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RESUMO

O fator de traducdo de eucariotos elF5A é descrito como a Unica proteina que
apresenta 0 aminodcido hipusina, o qual € gerado por uma modificacdo pOs-
traducional essencial para a proliferagédo celular em todos os eucariotos estudados até
0 momento, sendo que a enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) é responsavel pela
primeira etapa da formacdo desse aminoacido em elF5A. Portanto, a inibicdo de
DHPS também impede a modificacdo de elF5A, tornando esta proteina ndo funcional,
0 que pode ter aplicacdo no tratamento dos tipos de cancer em que o fator esta
envolvido. Embora N1-guanil-1,7-diamino-heptano (GC7) seja potente inibidor da
enzima DHPS, foram observados outros efeitos na célula devido a atuacdo do
composto em alvos ndo especificos. Desta forma, o presente trabalho tem como
objetivo a busca por novos inibidores de DHPS, com baixa citotoxicidade e que
reduzam a proliferagédo celular ou que inibam o crescimento de micro-organismos
eucaridticos patogénicos, como algumas espécies de fungos. Primeiramente, foi
avaliada a citotoxicidade de diferentes compostos com nucleo guanidinico frente a
macrofagos murinos. Entre os compostos testados, agueles que apresentaram menor
citotoxicidade foram o composto GC7 e os compostos de nucleo guanidinico com um
grupo fenil substituido em para por uma metila e outro por um fldor. A partir deste
resultado, os compostos foram submetidos a avaliacdo de sua atividade
antiproliferativa frente as mesmas células. GC7 promoveu inibicdo da proliferacéo
como ja descrito na literatura, mas os compostos testados ndo tiveram efeito na
proliferacdo. Por meio de avaliacdo in vitro da inibicdo direta sobre a enzima DHPS, os
compostos de nucleo guanidinico com um grupo fenil substituido em para por Br, | e
sem substituigdo mostraram inibicdo da atividade enzimatica com uma resposta dose-
dependente. Pela avaliacdo da susceptibilidade, o composto TrisBrEsp, com trés
grupos guanidinicos substituidos, apresentou as menores concentragdes inibitoria e
fungicida minimas contra espécies de Candida, Cryptococcus e Paracoccidioides,
enquanto que GC7 mostrou inibicdo do crescimento apenas para as espécies de
Cryptococcus. Assim, embora GC7 e os compostos testados com nucleo guanidinico
contendo uma fenila substituida por um grupo halogénio ou um apolar apresentem
inibicdo direta sobre a enzima DHPS, nao foi possivel, nas concentragdes testadas,
confirmar a atividade que o inibidor GC7 possui, que € a de retardar a proliferagéo
celular. Por outro lado, o mecanismo da inibicdo do crescimento dos fungos aqui
testados deve ser melhor estudado, visto que GC7 apresentou pouco efeito inibidor e
0 composto com melhor atividade néo inibiu a DHPS diretamente nas concentracfes
testadas.

Palavras chave: Desoxi-hipusina sintase. elF5A. Composto guanidinico.
Citotoxicidade. Proliferacdo celular. Fungos patogénicos. Concentracdo inibitoria

minima.



ABSTRACT

Eukaryotic translation factor elF5A is described as the only protein that presents the
amino acid hypusine that is generated by a post-translational modification, which is
essential for cell proliferation in all the eukaryotes studied to date. The enzyme
deoxyhypusine synthase (DHPS) is responsible for the first stage of formation of this
amino acid in elF5A. Therefore, the inhibition of DHPS also prevents the modification
of the elF5A, making this protein non-functional, which may have application in the
treatment of cancer kinds in which this factor is involved. Although N1-guanyl-1,7-
diaminoheptane (GC7) is a strong inhibitor of the DHPS enzyme, other effects on the
cell were observed due to the acting of the compound on non-specific targets. Thus,
the present work aims to search for new DHPS inhibitors, with low cytotoxicity and able
to reduce cell proliferation or inhibit the growth of pathogenic eukaryotic
microorganisms such as some fungal species. Firstly, the cytotoxicity of different
compounds with guanidinic nucleus against murine macrophages was evaluated.
Among the compounds tested, those that showed the lowest cytotoxicity were the GC7
compound and the guanidine core compounds with a phenyl group substituted in para
for one methyl and another with fluorine. From these data, the antiproliferative activity
of the compounds towards the same cells was evaluated. GC7 promoted inhibition of
proliferation as already described in the literature, but the compounds tested had no
effect on proliferation. By means of in vitro evaluation of direct inhibition on the DHPS
enzyme, the guanidine core compounds with a phenyl group substituted in the para
position by Br, I and without substitution showed inhibition of enzyme activity with a
dose-dependent response. By the susceptibility evaluation, the TrisBrEsp compound
with three-substituted guanidine groups showed the lowest concentrations for inhibitory
and minimum fungicidal against Candida, Cryptococcus and Paracoccidioides species.
Whereas, the GC7 showed inhibition of growth only for Cryptococcus species. Thus,
although GC7 and compounds tested with a guanidine nucleus containing a phenyl
substituted by a halogen or a nonpolar group show direct inhibition on the DHPS
enzyme, it was not possible, at the concentrations tested, to confirm the activity of the
GCY7 inhibitor, which is to retard cell proliferation. On the other hand, the mechanism of
inhibition of the growth of the fungi tested here should be better studied, since the GC7
showed little inhibitory effect and the compound with the best activity did not inhibit the
DHPS directly at the tested concentrations.

Key words: Deoxyhypusine synthase. elF5A. Guanidine compounds. Cytotoxicity. Cell
proliferation. Pathogenic fungi. Minimal inhibitory concentration.
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1. INTRODUCAO

A enzima Desoxi-Hipusina Sintase (DHPS) é conservada evolutiva e
funcionalmente, estando presente tanto em eucariotos quanto em arqueas e
possui tamanho de aproximadamente 40-43 kDa, dependendo da espécie
(LIAO et al., 1998; CHAWLA et al.,, 2010). Esta enzima catalisa a primeira
etapa da modificacdo poés-traducional chamada hipusinag¢do, a qual ocorre
apenas no fator de traducdo de eucariotos (elF5A) e € essencial para sua
atividade em todos os organismos testados até o momento. DHPS é composta
por quatro monémeros associados em dois pares de dimeros (A1A2 e B1B2),
totalizando quatro sitios ativos por molécula (Figura 1) (LIAO et al., 1998). A
atividade de DHPS é especifica, uma vez que catalisa a formacdo do
intermediario desoxi-hipusina através da adicdo do grupo aminobutil da
espermidina a um residuo especifico de lisina da proteina elF5A. Na sua forma
hipusinada, elF5A foi relacionada com a proliferacdo celular e é altamente
expressa em diferentes tipos de cancer, o que coloca a hipusinagdo como um
alvo terapéutico importante (MATHEWS e HERSHEY, 2015; NAKANISHI e
CLEVELAND, 2016).

Figura 1: Modelo do tetramero da enzima Desoxi-Hipusina Sintase (DHPS).

N-terminal

O tetramero consiste em dois pares de dimeros associados fortemente (dimero A: Al
em azul e A2 em magenta, dimero B: B1 em verde e B2 em amarelo). Duas moléculas

de NAD (cor laranja) ligadas em cada interface de dimero (LIAO et al., 1998).

14



1.1 Fator de traducdo de eucariotos (elF5A) e hipusinacéao

Da sigla em inglés eukaryotic translation initiation factor 5A, elF5A foi
inicialmente chamado de fator de iniciagdo eucaridtica 4D (elF4D) e foi
originalmente purificado a partir de ribossomos extraidos de lisados de
reticulécitos de coelho (BENNE et al., 1979; GERNER et al.,, 1986). A
denominacéo dada a esta proteina foi devido a sua capacidade de estimular de
2 a 3 vezes a sintese de metionil-puromicina, um ensaio in vitro utilizado como
modelo para avaliar fatores envolvidos na formacdo da primeira ligacao
peptidica durante a traducdo (BENNE et al., 1979; PARK et al., 1993).

Posteriormente, foi proposto que elF5A seja um fator envolvido na
traducdo de um grupo especifico de mensageiros, por exemplo, daqueles
envolvidos na transicdo G1/S do ciclo celular (KANG; HERSHEY, 1994). Esta
hipotese foi levantada devido a observacdo de que a inibicdo da modificacao
pos-traducional de elF5A bloqueia a proliferacao celular de diferentes linhagens
de células de mamiferos (HANAUSKE-ABEL et al., 1994).

Embora a funcéo de elF5A como fator de inicio de tradugc&o nunca tenha
sido claramente demonstrada, a comprovacdo de que elF5A associa-se com
ribossomos ativamente engajados na traducdo e que mutantes condicionais de
elF5A apresentam defeitos claros na sintese de proteinas, estabeleceu uma
funcdo para este fator no processo de traducdo (JAO; CHEN, 2006; ZANELLI
et al.,, 2006; DIAS et al., 2008). Interessantemente, defeitos observados nos
perfis polissomais de mutantes de elF5A de Saccharomyces cerevisiae
sensiveis a temperatura, sugeriram um papel para elF5A na etapa da
elongacdo da traducao ao invés do inicio (ZANELLI et al., 2006; GREGIO et al.,
2009; SAINI et al., 2009).

Resultados para mutantes de elF5A em S. cerevisiae também
demonstraram que proteinas reporteres de luminescéncia, fusionadas por
sequéncias ricas em prolinas (PPP) e proteinas com sequéncias mdultiplas de
poliprolinas tém sua traducdo dependente de elF5A e de hipusinacao
(GUTIERREZ et al., 2013; MEMIN et al., 2014). Estes resultados estdo de

acordo com os estudos realizados tanto in vitro quanto in vivo, em que foi

15



observado que a sequéncia de pelo menos trés prolinas consecutivas causa a
estagnacédo do ribossomo (ribosome stalling) durante a elongacéo da traducéo
de proteinas. Foi demonstrado que elF5A se liga entre os sitios P e E do
ribossomo, com seu residuo de hipusina proximo ao aceptor tRNA do sitio P, o
gue contribui para a atividade de formacédo da ligacao peptidica pelo Centro de
Peptidil-Transferase (Peptidyl-Transferase Center - PTC) do ribossomo, como
mostrado na Figura 2 (GUTIERREZ et al., 2013).

Figura 2. Modelo representativo da estagnacado do ribossomo (ribosome stalling)

em sequéncias que codificam prolinas consecutivas.

2
CCACCACCA.

=

Y M
CCACCACCA.

= PA P A

Estagnacgao do elF5A promove sintese
Ribosomo de poliprolina

Neste modelo, dois residuos de prolinas foram recém adicionados ao polipeptidio
nascente, ligado ao tRNA do sitio P, e o terceiro residuo de prolina encontra-se no
tRNAP™, no sitio A do ribossomo. A entrada de elF5A no sitio E do ribossomo deixaria
sua cadeia lateral de hipusina adjacente ao peptidil-tRNA do local P, promovendo o
estabelecimento da ligacéo peptidica com a prolina localizada no local A (adaptado de
GUTIERREZ et al., 2013).

