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ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ

Do screening ao mecanismo de a¢do, uma contribuicao
para a descoberta de ciclopaladados bioativos: a atividade
leishmanicida de CP2 e seu efeito inibitério frente a DNA

topoisomerase 1B de Leishmania

Tese apresentada ao Instituto de Quimica de
Araraquara, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Araraquara, COMo
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em Biotecnologia.
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a descoberta de ciclopaladados bioativos: a atividade

leishmanicida de CP2 e seu efeito inibitdrio frente a DNA
topoisomerase 1B de Leishmania | Angela Maria Arenas
Velasquez. - Araraquara : [s.n.], 2017

131 £ :il

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto
de Quimica
Orientador: Marcia Aparecida Silva Graminha

1. Leishmaniose. 2. Doenca de Chagas. 3. Leishmania .
4. Tripanosomatideos. 5. Paladio. 1. Titulo.

Elaboracdo: Secdo Técnica de Aquisicio e Tratamento da Informacio
Biblioteca do Instituto de Quimica, Unesp, cimpus de Araragquara
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ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ

Tese apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de Doutora em
Biotecnologia.

Araraquara, 10 de marco de 2017.
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Dados curriculares

ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ

http://lattes.cnpq.br/6388632764860377

Formacdo académica/titulacdo

2013 a atualidade

Doutorado em Biotecnologia (Conceito CAPES 5).

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Bolsista: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.
Orientadora: Marcia A. S. Graminha.

2011 - 2013

Mestrado em Biotecnologia.

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Titulo: Avaliagdo do potencial tripanocida de benzil diaminas, diaminas de ferroceno e
derivados de 1,4-naftoquinonas em cepas de Trypanosoma brucei brucei.

Ano de Obtencéo: 2013.

Orientadora: Regina Maria Barretto Cicarelli.

Bolsista: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.

2000 - 2005

Graduacgdo em Quimica.

Universidad del Valle, UNIVALLE, Cali, Colémbia.

Titulo: Clonacion y Localizacion de una Beta Anhidrasa Carbdnica a Partir del Vector
Africano de Malaria (Anophles gambiae) y del VVector Suramericano de Fiebre Amarilla
(Stegomyia aegypti).

Orientador: Maria del Pilar Corena; Co-orientador: Adalberto Sanchez.

Formacdo Complementar

2014 - 2014

IX Curso de Inverno: Temas avangados de Bioquimica. (Carga horéria: 80h). Universidade de
Séo Paulo, USP, Brasil.

Search for targets and drug discovery in trypanoso. (Carga horaria: 40h). Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Pré-Maodulo 2: A importéncia de primers bem desenha. (Carga horaria: 8h). Life Tecnologies,
LIFE TEC, Brasil.
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2013 - 2013

Medicinal Inorganic Chemistry with Emphasis on Zin. (Carga horéaria: 4h). 5th Symposium
on Biological Chemistry, Health and Medicine, SBC, Brasil.

Search for new drug targets in Trypanosomatides.... (Carga horaria: 4h). Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Fundamentos da PCR Quantitativa em Tempo Real. (Carga horéria: 20h). Life Tecnologies,
LIFE TEC, Brasil.

2012 - 2012

Citometria de Fluxo. (Carga horéria: 8h). Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, UNESP, Brasil.

Assisténcia Farmacéutica. (Carga horaria: 2h). Universidade Estadual Paulista Jalio de
Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Treinamento da Linha Health Care. (Carga horéria: 1h). Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Atuacdo do Farmacéutico na Industria de Bens de Co. (Carga horéaria: 2h). Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Tépicos Avancados em Biofarmacia e Farmacocinética. (Carga horaria: 40h). Red biofarma,
REDBIOFARMA, Espanha.

