdo de drogas imunomoduladoras aos tratamentos com drogas com
efeito leishmanicida pode contribuir para diminuir a inflamacéo e dano tecidual, facilitando

assim a destrui¢do do agente parasitario pelo hospedeiro e acdo da droga leishmanicida.

2.2. MODIFICACOES EPIGENETICAS COMO ALVO TERAPEUTICO PARA
LEISHMANIOSE

O termo epigenética abriga uma variedade de mudancas hereditarias na expressdo génica
que estdo ligadas a modificagdes estruturais na cromatina, sem envolver mudancas na sequéncia
de DNA (MEHTA; JEFFREY, 2015). Essas modificacGes estruturais ocorrem, principalmente,
por meio da metilacdo do DNA, modificacdes pds-traducionais de histonas (MPTs) e miRNAs.
As modificacOes epigenéticas ocorrem em resposta a estimulos do macro e microambiente e
desempenham um papel fundamental na expressdo génica apds esses estimulos, por exemplo,
dieta, poluicéo, infeccdes e outros fatores ambientais tem efeitos profundos nas modificacdes
epigenéticas, disparando a susceptibilidade a doencas e influenciando o desfecho clinico
(BAYARSAIHAN, 2011).

2.2.1. Modificagdes nas caudas de histonas

Em eucariotos, o nucleossomo é a menor unidade estrutural da cromatina, na qual 146
pares de bases de DNA estdo envoltos em um octamero de histonas composto por duas copias
de cada uma delas: H2A, H2B, H3 e H4 (Figura 1A). Uma das formas importantes de controle
da expressdo génica via reguladores epigenéticos ¢ a modificagdo da cromatina e seu
remodelamento por meio de modificaces pos-traducionais de histonas. As por¢des N-terminais
das histonas se projetam para fora dos nucleossomos como estrutura de caudas flexiveis e,
portanto, essas regifes sdo mais susceptiveis a MPTs (Figura 1A). As modificacdes
bioquimicas nas histonas sdo inseridas por enzimas modificadoras writers, reconhecidas por
enzimas readers e a remocao € realizada por enzimas erasers. Tais modificagfes quimicas,
como metilacdo, acetilagdo, fosoforilacdo e ubiquitinacdo de histonas desempenham papéis
distintos na regulacao da transcricdo génica (Figura 1B) (MEHTA,; JEFFREY, 2015).
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Figura 1. Estrutura de cromatina e modificacdes de histonas. (A) A cromatina é composta por unidades
repetidas de nucleossomos, estes constituidos pela fita de DNA enrolada em torno de um octamero de histonas -
duas copias de cada uma: H2A, H2B, H3 e H4. As histonas estdo sujeitas a modifica¢des pds-traducionais,
principalmente em suas caudas N-terminais. (B) Exemplos de modificacBes de histonas: Acetilacbes e
trimetilagGes em lisinas das histonas H3 e H4. Fonte: adaptado de (FULLGRABE; KAVANAGH; JOSEPH,
2011).

Essas modificacbes afetam a fungdo dos cromossomos através de dois mecanismos
distintos. Primeiramente, através da alteracdo da carga eletrostatica das histonas o que pode
mudar propriedades estruturais das histonas e ligantes do DNA. Além disso essas modificacfes
podem criar, estabilizar, romper ou ocluir dominios de interacdo na cromatina para proteinas
regulatorias, como fatores de transcricdo, proteinas envolvidas na condensa¢do da cromatina e
reparo de DNA (MEHTA,; JEFFREY, 2015).

A combinagdo variada de multiplas MPTs de histonas levou a proposta da existéncia de
um “codigo de histonas”, que sugere que modificacdes de residuos especificos de diversas
histonas, agindo sequencialmente ou em combinagédo desencadeiam uma determinada fungéo
bioldgica. Em outras palavras, a presenca de uma dada modificacdo pode facilitar ou impedir
que uma segunda modificacdo acontega; e essas modificacbes podem induzir niveis distintos

de organizacdo da cromatina. Este codigo fornece um controle adicional que dita os niveis da
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expressdo génica e isso é mediado principalmente através da interacdo proteica. Em
combinacgdo com o codigo do DNA, o cddigo das histonas fornece uma rede sinalizadora de
enorme complexidade que permite que a expressdo génica seja finamente modulada (revisado
em (RUTHENBURG et al., 2007)).

A acetilagdo de histonas é a modificacdo que desencadeia o fen6tipo menos variavel, sendo
associada de um modo geral a ativagdo da transcri¢do génica. Por outro lado, a metilacdo de
histonas pelas histonas metiltransferases (HMTSs) resulta em uma maior diversidade de efeitos.
Por exemplo, a metilacdo de H3K4, H3K36 e H3K79 esta associada a ativacao da transcricao,
ja as tri-metilacdo de H3K9, H3K27 e H4K20 est4 associada a repressdo da transcri¢do e
silenciamento da cromatina (revisado em (LEWIS et al., 2014)).

A metilacdo de histonas ocorre pela acdo de HMTs, enquanto a remocdo do grupo metil
ocorre pela acdo de histona demetilases (HDMTS), que sdo classificadas em duas familias: a
familia Jumonji carboxi-terminal (JmjC) e familia de demetilases lisina-especificas (LSD ou
KDM) (revisado por (KLOSE; KALLIN; ZHANG, 2006)).

2.2.2. A importancia da regulacéo epigenética na interacdo parasito-hospedeiro

Como mencionado anteriormente, as marcas epigenéticas participam da integracao de
sinais ambientais a nivel celular, sendo de grande importancia o seu papel nas doengas
relacionadas a dieta, estilo de vida, infecgdes e exposicdo a toxinas. Dessa forma, alvos
epigenéticos apresentam relevancia terapéutica em maultiplas doencas, como cancer, doencas
inflamatdrias, doencas metabdlicas e doencas parasitarias (ARROWSMITH et al., 2012;
BAYARSAIHAN, 2011).

A regulacéo epigenética em doencas parasitarias ja foi descrita como um mecanismo pelo
qual o patoégeno altera a funcéo da célula hospedeira a fim de promover sua sobrevivéncia e,
especialmente no caso de patdgenos intracelulares, para gerar um ambiente adequado para a
replicacdo dentro da célula hospedeira (SILMON DE MONERRI; KIM, 2014). A infeccao por
Toxoplasma gondii, por exemplo, bloqueia a fosforilagdo da serina 10 de Histonas 3 (H3S10ph)
e a acetilagdo das lisinas 4 e 9 (H3K4ac e H3K9ac) no promotor do gene TNF-a, desta forma
promovendo a diminuig&o transcricional desta citocina pro-inflamatoria (LENG et al., 2009).
De forma semelhante, o decréscimo da acetilagdo de histonas durante a infecgéo por T. gondii
tem sido relacionada a alteracdo da ligagdo de STAT1 em promotores regulados por IFN-y, a
qual é revertida ap6s o tratamento com inibidores de histona deacetilases (COCK-RADA et al.,

2012). Além de T. gondii existem evidéncias que Theileria, Listeria monocytogenes, Chlamydia
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trachomatis e Legionella pneumophila séo capazes de promover modificagdes na cromatina da
célula hospedeira (SILMON DE MONERRI; KIM, 2014).

Pouquissima informacao estd disponivel sobre o impacto epigenético promovido pela
infeccdo por Leishmania na célula hospedeira. Um estudo in vitro demonstrou que L. donovani
promove alteragdes no perfil de metilagdes do DNA de macréfagos, de modo a interferir com
genes envolvidos na resposta antimicrobiana do hospedeiro (MARR et al., 2014). Em 2017,
Almeida e colaboradores (2017) demonstraram em macréfagos de pacientes com LC que a
infeccdo causada por L. (V.) braziliensis altera o padrdo de metilacdo do DNA no promotor do
gene FL1 (ALMEIDA et al., 2017). Recentemente, foi descrito que L. amazonensis induz a
expressdo de uma histona deacetilase (HDAC1) em macr6fagos humanos infectados, tanto in
vitro quanto em amostras clinicas humanas. Nesse estudo, demonstrou-se que a HDACL é
recrutada pelo complexo p50/p50 NF-kB para o promotor iNOS, levando a desacetilagdo da
histona H3K9 e a regulacdo negativa do gene iNOS, reduzindo os niveis de NO (CALEGARI-
SILVA et al., 2018).

Embora seja recente os estudos sobre o impacto da infec¢do por Leishmania no epigenoma
do hospedeiro, ha evidéncias sobre o impacto da infeccdo na transcricdo de varios genes
envolvidos em diversas vias celulares, como imunossupressao, imortalizagéo celular e desvio
das vias metabolicas da célula hospedeira (Revisado em (LAMOTTE et al., 2017)). Dessa
forma, a investigacdo dessas interacGes sob a perspectiva das modificacdes epigenéticas podem
contribuir para identificacGes de vias de regulacdo génica, identificacdo de biomarcadores e

vias para intervencao quimioterapica.

2.3. OPAPEL DA ENZIMA JMJD3 NA RESPOSTA INFLAMATORIA

A pele € a principal barreira contra 0 ambiente externo. Ap6s uma lesdo, a resolucédo
rapida da ferida e a regeneracdo imediata da pele danificada sdo fundamentais para restaurar
sua funcéo protetora. O reparo efetivo requer comunicacao e interacdo entre muitos tipos de
células e este processo é regulado em multiplos niveis. A transi¢do da fase inflamatoria para a
cicatrizacdo representa um passo fundamental durante a cicatrizacdo de feridas (revisado em
(LANDEN; LI; STAHLE, 2016).

A sinalizacdo de NF-kB ¢ a principal via de inducdo e controle das respostas
inflamatdrias. Alguns estudos revelaram que a histona demetilase Jumonji D3 (JMJD3) € uma
potente ativadora de genes pré-inflamatorios, tipicamente ligados a ativagdo da via de
sinalizacdo de NF-kB (DAS et al., 2012; DE SANTA et al., 2009; LEE et al., 2012). A enzima
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JMJD3 é responsavel pela remogdo da trimetilacdo da lisina 27 da histona H3 (H3K27me3)
(AGGER et al., 2007; DE SANTA et al., 2007; LAN et al., 2007; XIANG et al., 2007).