Mais recentemente, outros estudos demostraram que elF5A tem uma
participacdo ainda mais ampla tanto na elongacdo quanto na terminacdo da
traducdo. Na elongacdo, alivia o atraso ou a parada de diversos motifs de
tripeptideos, ndo estando sua funcdo apenas relacionada a sequéncias ricas
em prolinas. Na terminacgdo, por sua vez, elF5A estimula a hidrolise da ligacao
peptidil-tRNA mediada por eRF1 (fator de liberacdo eucaridtico) (PELECHANO
e ALEPUZ, 2017; SCHULLER et al., 2017).
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elF5A sofre uma modificacdo Unica, essencial para sua funcao na célula.
Esta modificacdo leva a formacdo do residuo de aminoacido chamado de
hipusina (Figura 3). Para a formacdo do aminoacido hipusina (hidroxi-
putrescina-lisina), sdo necessarias duas reacdes enzimaticas sequenciais. Na
primeira reacdo, a enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) catalisa, de forma
reversivel e dependente de NAD® (nicotinamida adenina dinucleotideo), a
desidrogenacédo da espermidina e a consequente clivagem e transferéncia do
grupo 4-aminobutil para o grupo €-amino do residuo de lisina de elF5A,
gerando o intermediario desoxi-hipusina. Na segunda reacdo, o residuo
intermediério é hidroxilado de maneira irreversivel, por acdo da enzima desoxi-
hipusina hidroxilase (DOHH), gerando o residuo de hipusina (PARK, 2006;
PARK et al., 2010).

Figura 3. Via de hipusinacao de elF5A.
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Para a formagdo do aminoacido hipusina sdo necessarias duas reacdes enzimaticas
sequenciais. A primeira catalisada pela enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) e,
subsequentemente, a hidroxilacdo pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase (DOHH)
(adaptado de PARK et al., 2010).

Tanto elF5A quanto a desoxi-hipusina sintase sao conservadas ao longo

da evolucao sendo encontradas de arquea a eucariotos (Figura 4). No entanto,

ao contrario da desoxi-hipusina sintase, nenhuma hidroxilase é encontrada nas
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espécies de arquea. Em levedura a etapa de hidroxilagdo ndo é essencial, em
contraste aos organismos eucariéticos superiores, em que elF5A ndo € capaz
de desempenhar sua atividade se o residuo ndo for totalmente convertido a
hipusina (PARK et al., 2010).

Figura 4. Representacdo da conservagdo de elF5A e suas enzimas
modificadoras.

Arquea Levedura El:‘::rrii::::
Carrsa > R <D
Deox_yhfpusine Hyﬁusine Hypusine
Hypusine

Essencial Essencial Essencial
DHPS DHPS DHPS
MNao Essencial Essencial
DOHH DOHH

alF5A: fator de traducdo de arqueas. elF5A: fator de traducdo de eucariotos. DHPS:
desoxi-hipusina sintase. DOHH: desoxi-hipusina hidroxilse. Figura adaptada de PARK
et al., 2010.

Como observado para eucariotos e arquea, nao foi evidenciada a
ocorréncia dos componentes da via de formacdo da hipusina em eubactérias,
as quais apresentam o fator de elongacdo P (EF-P) que € um homdlogo
distante de elF5A (HANAWA-SUETSUGU et al., 2004). Assim como elF5A, EF-
P estimula a sintese de metil-puromicina in vitro sugerindo uma similaridade
tanto estrutural quanto funcional entre elF5A e EF-P (PARK, 2006).

A investigacdo do fator elF5A e das enzimas responsaveis pela reacao de
hipusinacédo esta abrindo novas fronteiras na descoberta de compostos frente

ao cancer e efeitos pro-inflamatérios mediados por elF5A hipusinada
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relacionados a diabetes (MAIER et al., 2010), replicacdo viral (OLSEN;
CONNOR, 2017) e doencas causadas por protozoarios (ILARI et al., 2015).

Em mamiferos, existem duas isoformas de elF5A, elF5A-1 e elF5A-2,
codificadas por dois genes diferentes, EIF5A1 e EIF5A2, respectivamente
(PARK et al., 2010). elF5A-1 e elF5A-2 sao 84% idénticas e 94% similares e
ambas substituem elF5A de S. cerevisiae, sugerindo uma grande conservacao
de sua funcdo (CLEMENT et al, 2003). EIF5A1 é expresso
predominantemente em todos os tecidos. Por outro lado, EIF5A2 é expresso
apenas em certos locais do cérebro e testiculos e alguns tipos de linhagens
celulares de cancer (PARK, 2006; CARAGLIA et al., 2013). Niveis elevados de
elF5A-2 foram detectados em linhagens contendo amplificacbes do
cromossomo 3q (onde reside EIF5A2), como em carcinoma de células
escamosas do pulmdo e em canceres de ovario, es6fago, mama e proéstata.
Em tais células tumorais, o knockdown de EIF5A2 geralmente prejudica o
crescimento das células tumorais e seu potencial tumorigénico. Portanto, os
estudos das funcbBes especificas da elF5A hipusinada e seu papel na
tumorigénese sugerem que as vias de sintese de espermidina e hipusina séo
alvos de alta prioridade para a terapéutica contra o cancer (NAKANISHI e
CLEVELAND, 2016). Em outro estudo, foi observado que a isoforma elF5A-1
mostrou ser expressa ectopicamente em altos niveis em pacientes com cancer
de ovario epitelial (EOC), estimulando a proliferacdo, migracdo e capacidade
invasiva das células de EOC. O knockdown de EIF5A1, assim como o
tratamento das células com o composto N1-guanil-1,7-diamino-heptano (GC7),
inibidor da DHPS, suprimiram tais efeitos, colocando EIF5A1 como um
marcador de EOC e também como um alvo de terapias contra este cancer
(ZHANG et al., 2018). Da mesma forma, a superexpressao de EIF5A1 também
foi detectada em adenocarcinoma de pulmdo, carcinoma colorretal,
glioblastoma, adenocarcinoma do duto pancreético, cancer cervical e neoplasia
vulvar intraepitelial (MATHEWS e HERSHEY, 2015). Por sua vez, a
superexpressdo de EIF5A2 foi observada em céancer de ovario, carcinoma
colorretal, cancer de bexiga, carcinoma hepatocelular, cancer de pulméo, de
pancreas, gastrico e carcinoma esofagico (MATHEWS e HERSHEY, 2015).

Outras investigacdes relacionam elF5A hipusinada como fator importante

na patogenicidade de doencas inflamatorias, como diabetes (MAIER et al.,
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2010). O silenciamento de EIF5A1, bem como a inibicdo da hipusinacao,
reduziram a producdo de citocinas pro-inflamatorias como o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) (MOORE et al., 2008; ALMEIDA et al., 2014). Também foi
observado que a traducdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) é
dependente da atividade de elF5A hipusinada e que, por isso, a liberacdo de
citocinas pode ser reduzida pelo controle de elF5A, minimizando os efeitos
inflamatérios sobre as células B do pancreas (MAIER, OGIHARA, et al., 2010).
Assim, a inibicdo da hipusinacdo de elF5A foi avaliada como possivel alvo
terapéutico contra a disfungcdo das células B pancreaticas, reduzindo a
intoleréncia a glicose em modelo de inflamagédo e diabetes em camundongo
(MAIER e OGIHARA et al., 2010; MAIER e TERSEY et al., 2010).

Outros estudos demonstraram que a inibicdo da hipusinacdo por
Semapimod (também chamado de CNI-1493, inibidor de DHPS) ou por
ciclopirox e deferiprona (inibidores da enzima DOHH) provocaram um forte
efeito antirretroviral, eliminando o ciclo replicativo do virus da imunodeficiéncia
humana HIV-1 (HAUBER et al., 2005; HOQUE et al., 2009).

Além disso, dados da literatura também indicaram que a inibicdo das
enzimas DHPS e DOHH controlou o crescimento dos parasitas da maléaria
(KERSTING et al., 2016).

1.2 Proliferacdo e compostos inibidores da enzima DHPS

As etapas da modificacdo pés-traducional de elF5A, bem como as
enzimas responsaveis por estas modificacdes sdo alvos de muitos estudos,
pois representam uma estratégia muito importante na elucidacdo da funcao
biolégica de elF5A na célula (MATHEWS e HERSHEY, 2015).

N1-guanil-1,7-diamino-heptano (GC7), principal inibidor da enzima DHPS
e anélogo estrutural da poliamina espermidina, € capturado pelo sistema de
transporte de poliaminas, causando inibicdo da hipusinacdo e, assim,
apresentando efeitos antiproliferativos em células de mamiferos, incluindo
linhagens tumorais (PARK et al., 1994; SHI et al., 1996).

A importancia do composto GC7 na diminuigdo de agentes mediadores da
inflamacéo (TNF-a e interleucina 6, IL-6), bem como no controle da proliferacéo

celular ja foi previamente demonstrada (ALMEIDA, 2015). No primeiro caso, as
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células foram estimuladas com lipopolissacarideos (LPS) para promover a
producdo de mediadores inflamatérios e, posteriormente, foram tratadas com
GC7. Os resultados revelaram uma significativa reducdo nos niveis das
citocinas TNF-a e IL-6 comparadas com as células sem tratamento. Na
proliferacdo celular, o composto GC7 exerceu uma acentuada inibicdo no
crescimento o qual foi evidenciado pela diminuicdo dos niveis de expressao
dos genes envolvidos no processo de ciclo celular (ALMEIDA, 2015).
Semelhante observacéo havia sido relatada pela utilizacdo do composto GC7
em cultura de células de mamiferos, que levou a inibicdo da transicdo de G1/S
no ciclo celular (HANAUSKE-ABEL et al., 1994; KANG e HERSHEY, 1994;
PARK et al., 1997) e induziu uma parada no inicio da traducdo relacionada a
fosforilagdo do fator de iniciacdo eucariotico 2 (elF2) e da proteina ligante 1 do
fator de inicio de traducdo em eucariotos 4E (4E-BP1) (LANDAU et al., 2010).

Em relacdo a linhagens de células tumorais, o uso do inibidor de DHPS,
GC7, ou de DOHH, ciclopirox, exerceu efeito antiproliferativo ou reduziu a
capacidade de migracao e invasdo e dessas células, regulando principalmente
a isoforma elF5A-2 (PREUKSCHAS et al., 2012; MATHEWS e HERSHEY,
2015) Foi também demonstrado que a inibicdo de DHPS por GC7 atuou na
resisténcia a medicamentos na leucemia linfoblastica aguda (ALL) quando
combinado a vincristina, inibindo significativamente a viabilidade celular de
duas linhagens celulares de ALL (LIU et al., 2017).

Por outro lado, GC7 também esta implicado na inducao da autofagia das
células, independentemente da atividade de elF5A, o que implicaria no fato de
que GC7 possa interferir com outros processos celulares. Esses resultados séo
importantes sabendo que o composto GC7 € considerado um potente inibidor
da enzima DHPS e um candidato potencial para o tratamento do cancer
(OLIVERIO et al., 2014) e estao sendo analisados por outros estudos do nosso
grupo.

Por tal motivo, a procura de novos inibidores que tenham comportamento
seletivo para as enzimas responsaveis pela hipusinacao (DHPS, DOHH) seria
uma alternativa importante tanto para o estudo dessa modificacdo poés-
traducional como também para o tratamento de quadros patologicos
envolvendo a superexpressdao de elF5A. Semelhante estudo apresentou o

Semapimod como promissor supressor da replicacdo do HIV por inibir a enzima
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DHPS, possivelmente evitando a ativacdo do fator celular elF5A de forma
seletiva e, portanto, evitando efeitos adversos sobre outros componentes
celulares (SCHRODER et al., 2016).

A obtencdo do cristal do complexo ternario DHPS-NAD-GC7 contribuiu
para o entendimento da estrutura de possiveis inibidores da enzima, pois
demonstrou a importancia do grupo guanidinico na interacdo com o sitio ativo
de DHPS, posicionado ao fundo do sitio catalitico (UMLAND et al., 2004).