2011 - 2011

AVANCES EN GENETICA FORENSE. (Carga horéria: 16h). Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

ANALISE FORENSE. (Carga horaria: 12h). Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

Atuacao Profissional

2015 — 2015 Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Assistente de Docencia: Parasitologia Clinica
aplicada a farmécia, Carga horéria: 4

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Assistente de Docencia: Parasitologia Clinica,
Carga horéria: 4

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Assisténcia de Docéncia: Parasitologia, Carga
horéria: 4

2014 — 2014 Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil.
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Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Assisténcia de Docéncia: Biotecnologia
Farmacéutica, Carga horaria: 4

Vinculo: pesquisadora invitada, Enquadramento Funcional: Aula de PCR em tempo real para
alunos do programa de p6s-graduacdo em Biotecnologia, Carga horaria: 4

2008 — 2011 PLASTIC FILMS INTERNACIONAL, PLAFILM, Colémbia.
Vinculo: Chefe de Producédo e Qualidade, Carga horaria: 50, Regime: Dedicacdo exclusiva.
2005 - 2006 LICEO JUAN PABLO 11, JUAN PABLO I1, Colombia.

Vinculo: PROFESOR, Enquadramento Funcional: PROFESSOR AREAS QUIMICA E
BIOLOGIA, Carga horaria: 48, Regime: Dedicacao exclusiva.

2004 — 2004 Universidad Del Valle, UNIVALLE, Colédmbia.

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Assisténcia de Docéncia: Laboratorio de
Bioquimica, Carga horéria: 4

Revisor de periodico

2014 - Atual

Periddico: Revista de Ciéncias Farmacéuticas Béasica e Aplicada
2015 - Atual

Periodico: ACS Medicinal Chemistry Letters

Idiomas

Espanhol: Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Inglés: Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, L& Razoavelmente, Escreve
Razoavelmente.

Portugués: Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.

Italiano: Compreende Pouco, Fala Pouco, Lé Pouco, Escreve Pouco.

Producdes

1. VELASQUEZ, ANGELA M. A.; SOUZA, RODRIGO A. DE; PASSALACQUA, THAIS
G.; RIBEIRO, ALINE R.; SCONTRI, MATEUS; CHIN, CHUNG M.; ALMEIDA, LETICIA
DE; CISTIA, MAYARA L. DEL; ROSA, JOAO A. DA; MAURO, ANTONIO E;
GRAMINHA, MARCIA A. S.. Antiprotozoal Activity of the Cyclopalladated Complexes
Against Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 27, n. 6, p. 1032-1038, 2016.

2. PASSALACQUA, THAIS GABAN; DUTRA, LUIZ ANTONIO; DE ALMEIDA,
LETICIA; VELASQUEZ, ANGELA MARIA ARENAS; TORRES, FABIO AURELIO
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ESTEVES; YAMASAKI, PAULO RENATO; DOS SANTOS, MARIANA BASTOS;
REGASINI, LUIS OCTAVIO; MICHELS, PAUL A.M.; BOLZANI, VANDERLAN DA
SILVA; GRAMINHA, MARCIA A. S. Synthesis and evaluation of novel prenylated chalcone
derivatives as anti-leishmanial and anti-trypanosomal compounds. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, v. 25, p. 3342-3345, 2015.

3. VELASQUEZ, ANGELA MARIA ARENAS; FRANCISCO, ACACIO IVO;
KOHATSU, ANDREA AKIKO NAKAIMA; SILVA, FLAVIA ALVES DE JESUS;
RODRIGUES, DANILO FERNANDO; TEIXEIRA, RAFAELA GOMES DA SILVA;
CHIARI, BRUNA GALDORFINI ; ALMEIDA, MARIA GABRIELA JOSE DE; ISAAC,
VERA LUCIA BORGES; VARGAS, MARIA D.; CICARELLI, REGINA MARIA
BARRETTO. Synthesis and tripanocidal activity of ferrocenyl and benzyl diamines against
Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.
24, p. 1707-1710, 2014.

4. TORRES, FABIO A.E.; PASSALACQUA, THAIS G.; VELASQUEZ, ANGELA M.A;;
DE SOUZA, RODRIGO A.; COLEPICOLO, PIO; GRAMINHA, MARCIA A.S.. New drugs
with antiprotozoal activity from marine algae: a review. Revista Brasileira de Farmacognosia,
V. 24, p. 265-276, 2014.