Como mencionado anteriormente, a trimetilacdo da lisina 27 na histona H3
(H3K27me3) em mamiferos estd relacionada ao silenciamento de genes (LUND; VAN
LOHUIZEN, 2004). A adicao desta trimetilacdo é catalisada pela enzima Ezh2, que se associa
com Suzl2, Eed e RbAp48 para formar o complexo policombo repressivo 2 (PRC2) (Figura
2A) (KUZMICHEV et al., 2002; MULLER et al., 2002; PLATH et al., 2003). A presenca da
marca H3K27me3 favorece o subsequente recrutamento do complexo policombo repressivo 1
(PRC1), o qual facilita a condensagdo da cromatina e formacdo de heterocromatina. Esta por
sua vez limita o acesso a maquinaria de transcricdo ao DNA, suprimindo desta maneira a
expressao génica (Figure 2A) (FRANCIS; KINGSTON; WOODCOCK, 2004; MIN; ZHANG;
XU, 2003; PLATH et al., 2003). Este padrao pode ser alterado pela a acdo da histona demetilase
JMJD3 que é capaz de retirar a trimetilacdo de H3K27me3 através de uma reagdo oxidativa que
requer Fe (II) e a-cetoglutarato como cofatores, permitindo assim a transcrigdo génica (Figura
2B) (AGGER et al., 2007; DE SANTA et al., 2007; KLOSE; KALLIN; ZHANG, 2006; LAN
etal., 2007; XIANG et al., 2007).

De Santa e colaboradores (2009) demonstraram que o tratamento de macréfagos
derivados da medula 6ssea com LPS desencadeia o recrutamento de JMJD3 para o sitio de
inicio de transcricdo de milhares de genes. Ao passo que, a supressdo de JMJD3 diminuiu a
expressao de varios genes, principalmente os envolvidos na resposta inflamatéria (DE SANTA
et al., 2009). Além disso, Das e colaboradores (2012) observaram que a modulacdo negativa da
expressdo de JMJD3 afetou a transcricdo de uma rede de genes inflamatérios (citocinas,
quimiocinas e receptores imunes) dependentes de NF-kB em células THP-1 (DAS et al., 2012).
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Figura 2. Regulacdo da marca H3K27me3 por JMJD3. (A) Esquema demonstrando o processo de
silenciamento génico mediado pelo complexo policombo repressivo 2 (PRC2). (B) Ativacdo da expressdo génica
mediada pela remocdo da marca H3K27me3 e H3K27me2 pelas demetilases JIMJD3 e UTX, respectivamente.
Fonte: adaptado de: (YOO; HENNIGHAUSEN, 2011).

A enzima JMJD3 também esta associada a sinalizacdo por STATL1, STAT3 e STAT4.
Przanowski e colaboradores (2014) utilizando culturas de microglias primarias ativadas por
LPS e ensaios de imunoprecipitacdo demonstraram que STAT1 e STAT3 estimulam a
transcricao do gene JMJD3 através da ligacdo ao seu promotor. O silenciamento do gene JIMJD3
inibiu a expressao de genes dependentes de STAT. Adicionalmente, o silenciamento simultaneo
desses trés genes (JMJD3, STAT1 e STAT3) promoveu uma inibi¢cdo ainda mais pronunciada
de genes inflamatorios em células de micrdglias (PRZANOWSKI et al., 2014) (Figura 3®).
Posteriormente, Pham e colaboradores (2013) descreveram a associacdo de JMJD3 a STAT4
na ativacdo de genes que regulam a diferenciagdo da resposta Th1, sendo possivel observar a
diminuicdo da marca H3K27me3 nos promotores dos genes afetados (Figura 3®) (por exemplo,
JMJD3 controlando a transcricdo génica induzida por 1L-12 dependente de STAT4 (PHAM et
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al., 2013). Estas observagdes indicam que o JMJD3 tem um papel crucial na diferenciacdo Thl

induzida por STAT4 e em algumas doencas com perfil inflamatorio.
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Figura 3. Resumo da regulacédo da enzima JMJD3 via NF-kB e expressido de genes pré-inflamatorios.
Estimulos inflamatérios levam a ativacdo de NF-kB e produgdo de citocinas. As citocinas liberadas levam a
fosforilagdo de Statl e Stat3. @A ativacdo de NF-«B, Statl e Stat3 leva a expressdo de JMJD3. @ Statl, Stat3 e
Stat4 associados a JMJD3 direcionam a expressdo de genes pré-inflamatérios. Fonte: adaptado de (PHAM et al.,
2013; PRZANOWSKI et al., 2014).

2.4. GSK-J4

O GSK-J4 é um composto inibidor seletivo das histonas demetilases IMID3 e UTX de
mamiferos. O composto foi desenvolvido como uma estratégia de pro-farmaco, uma vez que a
formulacdo inicial, o GSK-J1, possui como radical um &cido propanoico, que confere a
molécula baixa permeabilidade celular (Figura 4). A fim de torna-lo uma droga mais permeavel,
foi adicionado um grupo éster que mascara a alta polaridade dos grupos acidos, de forma que,
GSK-J4 tem seu grupo éster rapidamente hidrolisado por esterases celulares, gerando
concentragOes intracelulares mais elevadas do composto ativo GSK-J1. O mecanismo de
inibicdo do composto GSK-J4 ocorre pela ocupacdo do sitio de ligacdo do cofator (alfa-

cetoglutarato) das enzimas JMJD3/UTX, o que bloqueia sua atividade de demetilase,
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permitindo a ligacdo do PRCL e o silenciamento de genes regulados por este complexo (Figura

5) (KRUIDENIER et al., 2012).
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Figura 4. Estrutura quimica do composto GSK-J1, do proé-farmaco GSK-J4 e o seu isdbmero inativo GSK-
J5. A estrutura do composto GSK-J1, pouco permeavel em células de mamifero devido aos seus grupos acidos, e
seu respectivao pré-farmaco, GSK-J4, com um grupo éster etilico em sua estrutura. Fonte: adaptado de

(KRUIDENIER et al., 2012).
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Figura 5. Efeito de GSK-J4 sob a demetilase IMJD3. Acéo do GSK-J4 inibindo as demetilases (JMJD3 e UTX)
e favorecendo o silenciamento da expressdo génica. Fonte: adaptado de (YOO; HENNIGHAUSEN, 2011).
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Em 2012, a atividade farmacoldgica de GSK-J4 foi inicialmente caracterizada em um
modelo de resposta inflamatdria onde macréfagos humanos estimulados com LPS ou derivados
de pacientes com Artrite Reumatoide foram tratados com o composto. A exposicao de GSK-J4
in vitro reduziu a expressdo de 16 de 34 citocinas induzidas por LPS, incluindo TNF-a
(KRUIDENIER et al., 2012). O potencial anti-inflamatério do composto também foi explorado
em modelos murinos de Encefalomielite Autoimune (EAE) (DONAS et al., 2016) e Sepse
(PAN et al., 2018). O composto também foi caracterizado por sua atividade anti-tumorogénica
contra Leucemia Linfoblastica Aguda de Células T (T-ALL) (NTZIACHRISTOS et al., 2014)
e Glioma Pontino Difuso Intrinseco (DIPG) (GRASSO et al., 2015; HASHIZUME et al., 2014).
GSK-J4 foi estudado em modelo murino de Diabetes Tipo 2 por apresentar funcgdes regulatorias
e reduzir niveis de IL-12 em macrofagos estimulados com LPS e IFN-y (GALLAGHER et al.,
2015). As concentracdes, as vias de administracdo e os principais trabalhos utilizando GSK-J4
estdo resumidos na Tabela 1.

Os efeitos in vitro do GSK-J4 reforcam seu efeito anti-inflamatdrio na transcrigdo de
citocinas importantes para resposta Th1, como TNF- a, IFN-y ¢ IL-12, reforcando seu potencial

no papel para intervencao quimioterapica de doencas com carater inflamatorio.
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Tabela 1. Resumo das propriedades farmacol6gicas de GSK-J4 utilizadas in vitro na literatura.

Model Linhagem celular / Al Concentracéao /
odelo VO
Modelo animal Dose (via)

Aurtrite . *
Reumatoide Macrofago humano TNF-a 9uM

T-ALL? CUTLL1 Crescimento 2 UM*

celular
DIPG? Células de tumor/ 1,3 -3 uM*/

Diabete Tipo 2*

EAE®

Sepse®

Camundongo BALB/C

Macréfago murino

DC/
C57BL/6

Raw?264.7/

Camundongo ICR

Mutagéo K27M

IL-12

IL-6, IFN-y e
TNF-a

MCP-1, CCL-
5, IFN-B, IL-6
e TNF-a

100 mg/kg (IP)

10 uM

25nM /

0,5 mg/kg (IP)

4uM/

3 mg/kg (IP)

Simbolos: (*) Cls.

Abreviages: Clso, concentragdo inibitéria de 50%; IP, intraperitoneal; DC, célula dendritica; DIPG, Glioma
Pontino Difuso Intriseco; EAE, Encefalomielite Autoimune; T-ALL, Leucemia Linfoblastica Aguda de Células T.
Referéncias: Y(KRUIDENIER et al., 2012), ?(NTZIACHRISTOS et al., 2014), 3(GRASSO et al., 2015;
HASHIZUME et al., 2014), 4(GALLAGHER et al., 2015), 3(DONAS et al., 2016), (PAN et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A resposta inflamatdria exagerada e ineficaz de individuos com Leishmaniose Cutanea
possui um importante papel no dano tecidual e, consequentemente, no aumento do tempo de
cura e mesmo na falha terapéutica. Assim sendo, a associacao de drogas imunomoduladoras a
tratamentos com drogas leishmanicida pode auxiliar na diminui¢do da inflamagéo e do dano
tecidual.

A regulacdo de citocinas inflamatdrias a nivel transcricional € um dos mecanismos
chave na etiologia de muitas doencas inflamatdrias. A eficacia dos inibidores de histona
demetilases em regular a resposta inflamatdria abre novas possibilidades para desenvolvimento
de terapias que modulam de forma especifica a transcri¢do de genes pro-inflamatorios. Explorar
esse racional em casos de LC seria interessante, uma vez que ja se sabe que 0 intenso processo
inflamatdrio permanece ativo mesmo apods a diminuicdo da carga parasitaria em infeccdes
causadas por L. (V.) braziliensis, prolongando o periodo para a cura e contribuindo para o
estigma social associado ao aspecto das lesdes.

Neste sentido, a hipotese deste trabalho € que GSK-J4 possui efeito leishmanicida e
modula a resposta pré-inflamatoria de macrofagos infectados por Leishmania (V.) braziliensis
in vitro e pode contribuir para reducdo dos danos teciduais caracteristicos do modelo

experimental de Leishmaniose Cutanea em murinos.
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4 OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial quimioterapico de GSK-J4 e os potenciais mecanismos envolvidos na

morte da Leishmania (V.) braziliensis no modelo murino de Leishmaniose Cutanea.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito leishmanicida do GSK-J4 sobre as formas evolutivas de L. (V.)
braziliensis;

e Identificar in silico possiveis alvos do composto no genoma de Leishmania (V.)
braziliensis;

e Auvaliar a viabilidade de macréfagos murinos expostos ao GSK-J4;

e Investigar a producdo de espécies reativas de oxigénio e dxido nitrico em culturas de
macrofagos infectados apOs exposi¢do ao composto;

e Auvaliar o perfil inflamatério de culturas de macréfagos infectados apds exposicdo ao
composto;

e Avaliar o tratamento in vivo com administracdo intralesional do GSK-J4 no modelo de

Leishmaniose Cutanea causado por Leishmania (V.) braziliensis.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1. COMPOSTOS

Inicialmente, GSK-J4 e seu isdmero inativo (GSK-J5) foram doados por Dra. Susanne M.
Knapp (Universidade de Oxford e Consércio SCG). Posteriormente, os compostos foram
adquiridos da Sigma e Tocris, respectivamente. Os estoques foram feitos a 10 mM em DMSO
100% e as dilui¢des foram realizadas em meio RPMI ou Schneider.