Compostos contendo na sua estrutura o grupo guanidina, sdo utilizados
na quimica organica principalmente como bases neutras que possuem a
caracteristica de deslocar a carga positiva por meio de seus atomos de
nitrogénio (COELHO et al., 2008; ISHIKAWA, 2009; TAYLOR et al., 2012). Na
area de biologia, jA foram utilizados como agentes anti-inflamatorios
(MIYAMOTO et al, 1985, OKUMURA et al, 1990) antidiabéticos
(MURAMATSU et al., 1983), antibactericidas e antifangicos (COQUEIRO et al.,
2014).

O nucleo guanidinico confere a habilidade de ligacdo com grupamentos
carregados negativamente (fosfatos e carboxilatos) sendo que suas ligacdes
iOnicas entre os atomos de nitrogénio e os de oxigénio podem se formar
simultaneamente (HIRSCH, 1984).

Observando a importancia do grupamento guanidinico, em trabalhos
anteriores foram sintetizados compostos contendo este grupamento ligado a
substituintes benzila, ciclohexila ou butila e estes foram avaliados in vitro
guanto a inibicdo da DHPS. Os estudos realizados mostraram que 0s
compostos guanidinicos possuindo em sua estrutura o grupo benzila foram
melhores inibidores da atividade da enzima e, portanto, seriam protétipos para
o desenvolvimento de novos compostos (SANTO, 2013; SANTO et al., 2013).

Desta forma, a avaliacdo de compostos derivados de grupos guanidinicos
€ promissora na busca de potenciais novos inibidores de DHPS, a primeira
enzima envolvida na sintese de hipusina em elF5A bem como que apresentem

maior seletividade atuacdo na enzima do que GC7.
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1.3 Doencas causadas por fungos e procura por novos

tratamentos

Os fungos sdo seres eucariéticos e constituem um amplo grupo de
microrganismos sendo que algumas espécies podem causar doencas
conhecidas como micoses, que podem ser classificadas clinicamente de
acordo com os tecidos e 6rgaos afetados: superficiais ou cutaneas quando
limitadas a epiderme, subcutdneas quando a infeccdo penetra na pele e
sistémicas ou invasivas quando a infec¢ao é profunda ou disseminada a érgaos
internos (ARMANI, 2016).

Embora as infec¢ges superficiais sejam comuns e, em geral, faceis de
curar, as infeccfes invasivas tém uma taxa de incidéncia menor. Entretanto,
causam doencas que ameacam a Vvida, particularmente em pacientes
imunocomprometidos, com doencas autoimunes ou transplantados
(CASSETTARI, 2014).

Dentre o0s principais patdgenos fangicos humanos encontram-se as
leveduras Candida albicans, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii e o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus (COLOMBO et
al.,, 2013; BENADUCCI et al.,, 2016; GIACOMAZZI et al., 2016). Estes
microrganismos matam cerca de um milhdo e meio de pessoas todos 0s anos e
a falta de agentes antifUngicos mais seguros e eficazes limita o bom
desenvolvimento das terapias contra as micoses, principalmente em pacientes
imunocomprometidos (BROWN et al., 2012).

As espécies de Candida fazem parte da microbiota de individuos sadios,
mas quando ocorre um desequilibrio na microbiota ou o sistema imune
encontra-se comprometido, essas leveduras pode se tornar patogénicas
(MONGE et al., 2006). Estas espécies causam uma infeccdo nas mucosas
denominada candidiase, enquanto que a forma invasiva da doenca é
denominada de candidemia (BARBEDO et al., 2010). A candidiase
vulvovaginal é uma das doencas fangicas mais comuns do trato genital
feminino e a principal espécie envolvida € C. albicans, responsavel por 85 a
90% dos casos, seguida por C. parapsilopsis, C. glabrata, C. tropicalis e C.
krusei (BOATTO et al., 2015).

No Brasil, sdo frequentes os casos de candidemia principalmente por C.
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albicans, seguida de C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata, enquanto que
casos de infeccdo por Candida krusei e Candida guillermondii sdo menos
recorrentes (COLOMBO, 2000; HINRICHSEN et al., 2009; SAVASTANO et al.,
2016). Por se tratar de uma infec¢do oportunista, € preocupante a identificacédo
do patégeno em aparatos médico-hospitalares, no pessoal de saude e em
diferentes partes do corpo dos pacientes, usualmente imunocomprometidos
devido a outras doencgas ou pela idade ou por transplantes (HINRICHSEN et
al., 2009; SAVASTANO et al., 2016). Os casos de resisténcia vém aumentando
e espécies nao-albicans mostraram-se menos susceptiveis a itraconazol e
miconazol, enquanto que C. grabrata e C. krusei sdo naturalmente resistentes
a fluconazol e o aumento do numero de infecgbes por estas espécies também
€ um fator preocupante (COLOMBO, 2000; SAVASTANO et al., 2016).

Cryptococcus neoformans é também um fungo leveduriforme, mas que
diferentemente de Candida spp, € envolto em uma capsula de polissacarideos
e produz melanina e urease, tidos como fatores de viruléncia (KWON-CHUNG
et al.,, 1982; KWON-CHUNG et al., 2014). Assim como a candidiase, a
criptococose é uma doenca distribuida por todo o mundo, atingindo,
principalmente, o0s individuos imunossuprimidos, embora individuos
aparentemente sadios também se apresentaram infectados por Cryptococcus
(SAIJO et al., 2014; PANACKAL et al., 2015). As células de Cryptococcus sao
inaladas e nos pulmdes ocorre a ativacdo do sistema imune que consegue
eliminar o patégeno. Em pessoas imunocomprometidas, as células proliferam
podendo alcancar o cérebro e causar meningocefalite (KWON-CHUNG et al.,
2014; PANACKAL et al., 2015). Cryptococcus gattii € também um agente
causador da criptococose, causando principalmente infeccdo pulmonar
(GALANIS et al., 2010; KWON-CHUNG et al., 2014; PANACKAL et al., 2015) e
também foram reportados estudos de infecdes na pele podendo apresentar
lesbes cutaneas secundarias a disseminacdo hematogénica sistémica ou
primaria. A apresentacdo clinica das lesdes cutaneas pode ser variada, nao
havendo, portanto, lesdes tipicas dessa infeccao (DU et al., 2015; MCKINNEY
et al., 2015).

No Brasil, a criptococose foi identificada como a micose mais fatal em
pacientes com AIDS (ALBUQUERQUE e RODRIGUES, 2012; AGUIAR et al.,
2017).
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Para o tratamento da criptococose, podem ser empregadas trés classes
de farmacos: os polienos (anfotericina B), os azoéis e o anélogo de pirimidina, 5-
fluorocitosina. Dentre estes, emprega-se principalmente o fluconazol e, em
pacientes com AIDS, uma dose de manutencdo deve ser administrada a fim de
evitar a recorréncia da doencga. Contudo, vem sendo cada vez maior o numero
de isolados clinicos resistentes, inclusive com resisténcia intrinseca, o que
impele a busca por novos agentes contra estas espécies (CHEONG e
MCCORMACK, 2013; KWON-CHUNG et al., 2014; AGUIAR et al., 2017).

Outra doenca sistémica fangica que abrange toda a América Latina é a
paracoccidioidomicose (PCM), causada na maioria das vezes pelo fungo
Paracoccidioides brasilienses, embora a espécie Paracoccidioides lutzii
também tenha sido isolada (MARTINEZ, 2017). O fungo vive saprofiticamente
no solo, sendo o ser humano um hospedeiro acidental (MARTINEZ, 2017).
PCM é uma enfermidade sistémica que envolve primeiramente o pulméo, sem
sintomas especificos e, pode ser controlada pelo sistema imune, deixando
focos de células latentes do fungo. Contudo, a forma cronica da doenca pode
se manifestar anos depois, podendo se disseminar a outros 0rgaos e sistemas
como as mucosas, nédulos linfaticos, pele e suprarrenais (EYER-SILVA et al.,
2017; MARTINEZ, 2017). A maioria dos casos de PCM (cerca de 80%) séo
relatados no Brasil e a doenca possui uma alta taxa de letalidade (DE SOUZA
et al., 2014; VIEIRA et al., 2014).

A taxa de desenvolvimento da doenca é mais pronunciada em pessoas
imunocomprometidas. Azois, anfotericina B e sulfadiazina séo farmacos de
escolha para o tratamento, mas deve-se levar em consideragao as disfuncdes
de absorcédo, renal e hepatica associadas a doenca para a correta escolha
terapéutica. Em casos de reincidéncia, o mesmo farmaco ndo deve ser
administrado visto o desenvolvimento de formas resistentes do fungo. O
tratamento € longo e com alto nimero de doses diarias, o que dificulta a
aceitacdo do paciente (MENDES et al.,, 2017). Devido a esses fatos, novos
compostos ativos contra P. brasiliensis podem auxiliar no sucesso das terapias.

Assim, ainda sdo limitadas as opc¢des disponiveis para o tratamento de
infeccdes fungicas, dadas as semelhancas entre estas células e as de
mamifero, sendo que o0s agentes antifingicos disponiveis clinicamente

apresentam varias desvantagens, tais como poténcia e espectro limitados, alta
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toxicidade, tempo de tratamento e crescente numero de isolados com
resisténcia (BONGOMIN et al., 2018; LYSKOVA et al., 2018).

O fator elF5A hipusinado e, por sua vez, a presenca da enzima DHPS
também sao essenciais em fungos (PARK et al., 1998; MARTINEZ-ROCHA et
al., 2016), sendo que DHPS foi purificada de leveduras como S. cerevisiae
(KANG et al.,, 1995), Neurospora crassa (TAO e CHEN, 1995) e S.
carlsbergensis (ABID et al., 1997) e do fungo filamentoso Fusarium
graminearum (WORIEDH et al., 2011). Embora existam poucos dados sobre a
funcdo ou a inibicdo de DHPS em fungos patogénicos, recentemente foi
demonstrado que a superexpressdo desta enzima esta intimamente
correlacionada com a viruléncia do fungo fitopatogénico F. graminearum sobre
cereais como o trigo (WORIEDH et al., 2011; MARTINEZ-ROCHA et al., 2016).
Tal superexpressédo estimulou a formacdo de conidios e de micotoxina e
aumentou a velocidade de infeccdo no tecido vegetal (MARTINEZ-ROCHA et
al., 2016). Por outro lado, a incubacdo do fungo na presenca de Semapimod
inibiu a germinagdo e, por ensaio in vitro, o composto inibiu a atividade
enzimatica de DHPS de forma dose-dependente (WORIEDH et al., 2011).

Desta forma, os compostos guanidinicos podem ser também promissores
agentes antifungicos devido a inibicdo da enzima DHPS e consequente
reducdo da hipusinacdo de elF5A. Assim, os diferentes derivados guanidinicos
testados neste trabalho, apos analise do seu potencial de inibicdo sobre DHPS,
foram ensaiados frente a diferentes espécies de leveduras, a fim de avaliar sua

aplicacédo terapéutica como inibidores destes patdgenos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho consistiu na analise de novos compostos
guanidinicos candidatos a inibidores da enzima desoxi-hipusina sintase por
meio da avaliacdo de atividade direta sobre a enzima, como agentes
antiproliferativos ou inibidores do crescimento fungico.

Para tanto, foram realizadas as seguintes etapas:

- Avaliar os efeitos citotoxicos dos compostos guanidinicos em células da
linhagem de macréfago RAW 264.7.

- Avaliar o efeito antiproliferativo dos compostos sobre as células de
macrofago.

- Determinar a poténcia de inibicdo direta dos novos compostos sobre a
enzima DHPS por ensaio in vitro.

— Avaliar a susceptibilidade de fungos patogénicos frente aos compostos
guanidinicos e determinacdo da concentracdo inibitéria e fungicida minima
(CIM e CFM).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Compostos guanidinicos testados
Os compostos testados foram o GC7 e compostos guanidinicos cedidos
pelo Prof. Dr. Eduardo René Perez Gonzalez, do Laboratério de Quimica
Organica Fina da Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus de

Presidente Prudente e sua estrutura esta apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Compostos guanidinicos testados neste trabalho.

Composto* Estrutura Composto* Estrutura Composto* Estrutura Composto* Estrutura
cl F
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GC7 NH (GFBZ) ©)\N NH
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NSNS TS = NP
HNTN Nf2 | (GCIB2) @ﬂm "SO GtBuBz) | [T

TrisBr Esp

NO2 H |
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* A excecgdo de GC7, os demais compostos guanidinicos foram identificados de acordo com o laboratério de origem, assim LQOF-G# significa
Laboratério de Quimica Orgénica Fina-composto guanidinico e o nimero da série. Para facilitar o reconhecimento, neste trabalho, os compostos foram
identificados pelos grupos substituintes. Por isso, GXBz significa grupamento Guanidinico ligado a um grupo benzila (Bz) e a uma fenila substituida por
um dos diferentes grupos (X): nitrato (NO,), bromo (Br), cloro (Cl), iodo (1), fldor (F), sem substituicdo (An), metila (Met), terc-butila (tBu) e tolueno (Tol).

TrisBrEsp foi a identificacdo dada ao composto derivado da espermidina (Esp) contendo a fenila substituida por trés bromos.
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3.2 Cultura de células de mamifero

Foram utilizadas células com morfologia mondcito/macréfago da linhagem
RAW 264.7 (American Type Culture Collection, ATCC TIB-71), derivada do
tumor Abelson de leucemia murina induzida por virus, a partir de ascite de
camundongos Balb/c, cedidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ-
0212).

As células foram armazenadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM; Gibco-Life Technologies) contendo 10% de dimetilsulféxido
(DMSO; LabSynth), a -80 °C. Para a realizacdo dos ensaios, as células foram
descongeladas e pipetadas em frasco de cultura celular em meio DMEM
contendo 10% soro fetal bovino (SBF; Sigma-Aldrich) e uma solugdo a 1%
contendo uma mistura de antibioticos (10.000 unidades penicilina, 10 mg de
estreptomicina e 25 ug de anfotericina B por mL; Sigma-Aldrich) a temperatura
de 37 °C, em incubadora umidificada contendo 5% de CO,, conforme
orientacdes do ATCC. Depois de formadas monocamadas, as células foram
coletadas por deslocamento mecéanico utilizando espalhador de células (300 mm

com lamina de 20 mm; TPP).

3.3 Avaliacao da atividade citotéxica em células RAW 264.7

Os compostos guanidinicos foram previamente dissolvidos em DMSO em
concentracado estoque de 0,1 M e as solucdes foram esterilizadas por filtragcao
em membrana de nylon de 0,22 um para a utilizacdo experimental. Ao final, os
compostos foram diluidos de tal forma que a concentragcdo de DMSO durante o
teste foi de 0,5%.

Para avaliar a atividade citotoxica, foi utilizado o método colorimétrico com
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT; Sigma-Aldrich).
Primeiramente, 5x10” células por poco da linhagem RAW 264.7 foram incubadas
até uma confluéncia de 70%. As células foram testadas frente a diferentes
concentragbes dos compostos (62,5, 125, 250, 500 e 1000 yM), em meio DMEM
contendo 1 mM de aminoguanidina (inibidor de amino-oxidases, para evitar a
possivel degradacdo dos compostos) (Sigma-Aldrich), por 24 h, em placas de

cultivo celular de 96 pocos, na incubadora umidificada, com 5% de CO,, a 37 °C.
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Apos o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi removido e 10 uL de solugao
de MTT na concentracdo de 5 mg/mL foram adicionados aos pocgos e as placas
foram mantidas por mais 4 h nas mesmas condi¢cfes. Apés este periodo, foram
acrescentados 100 uyL de DMSO e as placas de cultivo celular foram mantidas
por uma noite a temperatura ambiente, sob abrigo da luz. A avaliacdo da
viabilidade celular foi medida em espectrofotdmetro Infinite® M200 Pro (Tecan)
utilizando filtro de interferéncia de 595 nm (MOSMANN, 1983).

Dando continuidade a avaliacdo da atividade citotoxica, concentracdes
menores dos compostos (50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625 pM) foram testadas
na presenca e auséncia de 1 mM de aminoguanidina, frente a uma confluéncia
de 70% a partir de 5 x 10* células por poco, por maior tempo de incubacao (72
h) em placas de 96 pocos, trocando 0 meio e 0s compostos cada 24 h nas
mesmas condi¢cdes. Apos o periodo de tratamento, realizou-se o procedimento
descrito anteriormente para medida da viabilidade celular. Em todas as
microplacas, foram mantidos pocos de controle positivo do crescimento celular e

pocos de controle negativo como representado na Figura 5.

Figura 5. Representacdo da distribuicdo das amostras para o teste de

citotoxicidade.

Celulas + Aminoguanidina Celulas+ Células + Meio + DMSO
+ DMSO 0,5% AminOgLrnidina (Controle negativo)

1 2 6 8 S 10 I 11 12

( PO b eele )

Compostos

IO MMmi0 0O 0O »

Celulas + Meio
(Controle Positivo)

Foi realizado o branco sem adi¢éo de células, mas contendo os compostos guanidinicos
(colunas 4,8 e 12).
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A avaliacdo da viabilidade foi realizada em triplicata e o célculo da

porcentagem foi realizado da seguinte forma:

%viabilidade celular

100 (média do valor de colorimetria com o composto teste — média colorimetria do branw)
B ' média colorimetria do controle positivo

As concentracfes dos compostos que proporcionaram 50% (CCsp) e 85%
(CCy5) de citotoxicidade foram determinados por regresséo linear para cada
composto a partir dos dados de absorbancia obtidos. A andlise de variancia
(ANOVA) foi realizada considerando p<0,05 como estatisticamente significativo e
o teste de Tukey foi utilizado para avaliar a diferenca estatistica entre as
diferentes amostras.

Por outro lado, também foi testada a citotoxicidade do composto
anfotericina B (Sigma-Aldrich) sobre a linhagem RAW 264.7, para
posteriormente calcular o indice de seletividade (IS) baseado nestes resultados
e no teste de sensibilidade dos fungos patogénicos frente a os compostos. As
células RAW 264.7 foram testadas frente a diferentes concentracdes do
composto anfotericina B de 0,03 até 69,25 uM, em meio DMEM por 24 h, em
placas de cultivo celular de 96 pocos, na incubadora umidificada, com 5% de
CO,, a 37 °C e o resultado de citotoxicidade foi analisado da mesma forma como

descrito acima.

3.4 Ensaio de proliferacédo das células RAW 264.7

Foi utilizado o ensaio de proliferacdo com o corante carboxifluoresceina
succinimidil éster (CFSE; Life Technologies) em colaboracdo com o Laboratério
de Imunologia sob supervisdo da Profa. Dra. Alexandra Ivo de Medeiros e do
Laboratério de Imunologia Clinica e Biologia Molecular do Prof. Dr. Paulo Inacio
da Costa. O teste foi realizado a partir de 1x10’ de células RAW 264.7
plagueadas, as quais foram incubadas por 2 h para adesao na garrafa de cultura
e, entdo, marcadas com 2 uM de CFSE (solu¢cdo estoque de 5 mM diluida em
tampao fosfato-salino, PBS) por 15 min. Em seguida, as células foram coletadas
da garrafa de cultura por raspagem, contadas e 1x10° células foram distribuidas

por poco em placas de 6 pocos. As células foram entdo tratadas com diferentes
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concentracdes dos compostos (6,25 e 12,50 pM) em meio contendo 1 mM de
aminoguanidina com incubacéao por 72 h.

Apos a incubacgéo, as células foram coletadas, lavadas com PBS e fixadas
com solucédo de 4% de formaldeido por 15 min a 4 °C. Apés a fixacdo, as células
foram lavadas novamente com PBS e analisadas no citbmetro de fluxo (FACS
Verse, BD Biosciences), com excitacdo no comprimento de onda de 488 nm e

filtros de emissédo para fluoresceina.

3.5 Ensaios bioquimicos com a enzima DHPS

A atividade enzimatica foi monitorada através de ensaio
espectrofluorimétrico, em que se detecta a intensidade de fluorescéncia do
dinucleotideo nicotinamida adenina reduzido (NADH). O experimento ocorreu em
duas etapas: triagem dos compostos com potencial atividade inibitéria de DHPS
e variacdo das concentracdes dos compostos que apresentaram atividade. A
enzima DHPS humana isoforma a, numero de acesso do Genbank
NP_001921.1, foi produzida previamente a partir de expressao da sua sequéncia
clonada no plasmideo pET24b-DHPS transformando na linhagem de Escherichia
coli BL21 co-expressando o complexo de chaperonas groES-groEL (pG-KJES8 —
Taraka Bio). A purificacdo da enzima foi realizada por cromatografia por
afinidade e de troca iGnica (SILVA, 2015).

Antes de iniciar a triagem, a fluorescéncia intrinseca dos compostos nos
comprimentos de onda utilizados no experimento foi avaliada. Para tanto, os
compostos foram dissolvidos em DMSO e diluidos em tampédo 0,2 M
glicina/NaOH pH 9,2, na maior concentracéo utilizada para o teste (500 uM), em
triplicata, em placas de 96 pocos opacas de poliestireno. A capacidade dos
compostos de reduzir NAD" a NADH também foi avaliada adicionando NAD™ (19
MM) ao meio tamponado.

Posteriormente, a triagem dos compostos candidatos a inibidores de DHPS
foi realizada em concentracdo de 500 puM em meio reacional formado por
tamp&o 0,2 M glicina/NaOH pH 9,2, espermidina (17 uM), NAD" (19 uM), DHPS
(3,6 uM) e agua deionizada com volume final de 100 yL. O meio reacional foi

incubado por 36 minutos a 23 °C. O controle negativo utilizado foi a mistura
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reacional possuindo DMSO 10% e o controle positivo foi o inibidor, descrito na
literatura, GC7, (ICso = 17 nM e Ki = 9,7 nM) (KAISER et al., 2007).

Foi utilizado o espectrofluorimetro Infinite® M200 Pro (Tecan) com
excitacao por luz ultravioleta no comprimento de onda de 355 nm e detecc¢ao da
fluorescéncia emitida em 445 nm. A metodologia utilizada foi adaptada (WOLF et
al., 2000) e a medida indica unidades relativas de fluorescéncia (RFU).

A intensidade da geracdo de NADH na reacdo envolvendo DHPS foi
mensurada durante 5 horas, com intervalos de 5 minutos entre os ciclos
cinéticos. Os valores de unidades relativas de fluorescéncia do NADH formado
foram normalizados em relacdo ao branco contendo o meio reacional sem a
adicao de NAD.

O potencial de inibicdo dos compostos testados foi determinado pela

seguinte férmula:

% Inibigao = (1 —V1/,,5)x 100

Em que V1 e V2 correspondem as velocidades iniciais na presenca e na
auséncia do inibidor, respectivamente.