5.2. CULTIVO DOS PARASITOS

A linhagem de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foi mantida em cultura in vitro
como promastigotas proliferativos em meio Schneider suplementado com 10% (v/v) de SFB,
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina ¢ 2 mM de L-glutamina em estufa
incubadora B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a 27 °C (SANTOS et al., 2014). As formas
promastigotas foram mantidas em meio de cultura por 7 passagens, com cerca de 7 dias cada,
sendo assim necessario a realizagdo de um novo isolamento das formas amastigotas dos

parasitos a partir de modelo animal.

5.3. ENSAIO DE VIABILIDADE DA FORMA PROMASTIGOTA

Uma cultura de promastigotas na fase exponencial de crescimento foi centrifugada a 88 x
g por 4 minutos a 4°C e o pellet descartado a fim de eliminar parasitos mortos. O sobrenadante
foi diluido para uma concentracéo de 5 x 10° parasitos por mL. Na placa de 96 pogos de fundo
U, seguiu-se uma incubacdo de 24 horas em triplicatas com GSK-J4 nas concentrac@es de 30
uM; 7,5 — 0,0073 uM, e com o GSK-J5 (isdmero inativo do GSK-J4) na concentracdo de 7,5
MM. Para o controle negativo de citotoxicidade foi utilizado apenas o meio Schneider
suplementado. A placa foi centrifugada a 1.620 x g por 10 minutos a 4°C. Os pogos foram
lavados com tampdo fosfato salino (PBS) 1x e centrifugados novamente. O marcador de
viabilidade celular Fixable Viability Dye eFluor® 506 (Thermo Fisher Scientific) foi utilizado
como fluordforo de acordo com as instrugdes do fabricante para discriminar os parasitos mortos
dos vivos. A incubagdo com o fluoroforo em PBS 1x durou 30 minutos e a placa foi novamente
centrifugada para a etapa de fixacdo com paraformaldeido a 4% (v/v) para aquisicdo no

Citometro de Fluxo BD LSRFortessa™. A andlise dos dados obtidos foi realizada com 0
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programa FlowJo V10 e a concentracdo inibitoria de 50% (Clso) foi calculado utilizando o

programa GraphPad Prism 5.02.

5.4. AVALIACAO MORFOLOGICA DE PROMASTIGOTAS EXPOSTOS AO GSK-J4

Para a analise morfologica dos promastigotas apos exposi¢do ao composto foi realizado
Microscopia Eletronica de Varredura. Culturas em triplicatas de Leishmania (V.) braziliensis
em fase Log foram centrifugadas a 1.620 x g por 10 minutos a 4°C com o objetivo de eliminar
possiveis parasitos mortos na cultura. As culturas foram expostas 888 nM de GSK-J4 e 888 nM
de GSK-J5 por 24 horas em estufa incubadora B.O.D. a 27 °C. Culturas controle ndo foram
expostas aos compostos. As culturas foram lavadas em PBS 1x e fixadas em solugdo Karnovsky
contendo 2% de glutaraldeido a 70%, 4% de paraformaldeido e tampéo Cacodilato de sddio 0,1
M, pH 7, por 2 horas a temperatura ambiente. Apés a fixacao, as células foram lavadas trés
vezes em Tampdo Cacodilato 0,1 M e posteriormente pds-fixadas em solucdo contendo
tetroxido de 6smio a 1% em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,4, por 1 hora a temperatura
ambiente e protegido da luz. As células foram lavadas novamente com o tampao cacodilato por
trés vezes. As amostras foram aderidas em laminulas tratadas com poli-L-lisina a 0,1% e
desidratadas em série com alcool a 30%, 50%, 70%, 90% e trés vezes em alcool 100%. As
amostras foram secas no equipamento Ponto Critico Leica CPD 030. A montagem nos “Stubs”
foi realizada com a superficie da laminula aderida com a amostras volta para cima e a fita de
carbono abaixo. Posteriormente as amostras foram metalizadas com ouro e observadas com o
Microscopio Eletronico de Varredura JEOL 6390 LV. Estes experimentos foram realizados em

colaboragdo com a Plataforma Técnica de Microscopia do IGM-Fiocruz.

5.5. ANALISES IN SILICO

A fim de identificar possiveis alvos do composto no genoma do parasito, realizamos uma
busca sistematica do genoma de L. (V.) braziliensis utilizando PSI-BLAST (Position-Specific
Iterated BLAST), utilizando como requisito a presen¢a de um dominio JmjC com E-value de
1,0 e”’. As primeiras buscas interativas foram realizadas utilizando representantes de proteinas
JmjC de Schizosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae,
Drosophila melanogaster e Homo sapiens (KLOSE; KALLIN; ZHANG, 2006). A partir das
sequéncias identificadas, foi realizado um alinhamento de proteinas com dominio JmjC em

Leishmania e outros organismos utilizando o programa ClustalX, seguido de alinhamentos e
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andlises dos dominios JmjC. Os dominios proteicos JmjC encontrados no genoma de
Leishmania (V.) braziliensis foram analisados utilizando a ferramenta SMART - Simple
Modular Architecture Research Tool (http://smart.embl-heidelberg.de/).

5.6. SEPARACAO E CULTURA DE MACROFAGOS DE MEDULA

Macréfagos murinos foram obtidos a partir de lavados internos da medula dssea de
camundongos BALB/C (ISHII et al., 2008). Todos os protocolos de experimentacao utilizados
para obtencdo das células desse ensaio foram aprovados pelo CEUA da instituicdo (protocolo
021/2017). Apos a eutandsia dos animais, fémures e tibias foram retirados e suas epifises 6sseas
seccionadas. Com auxilio de uma agulha de 32G nas extremidades 6sseas, 0 interior dos 0Ss0s
foi lavado com meio RPMI-1640 suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina. Este meio também
foi suplementado com 30% (v/v) de sobrenadante de cultura de células L929 como fonte de M-
CSF. O lavado de células foi incubado durante 7 dias em placas de Petri (3 placas por animal),
contendo 10 mL de meio cada, a 37°C com 5% de CO; para diferenciacdo dos mondcitos em
macréfagos. Para 0s ensaios in vitro, os macréfagos foram desaderidos das placas de Petri
utilizando 1 mL de uma solucdo de RPMI-1640 a 0,25% (p/v) de tripsinae 1 mM EDTA por 5
minutos a temperatura ambiente. Logo apds o periodo de incubacdo com tripsina, foi adicionado
1 mL de RPMI suplementado para interromper a acdo da enzima. O volume foi centrifugado a
405 x g por 10 min a 4°C, lavado com solugcéo salina 0,9% e centrifugado novamente. As células
foram ressuspendidas em RPMI suplementado na densidade celular final necessaria para cada
ensaio e plagueados em placas de cultura celular. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°

C com 5% de CO; para adeséo das células aos pogos.

5.7. INFECCAO DE MACROFAGOS MURINOS

Os macrofagos murinos aderidos aos pocos foram infectados com formas promastigotas
metaciclicos de L. (V.) braziliensis na propor¢éo final de 10:1 (parasitos por célula) em meio
RPMI suplementado. A placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente e posteriormente
incubada por 22 horas a 37°C com 5% de CO.. Apos esse periodo, os pogos foram lavados com

salina trés vezes para remoc&o de parasitos ndo internalizados (SANTOS et al., 2014).
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5.8. AVALIACAO DA ATIVIDADE DO GSK-J4 CONTRA AMASTIGOTAS
INTRACELULARES

Os macrofagos murinos infectados na densidade celular de 10° por pogo em placa de 24
pocos foram expostos por 24 horas em triplicatas ao GSK-J4 nas concentracGes de 30 uM; 22,5
pUM; 15 uM; 11,25 pM; 7,5 uM; 5,82 uM e 3,75 pM. Em paralelo, foi realizado um ensaio para
avaliar o efeito em 48 horas utilizando 7,5 uM e 3,75 uM de GSK-J4. As incubagdes foram
realizadas a 37°C na incubadora de CO,. Ap0s a incubacdo, o sobrenadante da cultura foi
retirado e os pocos foram lavados 3 vezes com salina. As células foram fixadas com metanol e
coradas com Hematoxilina e Eosina. A taxa de macréfagos infectados e a quantidade de
amastigotas por macrofagos foram determinadas pelo método de contagem direta (em 200 ou
100 células) em microscopio éptico em campo claro em aumento de 100x (FERNANDES et
al., 2016). Visando avaliar se a reducdo da carga parasitaria se devia ao estresse e morte dos
macrdfagos infectados e tratados com o composto GSK-J4, calculamos ainda a densidade de
macrdéfagos no grupo controle e nos diferentes tratamentos. Quatro campos aleatérios da
laminula foram fotografados e todas as células contadas no microscépio de ético em aumento
de 100x. Os dados foram plotados e a Clsp do composto para os amastigotas foi calculada

utilizando o programa GraphPad Prism 5.02.