Apenas 0s compostos que apresentaram porcentagem de inibicdo maior
gue 30% passaram para a etapa de variacao das concentragées (50 uM até 500
HM) a fim de se calcular a concentragdo do composto com a capacidade de
reducdo de 50% da atividade enzimatica (ICsp), que foi determinado pelo modulo
cinética do programa GraphPad Prism.

As condi¢cdes de reacao durante a variagdo de concentracdo dos inibidores

foram as mesmas utilizados durante a triagem.

3.6 Testes de sensibilidade dos compostos frente a fungos

patogénicos.

3.6.1. Microrganismos utilizados

Para os ensaios de atividade antimicrobiana foram utilizados fungos
patogénicos adquiridos do American Type Culture Collection (ATCC), sendo
eles: Candida albicans ATCC 90028, Candida parapsilosis ATCC 22109,
Cryptococcus neoformans ATCC 90112 e Cryptococcus gattii ATCC 56990. As
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linhagens de Paracoccidioides brasiliensis (Pbl18) e Paracoccidioides lutzii
(Pb01), por sua vez, foram obtidas de isolados clinicos.

O microrganismo Paracoccidioides spp. tem um armazenamento de curto
prazo em agar Saboraud a temperatura de 2-8°C, sendo repicado a cada duas
semanas. As espécies de Candida e Cryptococcus foram mantidas em agar
batata-dextrose e congeladas a -70°C até o momento de reativacdo para

execucao do ensaio antifungico.

3.6.2. Avaliacao da sensibilidade de fungos patogénicos aos compostos
guanidinicos pela técnica de microdiluicao

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com o documento
M27-A3, proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008),
com pequenas modificagdes. Os compostos e a aminoguanidina foram diluidos
assepticamente em meio RPMI-1640, com L-glutamina, sem bicarbonato de
sédio e com 2% de glicose (Gibco, BD biosciences), de modo a obter
concentracoes finais nas placas de microdiluicdo de 0,02 a 10 mM para o GC7 e
0,01 a 5 mM para os demais compostos. O composto anfotericina B (Sigma-
Aldrich) também foi utilizado como controle positivo da inibicdo do crescimento
celular, e foi testado no intervalo de concentracbes de 0,03 a 16 mg/L
(equivalente a concentragfes de 0,0325 a 17,3145 uM).

Para a preparacdo das suspensfes fungicas, os microrganismos foram
subcultivados em agar Sabouraud dextrose e incubadas por 24 h (Candida spp.)
e 48 h (Cryptococcus spp.) a 35 °C. Para a preparagao das suspensodes de P.
brasiliensis isolado 18 e P. lutzii isolado 01, foi seguido o protocolo descrito por
Paula e Silva et al., (2013) com algumas modificacées. Os fungos foram
subcultivados em caldo brain heart infusion (BHI) e incubados a temperatura de
37 °C, com agitacdo de 150 rpm por 72 h. As células foram centrifugadas e
lavadas com solucdo salina estéril para a remocdo do meio de cultura
remanescente. Apds as lavagens, as células leveduriformes foram suspensas
em 5 mL de salina e o niumero de células viaveis foi estimado por contagem em
hematocitdmetro com coloracédo de azul de tripano. Os inéculos foram ajustados
de modo a atingir uma concentracéo de 5x10° células/mL para Paracoccidioides

spp. e 1x10° células/mL para os demais fungos. As suspensdes celulares foram
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preparadas fazendo-se uma diluicdo de 1:50, seguida por 1:20 em meio RPMI,
para todos os fungos aqui testados, de modo a obter uma concentragéo final na
placa de microdiluicdo de 5x10* células/mL. As suspensdes finais foram
colocadas em contato com as diluicdes do farmaco e dos compostos nas placas
de microdiluicdo, juntamente com seus respectivos controles (esterilidade do
meio e controle de crescimento fungico) e incubadas de 35-37 °C a 150 rpm.

A cada poc¢o das placas de microdiluicdo foram adicionados 30 pL de
Alamar Blue ap6s 24 h de incubagcdo para Candida spp. e 48 h para
Cryptococcus spp. e Paracoccidioides spp. Apés a adicdo do revelador, as
placas foram submetidas a uma incubacéo final por mais 24 h, totalizando 48 h
de incubacdo para Candida spp. e 72 h para Cryptococcus spp. e
Paracoccidioides spp. A concentragcdo inibitéria minima (CIM) foi determinada
como a menor concentracdo do farmaco e do composto em que ndo houve
mudanca na cor azul original do reagente. Os testes foram realizados em

duplicata.

3.6.3 Determinac&o da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A determinacdo da concentracdo fungicida minima foi realizada conforme
descrito previamente (SOARES et al., 2014; COSTA-ORLANDI, 2016). Placas
de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose (Difco, BD biosciences) foram
previamente demarcadas de acordo com as posicoes das diluicdbes dos
compostos e controles positivos na placa de 96 pocos. Uma aliquota do
conteudo dos pocos foi transferida para o respectivo local na placa de Petri com
0 auxilio de um palito de madeira estéril e as placas foram incubadas a 35 °C
por 48 h para Candida spp. e 72 h para Cryptococcus spp. A concentracéo
fungicida minima é definida como a menor concentracdo do composto e do
farmaco onde ndo ocorre o crescimento de colénias. No caso das espécies de
Paracoccidioides, esse teste ndo € recomendado, uma vez que exigiria um
tempo de incubagdo muito longo, resultando em ressecamento do meio de
cultura e, por consequéncia, um resultado inconclusivo. Sendo assim, com a
revelacdo com Alamar Blue, os valores de CIM poderiam ser considerados
equivalentes aos de CFM, por tratar-se de um meétodo sensivel para a
verificacdo da viabilidade de células fungicas (PAULA E SILVA et al., 2013).
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3.6.4 Célculo do indice de seletividade dos compostos guanidinicos

A partir da andlise da viabilidade em células RAW 264.7 e dos testes de
sensibilidade dos fungos aos compostos testados, foi possivel calcular o indice
de seletividade (IS), que é determinado pela razdo dos valores de CCsq pela
concentracao inibitéria minima (CIM) (SOARES et al., 2014; COSTA-ORLANDI,
2016). Quanto maior esta razdo, mais seletivo é 0 composto sobre o
microrganismo patogénico e, consequentemente, menor efeito ela tem sobre a
célula hospedeira de mamifero. Para que um composto possa ser considerado
como modelo de um novo farmaco, o ideal € que seu indice de seletividade seja
maior ou igual a 10 (SILVA et al., 2010; SANTO, 2017).

3.6.5 Alinhamento multiplo entre as isoformas da enzima DHPS

As sequéncias proteicas das isoformas da enzima DHPS para cada
espécie dos fungos patogénicos em estudo e da isoforma a de humano foram
obtidas utilizando o banco de dados GenBank (nimero de acesso descrito na
Tabela 9). O alinhamento multiplo foi realizado utilizando a ferramenta Clustal

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Compostos com nucleos guanidinicos e avaliacdo da
citotoxicidade
O composto GC7 apresenta na sua estrutura um grupo guanidinico, o qual,
com a estrutura cristalografica da enzima DHPS, apresentou uma forte interacdo
com o sitio catalitico da enzima, como ilustrado pela Figura 6 (UMLAND et al.,
2004).

Figura 6: Posicionamento do composto GC7 no sitio ativo de um dos monémeros
de DHPS.

\ :

Imagem obtida em zoom a partir do cristal 1RQD da holoenzima DHPS:NAD:GCY7.

Conhecendo a importancia do grupamento guanidinico e que a estrutura do
composto apresentando o grupo benzila parece melhorar a inibicdo da enzima
DHPS (SANTO et al., 2013), neste trabalho, os compostos avaliados
apresentaram uma estrutura geral com um nucleo guanidinico ligado a um
grupamento benzoila, um benzil e um fenil com ou sem substituicdo em para
(Tabela 1). Estes compostos foram sintetizados previamente no laboratério de
Quimica Organica Fina pelo grupo do Prof. Dr. Eduardo René Perez Gonzalez
(SANTO, 2017).

Neste trabalho, primeiramente, foi avaliada a citotoxicidade dos compostos
a fim de se avaliar, posteriormente, a atividade antiproliferativa, inibitéria de
DHPS e antifungica destes compostos. Para isso, foi utilizado o método

colorimétrico com o corante vital MTT, em que as células vivas sdo distinguidas
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das células mortas pela reducéo dos sais de tetrazolio a formazana pelo sistema

citocromo mitocondrial e a cor resultante € uma medida direta da viabilidade

celular.

A principio, foi realizado um rastreamento utilizando altas concentracfes

dos compostos, com tratamento de 24 h, para avaliar a viabilidade das células

de macrofagos da linhagem RAW 264.7 e determinar a concentracao citotoxica

dos compostos para 50% das células (CCs) (Tabela 2).

Tabela 2. Viabilidade celular de RAW 264.7 frente aos compostos com nucleo

guanidinico e CCsg calculada.

Compostos | 1000 pM 500 pM 250 pM 125 uM 62,5 UM CCso
GC7 38,42 +2,52 | 61,99 £1,53 69,84 £1,62 | 75,34 £1,60 | 79,50+ 0,12 | 740,99
GNO,Bz 34,18 +4,02 | 50,72+ 1,47 | 6552+0,82 | 77,83 0,53 | 79,52 +1,30 | 621,70
GBrBz 30,84 +1,18 | 52,55+1,88 | 60,16 £1,40 | 69,25+1,36 | 77,78 +2,12 | 563,00
GCIBz 15,22 £0,75 | 35,11 £ 0,39 | 46,76 £ 0,59 | 54,80 0,91 | 62,87 £ 1,13 | 241,24
GAnBz 28,19+4,06 | 31,90+1,39 | 36,47+1,60 | 63,70+0,92 | 70,79 +1,63 | 398,91
GtolBz 35,79+3,48 | 48,63+0,90 | 52,67+£1,08 | 66,59 1,75 | 71,96 £ 0,68 | 532,02
GtBuBz 27,91 +2,02 | 59,29+1,03 |68,32+£0,84 | 72,02+0,84 | 77,51 £1,32 | 603,21
GIBz 49,71 +3,67 | 69,33+0,49 | 72,73+1,84 | 75,87 +2,67 | 76,05+ 1,46 | >1000
GMetBz 58,60 +2,81 | 60,96 £1,42 | 63,62+1,78 | 71,52 +1,72 | 76,74 + 3,27 | >1000
GFBz 45,66 £3,11 | 65,99 +0,90 | 7455+1,03 | 81,68+1,12 | 82,71 +1,90 | 891,48
TrisBrEsp 24,73 +1,31 | 32,43+£1,70 |48,69+£1,50 |53,59+0,81 | 68,75+1,22 | 246,21
Valores de viabilidade das células foi apresentado como % + desvio padrdo para as

diferentes concentracdes de compostos testadas por um periodo de 24 h.

CCso = Concentracgédo citotoxica dos compostos sobre 50% das células.

Os dados mostraram que o composto GC7 é pouco citotoxico para esta

linhagem durante o periodo de tratamento, com CCsy maior que 500 pM.

Dentre os resultados obtidos para os demais compostos, péde-se observar
gue os compostos significativamente (p<0,05) mais citotoxicos, em ordem
decrescente, foram GCIBz>TrisBrEsp>GAnBz, em que a CCs, foi de 241,24 pM,
246,21 pM e 398,91 pM, respectivamente. Em comum, os compostos GCIBz e
GANnBz apresentam grupos pequenos substituindo a posicdo para da fenila,

embora o mesmo nao se aplique ao composto TrisBrEsp.
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Os demais compostos mostraram ser tolerados por esta linhagem,
comparados com o composto GC7, apresentando valores de CCso maiores que
500 pM.

Uma vez que neste trabalho também analisamos a atividade antifingica
dos compostos, foi também testada anfotericina B quanto a citotoxicidade para a
linhagem RAW 264.7, a fim de determinar seu indice de seletividade. O
composto anfotericina B permitiu uma viabilidade acima de 70% na maior

concentracéo testada que foi de 69,25 pM (Figura 7).

Figura 7. Viabilidade celular de RAW 264.7 frente a anfotericina B.
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A viabilidade celular de RAW 264.7 foi determinada como % + desvio padrdo

para as diferentes concentragdes de compostos testadas por um periodo de 24 h.

A fim de prosseguir com os testes de avaliagdo da proliferagéo celular, foi
avaliado um intervalo com menores concentragdes dos compostos na presenca
e auséncia de aminoguanidina, buscando determinar as concentracdes em que
a viabilidade celular estivesse acima de 85%, por tempo de incubacéo de 72 h,
no mesmo tempo em que é realizado o teste de proliferagéo.

Uma vez que o grupamento guanidinico pode ser degradado por amino-
oxidases celulares, o que pode ser prevenido com a adicdo do inibidor destas

enzimas, a aminoguanidina. De uma forma geral, o tratamento com GC7, nos
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trabalhos da literatura sao feitos juntamente com aminoguanidina (ALMEIDA et
al.,, 2014; ALMEIDA, 2015). No entanto, ndo existe nenhum trabalho que
analisou sistematicamente o efeito de degradacdo celular do grupamento
guanidinico de GC7.

Desta forma, para excluir a possibilidade de degradacé&o celular por amina
oxidases, foi testado o efeito celular dos novos compostos nha presenca e
auséncia de aminoguanidina. No teste realizado para 0os compostos na auséncia
de aminoguanidina (dados ndo mostrados), os resultados n&o apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) comparadas com o0s
compostos na presenca de aminoguanidina.

Os compostos com nucleo guanidinico foram testados na presenca de
aminoguanidina nas concentragdes decrescentes de 50,00 a 1,56 uM e foi
determinada a concentragao citotoxica de 15% (CCjs) (Tabela 3).
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Tabela 3. Viabilidade celular de RAW 264.7 frente aos compostos com nucleo guanidinico e CCys calculada.

Compostos 50,00 uM 25,00 uM 12,50 uM 6,25 uM 3,12 uM 1,56 uM CCys
GC7 90,96%0,76 100,28x0,56 102,08x0,25 104,64+0,55 108,54+0,52 110,11+0,65 >50
GNO,Bz 83,33+0,67 87,13+0,71 91,83+1,43 93,83+0,65 99,40+1,43 101,93+1,17 39,17
GBrBz 76,18+0,30 81,65+0,14 89,98+0,77 92,83+0,42 95,77+ 0,70 97,69+0,93 25,54
GCIBz 62,22+0,43 86,12+0,57 88,07x0,29 92,93+0,88 95,72+0,54 97,99+0,93 19,56
GAnBz 74,07+0,50 81,44+1,58 90,26%0,36 93,94+1,32 97,42+1,70 104,86%0,94 25,86
GtolBz 86,14+1,07 91,02+1,13 94,48+1,77 101,70+1,71 107,37+0,63 118,03+0,52 47,33
GtBuBz 76,21+ 0,75 83,09+0,36 86,79+0,57 90,27+0,60 93,31+0,88 97,67+0,50 23,81
GIBz 75.84%0.66 79,54+0,43 86,11+0,28 89,92+0,39 93,32+0,87 97,71%£0,57 21,43
GMetBz 75,35%0,16 87,67+0,46 91,11+0,54 93,15+0,64 95,51+0,64 98,52+0,60 28,42
GFBz 90,19+0,23 93,77%0,75 98,85%0,35 100,80+1,10 105,40+1,31 108,90+0,50 >50
TrisBrEsp 80,98+0,16 85,08+0,58 94,19+0,79 99,28+0,15 108,56+0,94 113,72+1,88 35,90

Valores de viabilidade das células foi apresentado como % + desvio padréo para as diferentes concentracdes de compostos testadas por um

periodo de 72 h.

CCy5 = Concentragao citotoxica dos compostos sobre 15% das células.
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Observa-se na Tabela 3, que os compostos GC7, GtolBz e GFBz
apresentaram estatisticamente significativa (p<0,05) menor citotoxicidade por
um tempo de incubagdo prolongado de 72 h, permitindo viabilidade celular
maior do que 85% em concentragdes proximas a 50 uM. Por outro lado, o
composto GCIBz seguiu sendo 0 mais citotoxico, possibilitando a viabilidade
das células RAW 264.7 apenas em concentragdao abaixo de 20 uM, seguido,
em ordem decrescente de citotoxicidade, pelos compostos: GIBz > GtBuBz >
GBrBz > GAnBz > GMetBz > TriBrEsp > GNO,Bz.

E interessante observar que o composto GC7 apresentou baixa
citotoxicidade, sendo que a partir de 25 uM as células RAW 264.7 ndao sdo
mais sensiveis, apos 72 h de tratamento. Por outro lado, entre os demais
derivados guanidinicos, alguns ainda apresentaram 10% de citotoxicidade
mesmo a 6,25 UM, apés 72 h de tratamento. Tanto GC7 quanto os derivados
guanidinicos apresentaram citotoxicidade de forma dose-dependente

principalmente abaixo de 250 uM (Figura 8).

Figura 8. Dose-resposta da viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7

tratados com os derivados guanidinicos testados e GC7.
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A) Porcentagem da viabilidade celular frente aos compostos e GC7 com 24 h de
tratamento. B) Porcentagem da viabilidade celular frente aos compostos e GC7 com
72 h de tratamento. Em ambos os tratamentos a viabilidade das células aumentou em

relacdo a diminuicdo das concentragfes testadas dos compostos.

A partir de tais dados, foi possivel verificar que nenhum dos compostos
guanidinicos testados apresentaram citotoxicidade elevada a ponto de
inviabilizar os ensaios de proliferacdo celular. Contudo, para que a
concentracédo citotoxica utilizada dos derivados guanidinicos fosse baixa assim
como a do GC7 e, a fim de que o efeito antiproliferativo pudesse ser observado
tendo o minimo possivel de células mortas (ADAN et al., 2016), foram
utilizadas as concentracdes que no teste de citotoxicidade permitiram

viabilidade celular maior que 85%.
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4.2 Proliferacdo de células RAW 264.7 frente ao tratamento
com compostos guanidinicos

As células RAW 264.7 foram tratadas com os compostos GBrBz, GCIBz,
GtBuBz, GIBz e GMetBz nas concentracdes de 6,25 e 12,50 yM por um
periodo de 72 h. Tais concentracdes representaram um valor de citotoxicidade
menor de 15% com a linhagem testada e foram utilizadas para efeito de
comparacao com GC7, que nao apresenta citotoxicidade a 12,5 uM, visto que o
ensaio de proliferacdo visa exatamente averiguar o processo de crescimento
de uma populacao celular e ndo apenas indicar células vivas ou mortas (ADAN
et al., 2016).

Como observado na Figura 9, o composto GC7 ja exerce efeito
antiproliferativo na linhagem RAW 264.7 em concentragéo de 12,50 pM, assim
esse valor foi utilizado como um parametro de comparagcdo para os demais

compostos.
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Figura 9. Influencia dos compostos com nacleo guanidinico sobre a proliferacéo
de células RAW 264.7
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As curvas em cinza representam a condicdo controle (células sem tratamento); em
vermelho, estéo representadas as células tratadas com 12,5 uM de GC7; a linha em
verde representa o nivel de proliferacdo das células tratadas com os compostos
testados. A fluorescéncia (eixo X) e o niumero de ceélulas (eixo Y) foram determinados
por citometria de fluxo. O deslocamento dos picos de fluorescéncia para esquerda é
proporcional a proliferacdo das células RAW 264.7.

Ja é conhecido que a inibicdio de DHPS por GC7 leva a efeitos
antiproliferativos descritos para diferentes linhagens, incluindo RAW 264.7
(ALMEIDA Jr., 2015) e, como exemplo, para células tumorais como A549
(células de tumor de pulméo) e Hep3B (hepatocarcinoma) (XU et al., 2014;
ZHOU et al., 2017). Com o resultado apresentado na Figura 9, observamos que

a intensidade da fluorescéncia do marcador CFSE nas células tratadas com
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12,5 uM de GC7 (em vermelho) é maior em relacédo as células nao tratadas do
controle (em cinza claro), demonstrando que nao houve a diluicdo do marcador
pela divisdo celular.

No entanto, os compostos com nucleo guanidinico nas concentragcdes
testadas ndo exibiram efeito antiproliferativo nas células quando comparados
com o inibidor GC7. Desta forma, estes compostos com nucleo guanidinico ndo
devem ter sido efetivos contra a enzima DHPS a ponto de alterar a proliferacéo
celular, o que € um efeito bem caracterizado do inibidor GC7 (BANDINO et al.,
2014; XUE et al., 2016; LIU et al., 2017).

4.3 Ensaios bioquimicos com a enzima DHPS

Paralelamente ao estudo dos efeitos celulares em cultura de células RAW
264.7, este trabalho também avaliou o efeito direto dos compostos com nucleo
guanidinico sobre a enzima DHPS, apenas na presenca de enzima e substrato
espermidina e do cofator NAD".

O ensaio padronizado utilizou o cofator NAD" como agente principal na
determinacao da atividade de DHPS. O mecanismo completo de atividade de
DHPS pode ser dividido em quatro etapas: (A) desidrogenacdo NAD'-
dependente da espermidina em desidro-espermidina; (B) clivagem da desidro-
espermidina e transferéncia da porcado 4-aminobutil para o grupo amino da
cadeia lateral do residuo Lys329 de DHPS, resultando na formacdo do
composto intermediario enzima-imina; (C) transferéncia da porcdo 4-aminobutil
do intermediario enzima-imina para o grupo amino da cadeia lateral do residuo
de Lys50 de elF5A (em humano), com a formacdo do composto intermediario
elF5A-imina; (D) reducao do intermediario elF5A-imina, o que origina a desoxi-
hipusina e regenera o NAD" da reacdo (PARK, 2006). Uma vez que NADH
possui um espectro de fluorescéncia diferente de NAD" podemos determinar
sua concentracao, utilizando como medida da atividade de DHPS a formacéo
de NADH. A competicdo do ligante, neste caso do composto guanidinico, com
a espermidina pelo sitio catalitico diminui a formagdo de NADH, ou seja, a
atividade inibitoria é determinada de acordo com a fluorescéncia detectada.

No ensaio de cinética enzimatica, para triagem dos compostos com

potencial inibicdo da enzima, foram testados 10 compostos guanidinicos, sendo
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gue GCIBz e GFBz nao foram avaliados pelo método de espectrofluorimetria
pois apresentaram fluorescéncia intrinseca. Cinco compostos: GBrBz, GAnBz,
GTolBz, GIBz e GMetBz apresentaram potencial inibitério por apresentar, no
minimo, inibicdo de 30% da atividade enzimatica, enquanto que os demais
apresentaram capacidade inibitéria muito baixa (GNO,Bz; GtBuBz e TrisBr
Esp), o indice de citotoxicidade em 50% da atividade enzimatica (ICsp) foi

calculado para cada composto (Tabela 4).