5.9. VIABILIDADE INTRACELULAR DE AMASTIGOTAS APOS EXPOSICAO AO
COMPOSTO

Macrofagos infectados com densidade celular de 3 x 10° por pogo em uma placa de 96
pocos foram expostos em triplicatas a 7,5 uM; 4,5 uM; 2,25 uM e 1,12 uM de GSK-J4 em
RPMI suplementado por 24 horas em estufa incubadora a 37°C com 5% de CO>. Também foi
acrescentado um ponto sem tratamento e outro com 7,5 uM do isémero inativo do composto,
GSK-J5. Apobs tratamento, 0 meio foi retirado, os pogos foram lavados trés vezes com PBS 1x
e 0 meio foi substituido por Schneider suplementado para o cultivo de promastigotas. A placa
permaneceu por 8 dias em estufa incubadora B.O.D. a 27 °C (KHOURI et al., 2009). Esse tempo
é suficiente para que haja lise das células, liberacdo e multiplicacdo celular dos parasitos na
forma promastigota. A andlise da presenca de promastigotas livres foi realizada por contagem
direta na camara de Neubauer no microscopio 6Otico em campo claro. O resultado foi
representado pela quantidade de parasitos livres em cada concentracdo. Os dados foram

plotados e as analises estatisticas realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.02
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5.10. ENSAIO DE VIABILIDADE EM MACROFAGOS

Neste ensaio foi utilizado a densidade celular de 3 x 10° macrdfagos por poco em triplicatas
em placa de 96 pogos. Foram utilizadas concentragdes crescentes de GSK-J4 (10 — 150 uM).
Como controle negativo de viabilidade celular foi utilizado peréxido de hidrogénio (H205).
Para o controle positivo de viabilidade foi utilizado apenas o meio RPMI suplementado. Apds
24 horas de incubagdo com GSK-J4, acrescentou-se 10% (v/v) de Alamar Blue® (Invitrogen™)
(CRONEMBERGER-ANDRADE et al., 2014). A placa foi mantida nas mesmas condic6es por
4 horas. O ensaio consiste na detec¢do da absorbancia do meio, uma vez que células vidveis sdo
capazes de reduzir a resazurina presente no reagente, um composto de cor azul. As células
viaveis reduzem de forma continua a resazurina, tornando a cor do meio rosa e alterando sua
absorbancia. A densidade Otica das reacdes foi lida no espectrofotémetro nos comprimentos de
onda de 570 e 600 nm. Os dados de reducdo de resazurina presente no Alamar Blue® foram

analisados e plotados utilizando o programa GraphPad Prism 5.02 e expressos em micromolar.

5.11. DOSAGEM DE CITOCINAS/QUIMIOCINAS INFLAMATORIAS

Em uma placa de 24 pocos, macréfagos infectados ou ndo foram plaqueados na densidade
celular de 10° por pogo. As culturas foram expostas em quadruplicata a0 GSK-J4 nas
concentragdes 15 uM, 7,5 uM e 4,5 uM, e a0 GSK-J5 15 uM por 24 horas. O estimulo com 40
ng/mL de LPS foi utilizado como controle positivo da resposta inflamatdria. Apés 24 horas de
tratamento, o sobrenadante foi coletado para o ensaio seguindo as instru¢des do fornecedor dos
kits. Neste ensaio foram utilizados os kits de citocinas inflamatérias e Th1/Th2/Thl7 para
camundongo (Cytometric Beads Array — CBA, BD™), A leitura dos tubos foi realizada no
Citometro de Fluxo BD LSRFortessa™. A analise dos dados obtidos foi realizada com o

programa FlowJo V10 e as andlises estatisticas utilizando o programa GraphPad Prism 5.02.

5.12. DOSAGEM INDIRETA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E OXIDO
NITRICO

Macréfagos infectados ou ndo na densidade celular final de 3 x 10° por poco foram
aderidos numa placa de 96 pocos. Durante o plagueamento das células e exposi¢do ao
composto, as células foram estimuladas com 10 ng/mL de IFN-y. As culturas foram expostas
em quadruplicatas ao GSK-J4 nas concentragdes de 15 uM, 7,5 uM ¢ 4,5 uM, ¢ ao GSK-J5 15
UM por 24 horas. Como controle positivo foi utilizado 40 ng/mL de LPS. A dosagem de 6xido
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nitrico foi realizada de forma indireta a partir da detec¢éo de um dos produtos estaveis da sintese
de NO presente no sobrenadante da cultura celular, o nitrito (NO-). Para isso incubou-se
aliquotas de 50uL dos sobrenadantes de cada tratamento com 25 pL de cada um dos dois
reagentes de Griess. Um dos reagentes é sulfanilamida 1% (p/v) e o outro reagente consiste em
N-1-naphtylethtylenodiamina, ambos diluidos em solugdo de H3POa4 a 2,5% (v/v). A producédo
de superdxido foi dosada em paralelo, de forma similar, porém com a adi¢do de 0,5 mM de
hidroxilamina ao meio de cultura durante o tratamento com GSK-J4. A hidroxilamina converte
superdxido em nitrito e dessa forma pode ser quantificada utilizando-se o reagente de Griess
(KHOURI et al., 2010). As absorbancias foram detectadas por um leitor de microplacas
SPECTRA Max 190, usando filtros de 550 e 620 nm. As concentragdes de nitrito foram
determinadas a partir de uma curva padrao de nitrito de sddio (200 — 0,8 uM). Os dados foram
plotados e as analises estatisticas realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.02. Os

resultados foram expressos em concentragdo UM de NO--.

5.13. TRATAMENTO INTRALESIONAL DE CAMUNDONGOS BALB/C INFECTADOS
COM L. (V.) BRAZILIENSIS COM GSK-J4

Para o ensaio in vivo preliminar foram utilizados 18 camundongos fémeas (Mus musculus)
da linhagem BALB/C com 6 a 8 semanas de idade, provenientes do Biotério do Instituto
Gongcalo Moniz — Fiocruz. Todos os protocolos de experimentagdo animal desses ensaios foram
aprovados pelo CEUA da institui¢do (protocolo 017/2016). Os camundongos foram inoculados
com auxilio de agulha de 27,5G, na orelha esquerda, com promastigotas em fase estacionaria
de L. (V.) braziliensis (10° parasitos em 10 pL de salina) (DE MOURA et al., 2005). As
espessuras das orelhas foram medidas semanalmente com o auxilio de um paquimetro desde a
infeccdo até a eutanasia dos animais para acompanhamento do desenvolvimento das lesdes.
Apods a terceira semana de infeccdo, os camundongos foram separados em trés grupos (n = 6)
para inicio dos tratamentos. No primeiro ensaio, 0s camundongos foram separados nos grupos
Controle, DMSO e GSK-J4. O grupo Controle recebeu apenas 10 pL de salina como tratamento.
O grupo DMSO foi tratado com 0,04% (v/v) de DMSO em 10 uL de salina, o que corresponde
a concentracdo do veiculo na qual o composto foi diluido. O grupo GSK-J4 foi tratado com 4,5
UM do composto diluido em 10 pL de salina contendo 0,04% (v/v) de DMSO. Foram
administradas 5 doses com intervalo de 2 dias entre cada administragdo. No segundo ensaio, 0s
camundongos foram separados nos grupos DMSO, 50 uM GSK-J4 e 100 uM GSK-J4. O grupo
DMSO foi tratado com 0,44% (v/v) de DMSO em 10 pL de salina, o que corresponde a
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concentracdo do veiculo na qual o comporto foi diluido. O segundo grupo foi tratado com 50
UM de GSK-J4 diluido em 10 uL de salina contendo 0,44% (v/v) de DMSO (Grupo 50 uM). O
terceiro grupo foi tratado com 100 uM de GSK-J4 diluido em 10 uL de salina contendo 0,88%
(v/v) de DMSO (Grupo 100 pM). Foram administradas 3 doses com intervalo de 1 dia entre
cada administragdo. Os tratamentos foram realizados por via intralesional na margem da lesao
com seringas de insulina para baixa dose (3/10 mL BD Lo-Dose™Insulin Syringe com agulha
permanente anexada, U-100) conforme descrito por (EDDAIKRA et al., 2016). Ao fim da 11°
semana ap0s a infeccdo, os animais foram eutanasiados com 240 mg/kg de Tiopental

intraperitoneal. As orelhas foram removidas para ensaios de diluicdo limitante.

5.14. QUANTIFICACAO DE PARASITOS POR DILUICAO LIMITANTE

Os ensaios de diluicdo limitante foram realizados como descrito por (TITUS et al., 1985).
Os folhetos das orelhas foram separados com pingas cirdrgicas e incubados em RPMI nédo
suplementado contendo 0,2 mg/mL de liberase por 2 horas a 37°C com 5% de CO,. Ap0Os
incubacdo, as orelhas foram maceradas individualmente com o auxilio de um macerador,
peneiradas em um tubo Falcon e centrifugadas a 1620 x g por 10min a 4° C. As células foram
ressuspendidas em 1mL de RPMI suplementado e desse volume foi retirado uma aliquota de
20 pl para diluigdes seriadas em 180 pl de Schneider suplementado na placa de 96 pogos. As
placas foram incubadas na B.O.D por 14 dias a 25° C. O resultado foi representado pela
guantidade de parasitos livres em cada ponto de tratamento. As andlises estatisticas realizadas

utilizando o programa GraphPad Prism 5.02.

5.15. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como a média + desvio padrdo das médias dos
experimentos. Os graficos dos ensaios sdo representativos de trés ou duas repeticdes. A
distribuicdo normal dos dados foi determinada pelo teste de normalidade de D’Agostino—
Pearson. A significancia das diferencgas nos resultados foi estimada pelo teste de ANOVA e a
probabilidade das diferencas entre os resultados observados em diferentes grupos serem devido
ao acaso foi avaliada pelo teste de Tukey. Os dados foram analisados utilizando o programa
Prisma V6 (GraphPad Software, Intuitive Software for Science, San Diego, CA) ou Flowjo V10
(FlowJo software, Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA). Diferencas estatisticas foram

consideradas para P < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1. GSK-J4 APRESENTA ATIVIDADE LEISHMANICIDA CONTRA
PROMASTIGOTAS DE L. (V.) BRAZILIENSIS

Inicialmente, investigamos o efeito do GSK-J4 sobre a forma promastigota de L. (V.)
braziliensis. A acdo leishmanicida foi avaliada por Citometria de Fluxo com auxilio do
marcador de viabilidade celular Fixable Viability Dye eFluor® 506 ap6s a exposi¢do da cultura
dos parasitos as concentragdes crescentes do composto em um periodo de 24 horas. A curva de
viabilidade dos promastigotas apds a incubacdo com 7,3 nM - 30 UM de GSK-J4 pode ser
observada nas Figuras 6A e B. O composto apresentou atividade toxica ao parasito a partir de
234,4 nM e atingiu 99,6% de efeito leishmanicida em 7,5 uM na cultura de L. (V.) braziliensis.
O valor de Clso para promastigotas expostos por 24 horas ao GSK-J4 foi estabelecido em 888
+ 39,0 nM. O composto apresentou efeito concentracdo dependente, enquanto o isémero
inativo, GSK-J5, na concentracdo de 7,5 UM e ndo afetou a viabilidade dos promastigotas em
comparagao a cultura controle.