Tabela 4. Dados de potencial de inibi¢cdo e ICsy dos compostos guanidinicos.

% Inibicdo da DHPS
Composto (500 puM) ICs0 (UM)
GBrBz 80,06 171,90£6,94
GAnBz 92,23 194,20+16,96
GTolBz 39,06 > 500
GIBz 86,61 189,90+10,05
GMetBz 39,67 > 500

ICso= concentragdo na que o composto é capaz de inibir 50% a atividade da

enzima.

Apés a etapa de triagem, diferentes concentra¢ces dos trés compostos
com promissora atividade inibitoria sobre DHPS foram testadas e as medidas
de unidades de fluorescéncia relativa, equivalente a producdo de NADH na
presenca de concentracdes crescentes de inibidores, foram reportadas em um

grafico de inibicdo enzimética versus concentracdo (log2) (Figura 10).
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Figura 10. Inibicdo enziméatica nas diferentes concentracdes testadas dos

compostos guanidinicos.
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A porcentagem de inibicdo de DHPS em diferentes concentragdes dos compostos
guanidinicos (em log2) foram utilizados para determinacdo da IC50 utilizando o

programa GraphPad Prism.
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GC7 apresentou inibicdo de 98% da enzima DHPS com um ICsy na
concentracdo de 0,80 puM, tal como observado anteriormente (SILVA, 2015).
Trabalhos realizados anteriormente com compostos sintetizados anélogos da
espermidina, entre eles 0 GC7, demonstraram alta afinidade pela enzima (ICso=
17 nM) (JAKUS et al., 1993; ROSSI et al., 2014), sendo que na concentracdo
de 10 uM o composto inibiu quase por completo a sintese de hipusina (LEE et
al., 2002).

Os compostos de nucleo guanidinico com um grupo fenil ndo substituido
(GANnBz), substituido em para por | (GIBz) e substituido por Br (GBrBz)
mostraram potencial inibitério sobre a enzima maior que 80% a 500 uM e com
ICs0 de 194,20, 189,90 e 171,90 uM, respectivamente. Notou-se, entre esses
compostos, que a substituicdo da fenila por um grupo halogénio menor
propiciou o aumento da atividade inibitéria sobre DHPS. Interessantemente, o
composto com o substituinte eletronegativo NO; n&o inibiu a enzima a 500 uM.

Os compostos, GTolBz e GMetBz apresentaram ICso em concentracdes
maiores que 500 pM, mostrando que substituintes com caracteristicas mais
apolares podem levar a uma menor interacdo com a enzima, o que também
pode ser inferido pela inibicio menor que 30% apresentada pelo composto
substituido por um grupo t-butila (GtBuBz). Por outro lado, o composto
TrisBrEsp, formado pela conjugacdo de trés grupos GBrBz com a benzila da
amina trocada por um grupo alquil, por ser um composto de grande dimensao e
maior rotacao, pode nao interagir com o sitio ativo de DHPS.

Podemos observar que compostos com grupo substituinte no fenil com
caracteristica de eletron retirador na posicdo para (GBrBZ e GIBz),
apresentaram maior atividade que os compostos como substituintes no fenil na
posicdo para com caracteristicas eletron doador. De qualquer forma, a
interacdo do sitio ativo da enzima com os compostos guanidinicos deve ser
avaliada por meio de estudos in silico do docking destes compostos com o
cristal 1RQD da do complexo DHPS:NAD:GC7, como representado na Figura
11A. A estrutura quimica de GC7 e do composto GBrBz sao comparadas na
Figura 11 B com a estrutura da molécula ZINC 47605, adquirida a partir de
rastreamento virtual com compostos guanidinicos do banco de dados ZINC

com potencial interacdo com o sitio ativo de DHPS. A atividade inibitoria in vitro
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direta sobre DHPS da referida molécula foi testada anteriormente em nosso
laboratorio e apresentou ICso de 175 + 30 uM (SILVA, 2015), proximo ao obtido
para GBrBz, demonstrando potencial relacdo estrutural entre a molécula
selecionada pela interagdo virtual com DHPS e composto guanidinico com as
substituicbes de um grupo fenil com halogénio em para e um benzil aos

nitrogénios do grupamento guanidinico.

Figura 11. Interacdo de GC7 com DHPS e demais compostos inibidores da

enzima.

NH
@vN\NHkNH ZINC 47605
o]
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A) Imagem do cristal do complexo ternario DHPS:NAD:GC7 com foco no sitio
ativo interagindo com GC7. B) Estrutura quimica de GC7, do inibidor de DHPS
ZINC 47605, confirmado a partir de rastreamento virtual e do inibidor GBrBz

caracterizado por este estudo.
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Maior detalhe quanto a interacdo dos compostos ZINC 47605 e GBrBz no
sitio ativo de DHPS necessitam de estudos de docking. Contudo, é
interessante observar a similaridade estrutural, ou seja a presenca e a distancia
do grupamento guanidinico ao grupo benzila, importantes para a interagdo do
primeiro com os residuos polares e do segundo com a nuvem de elétrons pi do
residuo de Trp327 entre o composto GBrBz e ZINC 47605, que podem servir
como modelo para posteriores modificacbes que aumentam a interacéo
especificamente com a enzima.

Visto o potencial inibitério principalmente do composto GBrBz diretamente
sobre a enzima em concentracées maiores que as concentracdes do teste de
proliferacdo, conclui-se que também é necessaria a avaliacdo dos niveis de
elF5A hipusinada nas células RAW 264.7 antes e depois do tratamento de
proliferacdo, bem como é necessaria a avaliagdo da permeabilidade celular a
esse composto e de moléculas de degradacéao a fim de confirmar se a auséncia
do efeito antiproliferativo pela inibicio de DHPS deve-se a presenca de altos
niveis de elF5A hipusinada na célula antes do tratamento somado a possivel

metabolizacao celular de GBrBz, GIBz e GAnBz.

4.4 Testes de sensibilidade dos compostos frente a fungos

patogénicos

4.4.1 Determinagcdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e
concentracao fungicida minima (CFM)

Os fungos sdo organismos eucariotos e as suas células apresentam
similaridades as células de mamiferos, com excec¢do a presenca de parede
celular e do ergosterol em lugar do colesterol como lipidio de membrana
(FAVRE e RYDER, 1997), o que faz com que ambos sejam os principais alvos
dos farmacos antifingicos, resultando em um numero restrito de antifingicos
comerciais (PERFECT, 2017). Portanto, tem-se a necessidade de estudar

novos mecanismos de inibicdo do crescimento fungico assim como o
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desenvolvimento de moléculas novas com melhor especificidade que possam
auxiliar no tratamento das doencas (PERFECT, 2017).

Embora a essencialidade da enzima DHPS ja tenha sido caracterizada no
modelo de célula eucaridtica de Saccharomyces cerevisiae (PARK et al., 1998),
a inibicdo da mesma por GC7 ou algum outro inibidor ainda néo foi descrita.
Entre os microrganismos flangicos, testes de inibicio de DHPS foram
realizados apenas com o fitopatégeno para cereais F. graminearum, visto que
altos niveis de expressdo desta enzima estavam presentes na forma invasiva
do fungo (WORIEDH et al., 2011; MARTINEZ-ROCHA et al., 2016).

Devido aos poucos estudos realizados inibindo a enzima DHPS em
fungos patogénicos, este trabalho poderia abrir caminho para estudos futuros
por meio de compostos com grupo guanidinico com potencial atividade
inibitéria sobre DHPS e assim, inibindo o crescimento dos microrganismos
patogénicos.

Os valores de CIM e CFM para os ensaios de sensibilidade fangica aos
compostos guanidinicos estdo dispostos na Tabela 5. O composto TrisBrEsp
foi o que melhor inibiu o crescimento de todos os fungos testados, com valores
de CIM variando entre 0,02 a 0,15 mM.
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Tabela 5. Valores da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentragéo fungicida minima (CFM) dos compostos guanidinicos

frente as espécies fungicas testadas.

C. albicans C. parapsilosis C. neoformans C. gattii Pb 18 P. lutzii
Compostos

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
GC7 >10,00 >10,00 10,00 10,00 0,08 0,08 0,08 0,08 10,00 10,00 10,00 10,00
GNO;,Bz >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 1,25 1,25 1,25 1,25 0,31 0,31 5,00 5,00
GBrBz >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 5,00 5,00 >5,00 >5,00 0,62 0,62 0,31 0,31
GCIBz >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 0,62 0,62 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 2,5
GAnBz >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 5,00 5,00 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00
GTolBz >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 5,00 5,00 2,5 2,5 2,50 2,50 5,00 5,00
GtBuBz >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 5,00 5,00 1,25 1,25 2,50 2,50 2,50 2,50
GIBz 1,25 1,25 >5,00 >5,00 0,62 0,62 1,25 1,25 0,62 0,62 0,62 0,62
GMetBz >5,00 >5,00 >5,00 >5,00 2,5 2,5 2,5 2,5 >5,00 >5,00 >5,00 >5,00
GFBz 5,00 5,00 5,00 5,00 0,15 0,15 0,31 0,31 0,31 0,31 >5,00 >5,00
TrisBrEsp 0,15 0,15 0,15 0,15 0,08 0,08 0,04 0,04 0,02 0,02 0,02 0,02
Anfotericina B 0,50 0,50 0,25 0,25 1,00 1,00 0,50 0,50 0,25 0,25 0,50 0,50

CIM e CFM dos compostos guanidinicos expressas em mM.

CIM e CFM de anfotericina B expressas em mg/L.
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O composto GC7 exibiu valores de CIM de 0,08 mM contra C. neoformans
e C. gattii e fraca atividade contra C. parapsilosis, P. brasiliensis isolado 18 e P.
lutzii (CIM=10 mM). No entanto, GC7 nao exibiu atividade contra C. albicans
(CIM>10 mM).

Entre os compostos guanidinicos que foram observados como inibidores
de DHPS pelo ensaio enzimatico in vitro, apenas GIBz mostrou-se ativo contra
a maioria das leveduras, com excecdo de C. parapsilosis. Entretanto, C.
albicans e C. gattii mostraram menor susceptibilidade (CIM=1,25 mM) que C.
neoformans e os dois isolados de Paracoccidioides (CIM=0,62 mM). GBrBz
mostrou-se especificamente ativo contra P. brasiliensis (CIM=0,62 mM) e P.
gattii (CIM=0,31 mM), enquanto que GAnBz n&o inibiu o crescimento de
nenhuma dos fungos testados. GFBz néo foi capaz de inibir o crescimento de
P. lutzii, no entanto, inibiu o crescimento dos demais fungos, nas
concentracdes de 0,15 a 5,00 mM. O outro composto guanidinico halogenado,
GCIBz inibiu o crescimento das leveduras exceto da espécie Candida, sendo
mais ativo contra C. neoformans (CIM=0,62 mM).

Por sua vez, o composto TrisBrEsp inibiu o crescimento de todos os
fungos testados, apresentando menor atividade contra C. albicans e C.
parapsilosis (CIM=0,15 mM), enquanto que as espécies de Paracoccidioides
foram notavelmente mais susceptiveis (CIM=0,02 mM). Os demais compostos
mostraram uma inibigdo fraca ou nula frente aos microrganismos testados nas
concentracdes estabelecidas. E importante ainda notar que os mesmos valores
de CIM foram obtidos na avaliagdo da CFM, indicando que 0s compostos
guanidinicos atuaram de forma fungicida sobre as células.