A acdo do composto sobre a morfologia dos parasitos foi avaliada por Microscopia
Eletrdnica de Varredura ap0s a exposicao da cultura a concentracdo equivalente a Clso (888
nM). Na Figura 6C é possivel notar que os promastigotas tratados com GSK-J4 possuem
morfologia arredondada. A cultura tratada com 888 nM do isdmero inativo (GSK-J5) possui
aspecto similar ao grupo livre de tratamento (controle). As imagens confirmam os dados de
viabilidade celular (Figuras 6A e B) em relacdo ao efeito leishmanicida de GSK-J4 sob

promastigotas e a auséncia de efeito toxico do isbmero inativo sob os parasitos.
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Figura 6. Efeito da exposicéo in vitro de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis ao composto GSK-
J4. (A) e (B) Culturas de promastigotas (5 x 10°) foram expostas as concentrag@es crescentes de GSK-J4 (30 uM;
7,5 uM; 3,75 uM; 1,87 uM; 937,5 nM; 468,8 nM; 234,4 nM; 117,2 nM; 58,6 nM e 7,3 nM) e GSK-J5 7,5 pM por
24 horas. Promastigotas viaveis foram quantificados com auxilio do marcador de viabilidade celular Fixable
Viability Dye eFluor® 506 por Citometria de Fluxo. (C) Microscopia eletronica de varredura da forma
promastigota de L.(V) braziliensis apds exposi¢do a 888 nM (Clsp) de GSK-J4 e 888 nM de GSK-J5 por 24 h.
Resultados analisados em forma de regressdo ndo-linear para o modelo de concentragdo-resposta. Dados expressos
como as médias de triplicatas. Resultados representativos de dois experimentos independentes.
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6.2. LEISHMANIA (V.) BRAZILIENSIS NAO APRESENTA ORTOLOGOS DA ENZIMA
JMJD3 EM SEU GENOMA

A existéncia de histona demetilases ja é bem descrita em humanos, incluindo a JIMJD3. Em
contrapartida, ainda ndo foram identificados genes de histonas demetilases em Leishmania
(IVENS et al., 2005). A fim de identificar potenciais histonas demetilases no genoma de L. (V.)
braziliensis, utilizamos sequéncias de proteinas contendo dominio JmjC de organismos
modelos (Schizosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae,
Drosophila melanogaster e Homo sapiens). Essas buscas permitiram a identificacdo de 5
sequéncias contendo dominios JmjC no genoma de L. (V.) braziliensis (A4HMW1, A4HIZ9,
A4HEY4, AAHFPO e A4HFQ9) (dados ndo apresentados). A sequéncia com maior score de
similaridade a um membro da familia Jumonji (JMJD4 - Uniprot Q9H9V9) ja caracterizada foi
a A4HFPO (Figure 7A). Entretanto, analisando o alinhamento realizado, ndo é possivel observar
extensas regides conservadas entre L. (V.) braziliensis e a proteina JMJD4 humana, de forma
que ndo é possivel afirmar que esta sequéncia pertence a uma histona demetilase em

Leishmania.
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Figura 7. Analise in silico de uma proteina contendo dominio JmjC em Leishmania (V.) braziliensis. (A)
Dominios proteicos mapeados pelo SMART demonstrando a existéncia do dominio JmjC em Leishmania (V.)
braziliensis (E-value 1,08 E-7) entre trés regides de baixa complexidade e um Coiled-coil, bem como nas proteinas
humanas JMJD3 (Uniprot 015550, alvo do GSK-J4) e JMJD4 (Uniprot Q9H9V9). (B) Alinhamento das
sequéncias dos dominios JmjC da enzima JMJD4 (Uniprot Q9H9V9) em humanos e a proteina A4HFPO
identificada em Leishmania (V.) braziliensis. Sombreado preto representa residuos conservados no alinhamento.
Sombreamento cinza claro representa grupos de propriedades fisico-quimicas conservados nas sequéncias do

alinhamento.
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6.3. GSK-J4 APRESENTA ATIVIDADE LEISHMANICIDA CONTRA AMASTIGOTAS
DE L. (V.) BRAZILIENSIS

Ap0s avaliar o efeito toxico de GSK-J4 sob a forma promastigota do parasito, foi
avaliado in vitro o efeito do composto frente a forma amastigota de L. (V.) braziliensis apos 24
horas de exposicdo a concentragdes de 3,75 - 30 UM de GSK-J4 e apds 48 horas de exposi¢do
a7,5uM e 3,75 UM de GSK-J4. A taxa de infecdo média (nUmero de macréfagos infectados)
nos grupos controle (Ctrl) foi de ~60% (Figuras 8A e 8C). A menor concentracdo utilizada
(3,75 uM) reduziu a taxa de infeccdo dos macréfagos em ~ 50% em 24 h (Fig. 8A),
apresentando efeito mais pronunciado no nimero total de amastigotas por macro6fagos com uma
reducdo de ~84% (Fig. 8B). Em 48 h, essa concentragdo reduziu a taxa de infeccdo dos
macrofagos em ~ 90% (Fig. 8C) e o numero total de amastigotas por macrofagos em ~ 94%
(Fig. 8D). A exposicdo da cultura a concentracdo de 7,5 UM reduziu a taxa de infeccdo em ~
90% quando incubado por 24 h e em ~ 96% no periodo de 48 h (Fig. 8A e 8C). Em relagdo ao
numero total de amastigotas, a mesma concentracdo reduziu cerca de 97% e 98,5% dos parasitos
intracelulares em 24 e 48 h, respectivamente (Figura 8B e 8D). Com base nesses resultados, a
Clso e Clgo de GSK-J4 em 24 horas para a forma amastigota de L. (V.) braziliensis foi calculado
em 4,5 uM e 7,9 uM, respectivamente. N&o foi possivel calcular tais valores para o periodo de
48 horas, uma vez que s6 foram utilizadas duas concentracdes. Porém, é perceptivel a relacéo
entre o tempo e o efeito do composto nos macréfagos infectados. Novamente, GSK-J4
apresentou um efeito dependente da concentracdo utilizada, indicando que a atividade
antiparasitaria em amastigotas também € diretamente proporcional ao aumento das
concentracgdes testadas, bem como ao tempo de exposicao.

Visando avaliar se a reducdo da carga parasitaria se devia ao estresse e morte dos
macrofagos infectados expostos ao GSK-J4, calculamos a densidade de macréfagos no grupo
controle e nos diferentes tratamentos em 24 horas. Concluimos que nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos (P < 0,05) (Figura 8E). Adicionalmente, ndo observamos
alteragcBes morfoldgicas devido a estresse ou morte celular nos macrofagos infectados e tratados

com 7,5 uM de GSK-J4 por 24 horas em relagdo ao controle ndo tratado (Figura 8F).
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Figura 8. Efeito concentracdo-dependente de GSK-J4 in vitro em amastigotas de L. (V.) braziliensis.
Macro6fagos murinos (106) foram infectados (10:1) e expostos a 30 uM; 22,5 uM; 15 uM; 11,25 uM; 7,5 uM; 5,62
MM e 3,75 uM de GSK-J4 por 24 h e 7,5 uM e 3,75 uM por 48 h. As laminulas foram fixadas e coradas com HE,
e analisadas por contagem direta em microscopio 6tico em aumento de 100x. (A e C) Taxa de infeccdo e (B e D)
guantidade de parasitos intracelulares em 24 h e 48 h, respectivamente. (E) Densidade celular avaliada em 24 h.
(F) Macrofagos infectados expostos a 7,5 pM de GSK-J4 por 24 h e controle. Dados expressos como as médias
ou medianas das triplicatas ou quadruplicatas + SD, One-Way ANOVA. Graficos representativos de dois
experimentos independentes.
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6.4. GSK-J4 NAO COMPROMETE A VIABILIDADE DE MACROFAGOS MURINOS IN
VITRO

Uma etapa importante na caracterizacao de drogas antiparasitarias € avaliar a viabilidade
das células do hospedeiro ap06s exposicdo ao composto. Culturas de macréfagos ndo infectados
foram expostos as concentragdes de 10 - 150 uM de GSK-J4 por 24 horas. A viabilidade celular
foi avaliada pelo método de Alamar Blue. Como revela a Figura 9, a exposicao das culturas até
50 UM de GSK-J4 ndao comprometeu a viabilidade dos macréfagos. A maior concentracao
utilizada (150 uM) reduziu em ~40% a viabilidade celular destes macrofagos. Desta forma nao
foi possivel estabelecer a concentragdo citotoxica média (CCsg) de GSK-J4 em macréfagos
murinos. Contudo, pode-se dizer que GSK-J4 possui indice de seletividade (IS) > 33,3.

1207

100 — —|_ —

80 a

60
40
20 b

-

0 T T T T T T T T
Ctrl 10 20 35 50 100 150 H202

Viabilidade celular (%)

GSK-J4 (M)

Figura 9. Ensaio de viabilidade celular em macrofagos murinos apds exposi¢do ao GSK-J4. Macrdfagos
murinos (2 x 10%) néo infectados foram expostos a 10 pM - 150 uM de GSK-J4 durante 24 horas. Perdxido de
hidrogénio (H20>) foi utilizado como controle de morte. As culturas foram avaliadas pela reducédo de resazurina
como forma de avaliar a viabilidade celular. Valores expressos em termos percentuais como as médias das
triplicatas + SD, One-Way ANOVA. Gréfico representativo de trés experimentos independentes.
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6.5. AMASTIGOTAS INTRACELULARES PERMANECEM INVIAVEIS APOS
EXPOSICAO A BAIXAS CONCENTRACOES DE GSK-J4

O ensaio de viabilidade intracelular dos parasitos ap0s exposicdo ao GSK-J4 foi
realizado com o objetivo de avaliar a possibilidade de recuperacdo da infecgdo apos a remocao
do composto do meio de cultura. Para isso, culturas de macrofagos infectados foram expostos
a75uM; 4,5 uM; 2,25 uM ¢ 1,12 uM de GSK-J4; ¢ 7,5 uM de GSK-J5 por 24 horas. Apos
esse periodo, 0 meio de cultura celular foi trocado por Schneider (meio de cultura para cultivo
de promastigotas de L. (V.) braziliensis) livre de composto. As culturas foram mantidas por 8
dias para que ocorresse a lise espontdnea das células e fosse possivel quantificar parasitos
viaveis nos grupos através da contagem dos promastigotas livres no meio de cultura. Como é
possivel notar nos dados da Figura 10, ndo foi possivel quantificar promastigotas livres nas
culturas expostas a 7,5 uM; 4,5 uM e 2,25 uM GSK-J4, dessa forma GSK-J4 nessas
concentracdes reduziu em 100% a viabilidade dos parasitos intracelulares apos 24 horas de
exposicdo. A menor concentracdo utilizada (1,12 uM) reduziu em 98,8% a quantidade de
promastigotas livres na cultura em relacdo ao controle. Estes resultados reforcam o efeito
leishmanicida do GSK-J4 e sugerem que 0s parasitos observados nas Figuras 8A e B nas
concentracOes até 3,75 uM estdo inviaveis e destinados a morte. Um resultado até certo ponto
surpreendente foi que o isdmero inativo (GSK-J5) na concentragédo de 7,5 uM reduziu em cerca
de 24,5% o numero de promastigotas livres no meio de cultura.
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Figura 10. Viabilidade intracelular de L. (V.) braziliensis apds exposicao in vitro ao GSK-J4. Macrdéfagos
murinos (2 x 10%) infectados (10:1) foram expostos as concentragdes de GSK-J4 (7,5 — 1,12 uM) e 7,5 uM de
GSK-J5 por 24 horas. Em seguida a cultura foi mantida por 8 dias em Schneider livre de compostos. Promastigotas
viaveis foram contadas de forma direta em Cémara de Neubauer em campo claro. Nimero de parasitos expresso
como as médias das triplicatas £ SD, One-Way ANOVA. Grafico representativo de dois experimentos
independentes.
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6.6. GSK-J4 NAO INDUZIU PRODUGCAO DE EROS E NO EM MACROFAGOS
MURINOS INFECTADOS ATE 24 HORAS DE EXPOSICAO AO COMPOSTO

Visando investigar o mecanismo de morte dos parasitos apds o tratamento com GSK-
J4, foram dosados indiretamente os niveis de o0xido nitrico (nitrito) e superdxido (nitrito) no
sobrenadante da cultura de macrofagos apos 24 e 48 horas de exposi¢cdo ao composto. As
Figuras 11A e C revelam que ndo houve niveis significativos de superoxido apos exposicao das
culturas a 4,5 uM, 7,5 uM e 15 pM GSK-J4 em 24 e 48 horas. Todavia, foram observadas
diferencas significativas nos niveis de éxido nitrico nas culturas expostas a 7,5 UM e 15 uM de
GSK-J4 por 48 horas (Figura 11D). Embora sem significancia estatistica, é possivel notar em
24 horas diferencas nos niveis dosados de 60xido nitrico nas culturas expostas ao GSK-J4 de
forma dependente da concentracao (Figura 11B). O isdmero inativo do composto, GSK-J5 (15

uM), ndo estimulou a producéo de superoxido e Oxido nitrico nos tempos avaliados.
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Figura 11. Dosagem indireta in vitro de EROs e NO em sobrenadante de macréfagos murinos infectados
por L. (V.) braziliensis apds exposicdo ao GSK-J4. Macréfagos murinos (3 x 10°) infectados (10:1) foram
expostos as concentragbes de GSK-J4 (4,5 — 15 uM) e 15 pM de GSK-J5 por 24 horas. (A e C) Niveis de
superoxido no sobrenadante de culturas expostas ao composto por 24 e 48 horas, respectivamente. (B e D) Niveis
de o6xido nitrico no sobrenadante de culturas expostas ao composto por 24 e 48 horas, respectivamente. Apos
periodo de exposicao, os sobrenadantes das culturas foram utilizados para dosagem indireta de EROs e NO pelos
niveis de nitrito utilizando reacédo de Griess. Niveis de EROs e NO expressos como as médias das triplicatas + SD,
One-Way ANOVA. Gréfico representativo de dois experimentos independentes.
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6.7. GSK-J4E CAPAZ DE REDUZIR MCP-1 E AUMENTAR TNF-A EM MACROFAGOS
MURINOS INFECTADOS

A dosagem dos niveis de citocinas inflamatérias € uma etapa importante na
caracterizacdo de um composto com perfil imunomodulador. Para tal, os niveis de citocinas
foram dosadas por Citometria de Fluxo nos sobrenadantes de culturas de macr6fagos murinos
infectados ou ndo apos 24 horas de exposi¢do ao GSK-J4 (4,5 uM; 7,5 uM e 15 uM). Os niveis
das citocinas inflamatorias IL-6, 1L-12 e IFN-y (Figura 12A, C e D) e da citocina regulatoria
IL-10 (Figura 12B) ndo sofreram alteracdo ap0Os exposicdo ao GSK-J4 nos grupos ndo
infectados e infectados com L. (V.) braziliensis. De modo surpreendente macréfagos nédo
infectados expostos ao GSK-J4 revelaram um aumento nos niveis de TNF-a em relacdo ao
grupo controle de maneira concentracdo-dependente. No caso dos macréfagos infectados e
tratados, este aumento sO é significativo com 20 uM GSK-J4 (Figura 12E). Resultado
semelhante pode ser observado em macréfagos ndo infectados que foram estimulados com 40
ng/mL de LPS na presenca de 20 uM de GSK-J4 (Figura 12G). Por outro lado, 0 composto
reduziu os niveis da quimiocina MCP-1/CCL-2 na cultura de macrofagos infectados (Figura
12F). A reducdo observada nos niveis de MCP-1 ocorreu de forma concentracao-dependente e
é possivel observar que a partir de 15 uM os niveis sdo similares ao de macr6fagos néo
infectados ndo tratados (35,5 pg/mL). Exceto pela reducdo nos niveis de MCP-1, GSK-J4 ndo

demonstrou efeito anti-inflamatdrio nos niveis das citocinas dosadas.
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Figura 12. Dosagem in vitro de citocinas inflamatérias em sobrenadante de macréfagos murinos infectados
por L. (V.) braziliensis apds exposicdo ao GSK-J4. Macrdfagos murinos (10°) ndo infectados e infectados (10:1)
foram expostos as concentracdes de GSK-J4 (4,5 uM; 7,5 uM, 15 uM e 20 uM) por 24 horas. Apos o periodo de
exposicao, os sobrenadantes das culturas foram utilizados para dosagem das citocinas inflamatérias por Citometria
de Fluxo. (A) IFN-y, (B) IL-6, (C) IL-12, (D) IL-10, (E) TNF-a e (F) MCP-1. (G) TNF- o no sobrenadante de
macro6fagos néo infectados estimulados com 40 ng/mL de LPS e expostos a 10 uM e 20 uM de GSK-J4. Niveis de
citocinas expressas como as médias das quadruplicatas + SD, One-Way ANOVA. Gréfico representativo de dois
experimentos independentes.
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6.8. TRATAMENTO INTRALESIONAL COM GSK-J4 REDUZ CARGA PARASITARIA
E EVITA ULCERACAO EM MODELO MURINO DE LC

Uma vez determinada atividade antiparasitaria do GSK-J4 in vitro e sua capacidade de
modular os niveis de MCP-1 e TNF-a nestas culturas, foram realizados estudos para avaliar a
acao do composto in vivo. Foram realizados dois ensaios utilizando o modelo murino de LC de
infeccédo na orelha. O bloco preliminar foi realizado com cinco doses de tratamento intralesional
com intervalo de dois dias entre cada administracdo. Os animais foram separados em trés grupos
(n=6): controle (salina), DMSO (veiculo do composto) e 4,5 uM GSK-J4. Neste ensaio ndo
houve diferenga nas espessuras e nem na carga parasitaria das lesdes das orelhas ao final das
dez semanas de acompanhamento (Figuras 13A e 13B). Contudo, 75% dos animais tratados
com 4,5 uM de GSK-J4 (Clsp) ndo desenvolveram ulceras (Figura 14). No segundo ensaio, 0s
tratamentos intralesionais foram administrados em trés doses durante uma semana. Os animais
foram separados em trés grupos (n=6): DMSO (0,44% (v/v) de DMSO em salina — veiculo do
composto) e dois grupos tratados com 50 uM e 100 uM de GSK-J4 em salina. A espessura das
orelhas dos camundongos foi medida semanalmente e as curvas de progressao da lesdo estdo
agrupadas na Figura 15A. Como é possivel notar, ndo houve diferenca nas espessuras das lesdes
e nem no tempo de cicatrizacdo entre os grupos tratados com DMSO e 0s grupos que receberam
GSK-J4. A carga parasitaria nas lesdes € um fator importante para avaliacdo do efeito do
tratamento e foi determinada por diluicdo limitante ao fim da décima semana. As cargas
parasitarias dos grupos estdo plotadas no grafico da Figura 15B. Como é possivel observar,
houve reducéo nas cargas parasitarias das lesbes nos grupos tratados com 50 uM (1 x 10%) e
100 pM (1,6 x10%) de GSK-J4 em relagdo ao grupo tratado apenas com DMSO (7,36 x 10°%).
Esses valores de carga parasitaria dos grupos tratados representam reducdes de 98,64% e
97,82%, respectivamente. Nao foi observada diferenca estatistica entre o efeito dos tratamentos
com 50 e 100 uM de GSK-J4.
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Figura 13. Tratamento intralesional preliminar com GSK-J4 em um modelo murino de LC causado por L.
(V.) braziliensis. Camundongos foram infectados com promastigotas de L. (V.) braziliensis (10°) nas orelhas e,
apos trés semanas de infeccdo, receberam cinco doses com intervalo de dois dias entre cada administracdo. Os
animais foram separados em trés grupos (n=6): grupo controle (salina), grupo DMSO (veiculo) e grupo tratado
com 4,5 uM de GSK-J4. (A) Progresséo da doenca foi monitorado por dez semanas pela medicdo da espessura da
orelha no local da lesdo com auxilio de um paquimetro. Area pontilhada no gréfico representa o periodo de
tratamento e as linhas verticais as administracGes. Espessura das lesGes (em milimetros) expressa como as médias
+ SD. (B) Carga parasitarias das orelhas dos grupos de tratamento representados em (A). A carga de parasitéria
foi determinada no local da infeccao por analise de diluigdo limitante. NUmero de parasitos (em logaritmo comum,
decimal) expresso como as médias + SD, One-Way ANOVA.
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Figura 14. Desenvolvimento das lesdes durante ensaio in vivo preliminar com tratamento intralesional de
GSK-J4 em modelo murino de LC causado por L. (V.) braziliensis. Os camundongos BALB/C receberam 5
doses intralesionais de tratamento na orelha entre a 3% e a 5% semana ap0s a infec¢do. Imagens dos grupos controle
(salina), DMSO (veiculo = 0,04% (v/v) DMSO e salina) e GSK-J4 (4,5 uM) foram obtidas na 5?, 62, 8% e 10?
semana.
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Figura 15. Tratamento intralesional com GSK-J4 em um modelo murino de LC causado por L. (V.)
braziliensis. Camundongos foram infectados com promastigotas de L. (V.) braziliensis (10°) nas orelhas e, apos
trés semanas de infecgdo, receberam durante uma semana trés doses dos tratamentos. Os animais foram separados
em trés grupos (n=6): grupo DMSO (veiculo = DMSO), grupo tratado com 50 uM de GSK-J4 e grupo tratado com
100 pM de GSK-J4. (A) Progressdo da doenca foi monitorado por dez semanas pela medicdo da espessura da
orelha no local da lesdo com auxilio de um paquimetro. Area pontilhada no grafico representa o periodo de
tratamento e as linhas verticais as administracGes. Espessura das lesdes (em milimetros) expressa como as médias
+ SD. (B) Carga parasitarias das orelhas dos grupos de tratamento representados em (A). A carga de parasitéria
foi determinada no local da infeccéo por anélise de diluigéo limitante. NUmero de parasitos (em logaritmo comum,
decimal) expresso como as médias = SD, One-Way ANOVA.
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7 DISCUSSAO