Com relacdo a anfotericina B, testada em mg/L, como preconizado no
documento M27-A3, os valores de CIM estiveram no intervalo de 0,5 a 1,0
mg/L, confirmando a eficacia do controle positivo contra as diversas espécies
fungicas. Além disso, os valores também permaneceram dentro da referéncia
determinada para a garantia da qualidade do teste preconizada no documento
(CIM = 0,5 mg/L para C. albicans ATCC 90028 e CIM = 0,25 mg/L para C.
parapsilosis ATCC 22109).
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4.1.1 Calculo do indice de seletividade (IS)
O indice de seletividade (IS) representa a quantidade do composto que
tem atividade frente ao microrganismo patégeno, mas nao resulta toéxico para a
célula do hospedeiro (SILVA et al., 2010). O valor de IS foi calculado somente
para 0s compostos que inibiram o crescimento dos fungos testados e foram
calculados com base na razdo entre os valores do CCsy das células de
macréfago RAW 264.7 pela concentragdo inibitéria minima (CIM) e estdo

apresentados nas Tabelas 6;7 e 8.

Tabela 6. Determinacédo do IS dos compostos que apresentaram atividade

inibitéria sobre Candida spp.

C. albicans C. parapsilosis

Compostos CCsxo | CIM | IS CCsx | CIM | IS
GC7 N&o se aplica N&o se aplica
GBrBz N&o se aplica N&o se aplica
GCIBz N&o se aplica N&o se aplica
GIBz 1 | 125 | 08 N&o se aplica
GFBz N&o se aplica N&o se aplica
TrisBrEsp 0,25 0,15 1,7 0,25 | 0,15 1,7
Anfotericina B >0,07 | 0,0005| >140 |>0,07 | 0,0003 >233,3

CIM (concentragdo inibitéria minima) e CCs, (concentragdo citotoxica a 50%
das células) expressas em mM.
IS = Indice de Seletividade.

Tabela 7. Determinacgédo do IS dos compostos que apresentaram atividade
inibitoria sobre Cryptococcus spp.

C. neoformans C. gatti

Compostos CC50 | CIM IS CC50| CIM IS
GC7 0,75 | 0,08 9,4 0,74 | 0,08 9,4
GBrBz N&o se aplica N&o se aplica
GCIBz 0,24 | 0,62 0,39 0,24 1,25 0,19
GIBz 1 0,62 1,61 1 1,25 0,8
GFBz 0,9 0,15 6 0,9 0,3 3,1
TrisBrEsp 0,25 | 0,08 3,1 0,25 | 0,04 6,3
Anfotericina B >0,07 | 0,0011 | >63,6 |>0,07 | 0,0005 >140

CIM (concentracao inibitéria minima) e CC50 (concentragdo citotoxica a 50%
das células) expressas em mM.
IS = Indice de Seletividade.
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Tabela 8. Determinagéo do IS dos compostos que apresentaram atividade

inibitoria sobre Paracoccidioide spp.

Pb18 P.lutzii

Compostos CCs | CIM | IS CCso | CIM | IS
GC7 N&o se aplica N&o se aplica
GBrBz 0,56 0,62 0,9 0,56 0,31 1,81
GCIBz 0,24 1,25 0,19 0,24 2,50 0,1
GIBz 1 0,62 1,61 1 0,62 1,61
GFBz 0,9 0,3 3 N&o se aplica
TrisBrEsp 0,25 0,02 12,5 0,25 0,02 12,5
Anfotericina B >0,07 | 0,0003 | >233,3 | >0,07 | 0,0005 >140

CIM (concentracgéo inibitéria minima) e CC50 (concentracao citotoxica a 50%
das células) expressas em mM.
IS = Indice de Seletividade.

Entre os resultados obtidos neste estudo, observa-se na Tabela 7 que
ambas as espécies de Cryptococcus foram notavelmente susceptiveis a GC7 e
ao composto TrisBrEsp, entre eles, o GC7 apresentou um melhor indice de
seletividade (IS = 9,4) o que indica que a maior valor do IS mais seletivo é o
composto sobre o fungo patogénico e, consequentemente, menor efeito tem
sobre a célula hospedeira de mamifero. As espécies de Cryptococcus spp.
diferenciam-se das demais leveduras patogénicas por sintetizarem uma
capsula de polissacarideos, estruturas que as protegem dos ataques do
hospedeiro. Sua resisténcia aos antifungicos tem sido atribuida aos casos de
uso prolongado de fluconazol durante a terapia de manutencdo em pacientes
com AIDS, evidenciando aumento da CIM de fluconazol em 8 vezes e de 5-
fluorcitosina em 4 vezes (RODRIGUES et al., 1999; FRIESE et al., 2001;
REVIE et al., 2018). Assim, a determinacdo de novos compostos inibidores do
crescimento de espécies de Cryptococcus e com alta seletividade em relacéo a
citotoxicidade frente a células de mamiferos € um resultado importante no
cenario de desenvolvimento de novos compostos antifingicos.

Dos compostos testados, TrisBrEsp também mostrou ter uma melhor
resposta com um IS de 12,5 em células RAW 264.7 frente ao microrganismo
(Tabela 8) um
paracoccidioidomicose, doencga de carater endémico, afetando em grande parte

Paracoccidioides spp. fungo dimoérfico, causador da
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individuos do sexo masculino, na faixa etaria de 30-60 anos por estar
relacionada as atividades agricolas. Na mulher a doenca tem menor incidéncia
também devido ao fato de que o estrogeno inibe a transformacgéo de conidios e
micélios em leveduras (ARISTIZABAL et al., 2002; PINZAN et al., 2010).

As leveduras do género Candida também se apresentaram mais
susceptiveis ao composto TrisBrEsp do que aos demais, 0 que junto com 0s
dados de susceptibilidade dos outros fungos testados e valores de seletividade
coloca este composto como promissor para futuros estudos de mecanismo da
atividade antifungica, toxicidade em células de mamiferos e de farmacocinética.

Comparando isoformas da enzima DHPS dos fungos aqui estudados com
a isoforma de humano, é possivel observar que a similaridade € maior que 57%

(Tabela 9), de acordo com a analise do alinhamento mdltiplo (Figura 12).
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Tabela 9. Isoforma de DHPS humana e de diferentes espécies fungicas e

similaridade entre elas.

Isoforma de
DHPS

C.

albicans

C.
parapsilo

Sis

C.
neofor

mans

C. gattii

P.
brasilie

nsis

P. lutzii

H.

sapiens

C. albicans
(Genbank
AOW28255.1)

100%

86,02%

61,95%

61,71%

65,35%

66,20%

57,50%

C.
parapsilosis
(Genbank
CCE44704.1)

86,02%

100%

57,89%

58,36%

63,66%

65,07%

57,22%

C.
neoformans
(Genbank
OXH66321.1)

61,95%

57,89%

100%

96,28%

61,58%

63,64%

60,93%

C. gattii
(Genbank
KJE02356.1)

61,71%

58,36%

96,28%

100%

61,32%

63,52%

60,44%

P. brasiliensis
(Genbank
EEH43800.1)

65,35%

63,66%

61,58%

61,32%

100%

94,97%

62,82%

P. lutzii
(Genbank
EEH39228.1)

66,20%

65,07%

63,64%

63,52%

94,97%

100%

63,11%

H. sapiens
(Genbank
NP_001921.1)

57,50%

57,22%

60,93%

60,44

62,82%

63,11%

100%
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Figura 12. Alinhamento multiplo entre as isoformas das diferentes espécies em

estudo.
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O alinhamento multiplo foi obtido com a ferramenta Clustal Omega e a representacao,

por meio da ferramenta BoxShade (https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html).

Em vermelho estdo marcados os residuos que interagem com GC7 a partir do cristal
de DHPS humana (1RQD).
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Uma vez que as isoformas de DHPS das diferentes espécies possuem
alta similaridade com a de humano, como mostrado pela Tabela 9 e possuem
os residuos de interacdo com GC7 conservados (Figura 12), a atividade dos
compostos guanidinicos sobre os microrganismos deve estar relacionado com
a inibicdo desta enzima nas diferentes espécies. GC7 é um forte inibidor de
DHPS e sua atividade inibitéria sobre as espécies de Cryptococcus
possivelmente relaciona-se com a interagdo com esta enzima do respectivo
microrganismo. O composto guanidinico que apresentou melhor inibicdo direta
sobre a enzima, ou seja, GIBz inibiu o crescimento de todas as espécies
fungicas testadas, enquanto que o composto GBrBz inibiu apenas o
crescimento de Paracoccidioides spp. e GAnBz néao inibiu o crescimento de
nenhuma das espécies, nas maiores concentragdes testadas. E interessante
observar, também, que todas as espécies flngicas foram notavelmente
susceptiveis ao maior composto testado, TrisBrEsp que, por sua vez, nao
apresentou inibicéo direta sobre DHPS.

A partir destes dados, embora a similaridade entre as isoformas das
diferentes espécies seja alta, ndo € possivel afirmar que a atividade fungicida
dos compostos frente aos microrganismos testados ocorra devido
exclusivamente a inibicio da DHPS dos microrganismos. Para tanto, é
necessario fazer a producédo e purificacdo da enzima destes microrganismos e
testar a afinidade da mesma frente aos compostos guanidinicos que melhor
inibiram o crescimento fangico.

Em todo caso, as infec¢des flingicas tornam-se cada vez mais frequentes
e surgem como um problema particularmente significativo em pacientes
imunocomprometidos (PANACKAL et al.,, 2015; SAVASTANO et al.,, 2016).
Assim, os resultados apresentados neste trabalho proporcionam novas
estruturas com promissora atividade inibitéria de DHPS e de fungos
patogénicos que poderdo ser melhor caracterizadas quanto as suas atividades
biol6gicas e que também poderdo ser usadas como protoétipos para a obtencdo
de moléculas com maior potencial de inibicdo frente aos fungos, causando o

menor dano possivel nas células do hospedeiro.
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5. CONCLUSOES

Para todos os compostos avaliados neste trabalho, ndo foram observados

altos valores de citotoxicidade nas concentracdes testadas.

Dentre os compostos testados, 0s compostos de ndcleo guanidinico com
um grupo fenil substituido em para por |, metila e F mostraram ser menos
citotoxicos para a linhagem de macrofago murino RAW 264.7, com um CCsg

proximo a 1.000 pM.

Os compostos testados ndo apresentaram alteracdo da proliferacao
celular de RAW 264.7 quando testados em concentracdes inferiores a
concentracdo citotoxica de 15%, nado apresentando, assim, o efeito mais
proeminente da inibicdo de DHPS na célula.

No ensaio in vitro da inibicéo direta sobre a enzima DHPS, os compostos
de nucleo guanidinico com um grupo fenil substituido em para por Br, | e sem
substituicdo apresentaram melhor inibicdo enzimética com valores ICsp a 171,9
UM, 189,9 uM e 194,2 uM, respetivamente.

No teste de sensibilidade frente aos fungos, o composto GC7 inibiu
apenas o crescimento do Cryptococcus spp com valores de CIM = 80 uM, e foi
o0 composto com o melhor indice de seletividade entre 0os compostos testados.
Enquanto que o TrisBrEsp inibiu o crescimento de todas as linhagens fungicas
testadas nas concentracbes entre 20 a 150 pM, com alto indice de
seletividade, sendo um composto com grande potencial antifingico a ser

avaliado em estudos futuros.
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