O estigma social causado pela Leishmaniose Cuténea associado as deformidades e
cicatrizes desfigurantes causadas pela doenca sdo fatores de isolamento social e reduzem a
produtividade econdmica dos individuos acometidos (WHO, 2019). No que se refere ao
tratamento da doenca, a toxicidade das drogas disponiveis atualmente, associado ao uso
parenteral, € um grande desafio a ser enfrentado na busca de um tratamento adequado e
acessivel. Nesse sentido, tratamentos mais seguros e acessiveis que facilitem o acesso dos
pacientes com LC devem ser priorizados (BASANO; CAMARGO, 2004). As drogas
atualmente preconizadas pelo Ministério da Salde para o tratamento da LC sdo antimoniato de
meglumina e anfotericina B (desoxicolato e lipossomal), ambas de uso sistémico.
Recentemente, a pentoxifilina via oral foi incorporada como opcdo terapéutica para 0s casos de
LM, em associacdo ao antimoniato (Ministério da Saude, 2017). A associacdo de drogas
imunomoduladoras aos tratamentos com drogas com efeito leishmanicida tem se mostrado uma
estratégia interessante no caso de falha terapéutica e na reducdo dos efeitos colaterais dos
tratamentos atuais. Seguindo este racional e visando gerar novos conhecimentos sobre um
inibidor que modula genes inflamatdrios por mecanismos epigenéticos, avaliamos o efeito de
GSK-J4 frente as formas evolutivas de L. (V.) braziliensis in vitro e em um modelo murino
experimental de LC.

O GSK-J4 foi eficaz em inibir a proliferagdo de promastigotas e amastigotas em
macr6fagos murinos, com valores de Clso de 888 nM e 4,5 pM, respectivamente (Fig. 6 e 8). E
importante frisar que além do GSK-J4 mostrar acdo leishmanicida para ambas as formas
evolutivas do parasito, 0 composto ndo comprometeu a viabilidade dos macréfagos murinos em
concentracOes de até 50 uM (Fig. 9) apresentando IS > 33,3. O isdbmero inativo GSK-J5, com
propriedades de permeabilidade celular analogas ao GSK-J4, ndo demonstrou atividade
leishmanicida nas concentragdes testadas (Fig. 6A).

Inibidores de histonas deacetilases (HDAC), outra classe de inibidores epigenéticos,
foram testados in vitro em modelos de LC. Murrays e colaboradores (2011) demonstraram a
baixa atividade de Apicidina (Clso > 30 mg/mL) frente & promastigotas de Leishmania donovani
e seu efeito toxico para células de mamiferos nessa concentracdo (MURRAY et al., 2001).
Outros quatro inibidores de HDACs foram testados contra promastigotas de L. donovani:
Tricostatina A (Clso 4,5 pM), Vorinostat (Clso 112,4 pM) e dois cetolidos triciclicos
sintetizados (15b - Clso 43 pM e 15e - Clsp 4,9 pM). Os indices de seletividade desses
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compostos foram menores que 1 para células de mamiferos (ANDREWS; HAQUE; JONES,
2012; MAl et al., 2004; MWAKWARI et al., 2010; PATIL et al., 2010).

Posteriormente, Chua e colaboradores (2017) testaram Romidepsina, Belinostat,
Vorinostat e Panobinostat frente a promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L.
donovani. Nenhum dos compostos tiveram efeito leishmanicida para forma promastigota de L.
amazonensis e quando avaliados nas concentragdes de 1 pM ou 10 uM contra amastigotas de
L. amazonensis apresentaram efeito toxico para 0s macréfagos ou ndo apresentaram atividade
leishmanicida. Os compostos apresentaram fraco efeito leishmanicida frente a promastigotas
de L. donovani a 20 puM (20 - 35% de inibig&o), sem inibi¢do de crescimento observado para
Romidepsina. Da mesma forma, pouca atividade leishmanicida foi observada contra
amastigotas axénicas de L. donovani. (CHUA et al., 2017). Os valores de CCso destes
compostos para células HEK293 variaram entre 0,005 — 1,4 uM (ENGEL et al., 2015). Dessa
forma, 0 GSK-J4 possui valores Clso e toxicidade mais baixos em relagdo aos reguladores
epigenéticos testados em modelo de LC ja descritos até 0 momento.

O teste de viabilidade intracelular revelou que o tratamento com 2,25 uM de GSK-J4
por 24 horas reduziu o numero de parasitos intracelulares em 100% (Fig. 10). Esse resultado
indica que uma fracdo dos parasitos detectados pelo método de contagem direta em laminulas
estejam inviaveis ou em processo de morte (e.g. culturas expostas a 3,75 uM de GSK-J4, Figura
8D). Levando em consideracdo a diferenca nos efeitos observados entre os dois ensaios,
tambeém ¢é plausivel considerar que a Clsp estimada por contagem direta em laminulas pode ser
um valor superestimado, o que levanta discussdes sobre 0 melhor método de avaliar o efeito de
drogas no modelo em questdo. Outro efeito curioso observado no ensaio de viabilidade
intracelular foi o efeito leishmanicida que o isémero inativo (GSK-J5) exerceu sobre 0s
parasitos (reducdo de 24,5% na concentracdo de 7,5 uM) (Fig. 10).

Kruidenier e colaboradores (2012) demonstraram que cerca de 39% do composto é
detectado intracelularmente 1 hora apds o tratamento de macr6fagos humanos com 30 uM de
GSK-J4 (KRUIDENIER et al., 2012). A partir destes dados podemos inferir que a concentracao
intracelular do composto no ensaio de Clso seria de ~1,75 uM, e, Clgo seria de ~2,9 uM (Fig.
8A). Seguindo este mesmo racional, podemos inferir que a concentracgdo de 877 nM seria capaz
reduzir em 100% a carga de parasitos intracelulares no ensaio de viabilidade representado na
Figura 10.

Enzimas envolvidas na modificacdo de histonas que podem influenciar processos como

transcricdo, replicagéo, reparo e recombinacdo do DNA foram identificadas no genoma dos
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Tripanossomatideos, incluindo duas familias de acetiltransferases, pelo menos trés familias de
metiltransferases e todas as trés classes conhecidas de histona deacetilases (Ivens et al., 2006).
Alguns destes alvos epigenéticos, sdo regulados diferencialmente em promastigotas e
amastigotas em Leishmania infatum, L. donovani e L. major (revisado em (AFRIN; KHAN;
HEMEG, 2019)). Em contrapartida, ainda ndo foram descritos genes de histonas demetilases
em Leishmania. Em Leishmania major j& foram identificadas seis enzimas capazes de metilar
lisinas (e.g. DOT1) (Janzen, Hake, Lowell, & Cross, 2006). A DOT1 regulada a marca
H3K79me3 em Trypanosoma brucei, a qual apresenta grande importancia no ciclo celular do
organismo (Janzen, Fernandez, et al., 2006). Partindo da informag&o que existem enzimas no
genoma da Leishmania envolvidas na metilacdo de histonas como forma de regulacdo da
expressao génica, é razoavel imaginar que também devam existir enzimas capazes de remover
essas marcas. Com esse racional, buscas in silico realizadas no genoma de L. (V.) braziliensis
por nosso grupo identificaram 5 sequencias contendo dominios JmjC no genoma de L. (V.)
braziliensis que sdo enzimas candidatas a participarem da regulacdo da cromatina (Clissold &
Ponting, 2001). Entretanto, nenhuma delas apresentou dominios extensos e conservados
similares a demetilases ja caracterizadas (Fig. 7), indicando que os alvos moleculares
(KDM6A/UTX e KDM6B/IMJD3) do GSK-J4 nédo estdo presentes em Leishmania. A partir
destas analises podemos concluir que a atividade antiparasitaria do GSK-J4 em promastigotas
certamente se deve a mecanismos distintos daqueles envolvendo a enzima JMJD3 de
mamiferos.

Em macrofagos ativados, a principal forma de eliminacdo da Leishmania ocorre pela
producdo de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio (revisado em (SCOTT; NOVAIS,
2016)). No modelo murino, a producdo de IFN-y e a sintese de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio por macrofagos também séo necessarios para o controle da infeccdo por Leishmania.
No presente trabalho, as culturas de macr6fagos murinos infectados com L. (V.) braziliensis
expostas a 7,5 UM e 15 uM de GSK-J4 s6 produziram niveis significativos de NO ap6s 48 horas
de tratamento (Fig. 11D). Estes dados sugerem que a reducdo da carga parasitaria observada
nas primeiras 24 horas esteja ocorrendo por um efeito direto do composto sobre o parasito,
enguanto 0s mecanismos de resposta inata do macréfago aparecem em um momento mais
tardio. N&o foi possivel dosar os niveis de superdxido nos sobrenadantes das culturas de
macrofagos murinos infectados expostos ao GSK-J4. Isso pode ter ocorrido devido a oxidacao
do nitrito em nitrato durante o periodo de incubagdo (GIUSTARINI et al., 2008). Outra

possibilidade € que os niveis de superdxido sejam efetivamente baixo, como ja observado na
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resposta imune de camundongos durante a infecgdo por Leishmania (ROCHA et al., 2007).
Dessa forma, outros ensaios para dosagem de espécies reativas de oxigénio, como ELISA, sdo
necessarios para esclarecer o efeito de GSK-J4 sobre a producédo de ROS.

Apesar de existir um paradigma da resposta imune do tipo Th1l ser associada ao controle
e cura da infeccdo por Leishmania em humanos, as formas clinicas cutdneas e mucosas sao
consideradas reacoes inflamatdrias mediadas pela resposta imune (revisado em (RIBEIRO-DE-
JESUS et al.,, 1998a)). IFN-y e TNF-a sdo duas citocinas pro-inflamatorias importantes
envolvidas na protecdo e patologia da LC. Contudo, a producéo excessiva dessas citocinas pro-
inflamatorias estdo associados ao aumento do dano tecidual. Uma correlagdo positiva entre o
tamanho da leséo e os niveis de IFN-y e TNF-a foi observado em pacientes com LC causada
por L. (V.) braziliensis (ANTONELLI et al., 2004, 2005; BACELLAR et al., 2002). GSK-J4 ja
foi descrito por reduzir a producdo de IFN-y e TNF-o. em modelos de doencas inflamatorias
como Artrite Reumatoide, Encefalomielite e Sepse (DONAS et al., 2016; KRUIDENIER et al.,
2012; PAN et al., 2018). No estudo de sepse, Pan e colaboradores (2018) descreveram atividade
regulatoria de GSK-J4 (4 uM) nos transcritos de IFN-y em macrofagos RAW264.7 estimulados
com 100 ng/mL de LPS em 6 h e 12 h. Em 24 h ndo houve diferenca entre o grupo apenas
estimulado com LPS e o grupo estimulado e tratado com GSK-J4 (PAN et al., 2018). No estudo
de EAE, Dofias e colaboradores (2016) demonstraram por citometria de fluxo que houve
regulacdo de IFN-y em células dendriticas estimuladas com 100 ng/mL de LPS na presenca de
25 nM GSK-J4 por 16h (DONAS et al., 2016). Em nosso estudo, macréfagos murinos
infectados com L. (V.) braziliensis foram expostos por 24 horas ao GSK-J4. Entretanto, o
processo de infeccdo ndo alterou os niveis de IFN-y em relagdo ao controle ndo infectado, de
forma que ndo conseguimos avaliar a capacidade regulatéria do composto sobre esta citocina
(Fig. 12D).

Kruidenier e colaboradores (2012) reportaram pela primeira vez a capacidade d GSK-
J4 em reduzir os niveis de TNF-a via inibicdo de JMID3 em um modelo de doenca inflamatdria
(KRUIDENIER et al., 2012). O grupo estabeleceu a Clso em 9 uM para TNF-a. em macréfagos
humanos estimulados com 10 ng/mL de LPS ou derivados de pacientes com Atrite Reumatoide
(KRUIDENIER et al., 2012). A cinética da modulacao foi avaliada em até 6 horas. Donés e
colaboradores (2016) também descreveram a fungéo regulatoria d GSK-J4 nos niveis desta
citocina em células dendriticas estimuladas com LPS em 16 horas de exposicio (DONAS et al.,
2016). Pan e colaboradores (2018) descreveram a diminuicdo dos niveis dos transcritos de TNF-

a apos 24 horas de exposicdo de macrofagos RAW264.7 estimulados com LPS na presenca de
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GSK-J4 (PAN et al., 2018). Curiosamente, em nossos ensaios 0 GSK-J4 ndo reduziu os niveis
desta citocina em nenhum dos cenérios analisados (macréfagos ndo infectados; macrofagos
infectados e tratados; e macrdofagos estimulados com LPS na presenca do composto) (Fig. 12D
e E). Embora este efeito observado em nossos ensaios seja contrario aos descritos na literatura,
este resultado foi observado em todas as repeticdes independentes dos ensaios. A expressao de
JMJD3 e a regulacdo das marcas presentes nos genes a serem transcritos variam de acordo com
o estimulo e tipo celular, influenciando varios processos celulares, como expressao de citocinas,
diferenciacéo celular, proliferacdo, senescéncia e apoptose (BURCHFIELD et al., 2015). O
padrdo observado em nossos ensaios pode estar relacionado com a forma de obtencéo e cultura
dos macrofagos, com o estimulo proveniente da infeccdo, ou ainda, com o0 aumento dos niveis
de &xido nitrico observados anteriormente (Fig. 11B e D), uma vez que esta citocina é
importante para ativacdo de macréfagos e da resposta imune inata da célula contra patogenos.
Também ndo foram observados os efeitos regulatérios do composto nos niveis de IL-6 e IL-12,
como descrito nos trabalhos realizados em modelo murino de Diabetes Tipo 2, EAE e Sepse
(DONAS et al., 2016; GALLAGHER et al., 2015; PAN et al., 2018), bem como nos niveis de
IL-10. Novamente, o processo de infeccdo ndo alterou os niveis de IL-6, IL-12 e IL-10 em
relagcdo ao controle néo infectado (Fig. 12A, B e C), de forma que ndo conseguimos avaliar a
capacidade regulatéria do composto sobre estas citocinas.

A quimiocina MCP-1 é essencial no recrutamento de mondcitos da medula 6ssea para
o local da inflamacdo, inclusive em lesbes cutaneas causadas por L. major e L. mexicana
(QUINONES et al., 2007; RITTER; KORNER, 2002). Em biopsias de lesdes de pacientes
infectados por L. (V.) braziliensis a expressdo do gene MCP-1 foi significativamente maior em
comparagdo as amostras de pele de individuos saudaveis (CAMPANELLI et al., 2010;
PASSOS et al., 2015). MCP-1 é expressa preferencialmente em macréfagos classicos (perfil
inflamatdrio) e intermediarios, ao passo que os macrofagos ndo classicos falham em expressar
MCP-1 (BJORKANDER et al., 2013). De forma complementar, a frequéncia de macréfagos
ativados no local da lesdo se correlaciona com a éarea da necrose e o tamanho da Ulcera
(SALDANHA et al., 2017). GSK-J4 reduziu os niveis de MCP-1 em macré6fagos infectados por
L. (V.) braziliensis de uma forma concentracdo-dependente. As concentracGes de 15 puM e 20
MM de GSK-J4 reduziram a producédo desta quimiocina para niveis similares ao de macréfagos
ndo infectados (Fig. 12F). A reducéo dos niveis de MCP-1 ap0s exposi¢do ao GSK-J4 ja havia
sido descrita em modelo in vivo de sepse e em macréfagos RAW?264.7 estimulados com LPS
(PAN et al., 2018).
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Apos avaliar a atividade de GSK-J4 frente as formas evolutivas do parasito e células do
hospedeiro in vitro, decidimos avaliar seu efeito in vivo. Realizamos, previamente, um
tratamento in vivo com administracGes intralesionais de GSK-J4 em modelo murino de LC
causado por L. (V.) braziliensis. Neste primeiro ensaio utilizamos 4,5 UM do composto,
concentracdo referente a Clso encontrada in vitro para a forma amastigota. Embora o GSK-J4
ja tenha sido utilizado in vivo em alguns modelos murinos de forma sistémica, optamos por
administracdes intralesionais pelo fato do composto inibir uma enzima de acéo pleiotrépica
(envolvida na regulacdo da expressao de uma série de genes). Como ndo havia informacgoes
sobre a utilizacdo topica do composto, dessa forma decidimos inicialmente utilizar uma
concentracdo considerada “baixa”. Neste ensaio preliminar, ndo houve reducéo da espessura
das lesdes e nem da carga parasitaria (Fig. 13). Contudo, o tratamento reduziu em 75% o
desenvolvimento de Ulceras nas orelhas dos camundongos (Fig. 14).

Em um segundo ensaio, avaliamos doses mais altas de tratamento (50 pM e 100 pM),
porém com menos administragdes. Embora tenhamos administrado menos doses, 0 aumento da
concentracdo resultou na reducéo de aproximadamente 98% da carga parasitaria na orelha dos
camundongos (Fig. 15). Efeito similar na ulceracdo e no aspecto inflamatorio das orelhas
também foi observado no segundo ensaio. A resposta imune do tipo Th1 com produgdo de IFN-
v ¢ sintese de 6xido nitrico por macrofagos € necessaria para resolver infecgdes por espécies de
Leishmania (revisado em (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998)). As evidéncias de que a infec¢do
por L. (V.) braziliensis pode desencadear uma resposta imune intensa e persistente com um
nivel ndo modulado e elevado de componentes pro-inflamatérios reforcam a importancia do
uso de imunomoduladores na terapia da leishmaniose. Além disso, foi relatado que
imunomoduladores, como o fator estimulador de col6nias de macréfagos de granulécitos (GM-
CSF) e a pentoxifilina, aceleram o tempo de cicatrizacdo da LC (ALMEIDA et al., 1999;
SANTOS et al., 2004), curam a Leishmaniose Mucosa Refrataria a terapia com SbY sozinho
(LESSA etal., 2001) e casos mais graves da forma mucosa (MACHADO et al., 2007). Portanto,
a associacao entre drogas que desempenham func¢fes moduladoras da resposta inflamatoria e
os tratamentos com drogas leishmanicida pode contribuir para controlar a resposta inflamatoria
e o dano tecidual, facilitando, assim, a destrui¢do do agente parasitario pelo hospedeiro. Apesar
de ndo termos analisado o perfil de citocinas nas lesdes das orelhas, algumas inferéncias podem
ser feitas tentando associar os achados in vitro (cultura de macrofagos) e os achados in vivo
apos exposicdo ao GSK-J4. A reducdo na abertura de ulceras pode estar relacionada com a

reducdo dos niveis de MCP-1 observada anteriormente nos ensaios in vitro. Achados similares
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ja foram observados in vitro e in vivo para 0 modelo de sepse em murinos tratados com GSK-
J4 (PAN et al., 2018). O aumento dos niveis de TNF-a. in vitro, caso seja observado in vivo,
pode ser um fator importante que contribuiu para reducdo das Ulceras. Essa citocina esta
envolvida com os processos de ativacao de macrdfagos e reducdo da carga parasitaria via EROs
e NO (NOVAIS et al., 2014). Dessa forma, o0 GSK-J4 pode ter ativado os macréfagos pela
inducdo de TNF-a e reduzido a migracdo de células inflamatérias ativadas para o local da
infeccdo via MCP-1, diminuindo a carga parasitaria e reduzindo a formacé&o das Ulceras. Porém,
ensaios adicionais de dosagem de citocinas e imuno-histoquimica no tecido sdo necessarios
para confirmar essas hipoteses.

Um futuro desdobramento seria investigar detalhadamente a resposta leishmanicida dos
macrofagos por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, bem como avaliar as citocinas por
outro metodo de deteccdo. Outro desdobramento do trabalho seria explorar a coadministracdo
do composto com drogas leishmanicidas ja utilizadas em doses menores como estratégia
terapéutica para reducdo de toxicidade e avaliar o efeito do composto no tecido por analise de
cortes histoldgicos, imuno-histoquimica e dosagem das citocinas. Portanto, estudos mais
aprofundados precisam ser realizados in vitro para compreensdo do mecanismo de acdo de
GSK-J4 sob o parasito e sob a célula infectada, e in vivo para padronizacéo e determinacdo da
eficacia do tratamento combinado.
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8 CONCLUSAO

No presente trabalho observamos que GSK-J4 possui efeito antiparasitario sob ambas
as formas de L. (V.) braziliensis sem afetar a viabilidade da célula hospedeira. Dados de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sugerem que a reducdo inicial (24 h) da carga
parasitaria ocorre principalmente por um efeito direto do composto sobre o parasito. Em um
segundo momento (48 h) o NO deve auxiliar na eliminagdo do parasito. De maneira inesperada,
0 GSK-J4 promoveu 0 aumento dos niveis de TNF- a e reduziu os niveis de MCP-1 in vitro. In
vivo, observamos que o tratamento com GSK-J4 reduziu a carga parasitaria no local da infeccdo

e interferiu no processo inflamatorio de ulceragdo nas orelhas dos camundongos.
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