5. RODRIGUES, DANILO FERNANDO; ARENAS VELASQUEZ, ANGELA MARIA;
CAVALEIRO, CARLOS; SALGUEIRO, LIGIA; MARTINS, GILMARCIO
ZIMMERMANN; MAGALHAES, NATHALIA OLIVEIRA; MARTINS, MARIA
BERNADETE GONGCALVES; CICARELLI, REGINA MARIA BARRETTO; MOREIRA,
RAQUEL REGINA DUARTE. Chemical Composition and Trypanocidal Activity of the
Essential Oils from Hedychium coronarium J. Koenig (Zingiberaceae). ISRN Infectious
Diseases, v. 2013, p. 1-6, 2013.

Apresentacoes de Trabalho

1. VELASQUEZ, A. M. A.; SOUZA, R. A.; RIMOLDI, A. R.; DaROSA, J. A.; MAURO,
A. E.; COLEPICOLO, P.; GRAMINHA, MARCIA A.S.. Antiprotozoal activity in vitro of
cyclopalladated complex against Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi. 2015.
(Apresentacdo de Trabalho/Simp6sio).

2. VELASQUEZ, A. M. A.; DE SOUZA, RODRIGO A.; RIMOLDI, A. R.; Da ROSA, J. A;
MAURO, A. E.; GRAMINHA, MARCIA A. S. In vitro and in vivo leishmanicidal activity of
a cyclopalladated compound against Leishmania amazonensis. 2015. (Apresentacdo de
Trabalho/Outra).

3. ARENAS VELASQUEZ, A. M.; RIBEIRO, W. C.; SANTORO, M.; PASSALACQUA,
T. G. ; RIMOLDI, A. R.; DEL CISTIA, M. L.; MAURO, A. E. ; DESIDERI, A;
GRAMINHA, M. A. S.. Leishmanicidal activity of a binuclear cyclopalladated complex
against Leishmania amazonensis: In vitro and In vivo analyses and potential Topoisomerase
IB Inhibitor. 2015. (Apresentacéo de Trabalho/Outra).
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4. VELASQUEZ, ANGELA MARIA ARENAS; SOUZA, R. A; RIMOLDI, A. R;
TORRES, F. A. E.; Da ROSA, J. A.; MAURO, A. E.; COLEPICOLO, P.; GRAMINHA,
MARCIA A.S.. Evaluation of Leishmanicidal and Trypanocidal activity of cyclopalladated
complex. 2014. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

5. PASSALACQUA, T. G.; ALMEIDA, L.; ARENAS VELASQUEZ, ANGELA MARIA;
DE SOUZA, RODRIGO A.; TORRES, F. A. E., GRAMINHA, M. Evaluation
antileishmanical activity and inhibitory effect of palladium compounds on DNA
topoisomerase (LiITOP1B) of Leishmania infantum. 2014. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

6. VELASQUEZ, ANGELA MARIA ARENAS; DE SOUZA, RODRIGO A.; MARTINEZ,
l.; CICARELLI, R. M. B.; MAURO, A. E.; GRAMINHA, MARCIA A. S. Evaluation of
Trypanocidal activity of Binuclear Cyclopalladated Based on N,N-dimethylbenzylamine.
2013. (Apresentacdo de Trabalho/Simp0ésio).

7. DE SOUZA, RODRIGO A.; VELASQUEZ, ANGELA MARIA ARENAS; MARTINEZ,
l.; MAURO, A. E.; GRAMINHA, MARCIA A. S. Cyclopalladated Compounds Based on
N,N-dimethylbenzylamine and isonicotinamide as Promising Leishmanicidal Drugs. 2013.
(Apresentacdo de Trabalho/Simpésio).

8. SILVA, FJ.A.; RODRIGUES, D. F.; VELASQUEZ, A. M. A.; KOHATSU, A. A. N.;
REGASINI, L. O.; SILVA, D. H. S.; CICARELLI, R. M. B. Evaluation of Trypanocidal
activity of Distictella mansoana, Jacaranda puberula and Stizophyllum perforatum extracts
on Trypanosoma cruzi Y strain. 2012. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

9. ARENAS VELASQUEZ, A. M.; RODRIGUES, D. F.; SILVA, F. A. J.; CHIARI, B.;
ALMEIDA, G.; ISSAC, V. L.; FRANCISCO, A. I.; VARGAS, M. D.; CICARELLI, R. M.
B.. Evaluation of the Trypanocidal activity of diamines and ferrocenyl diamines against
Trypanosoma brucei strains. 2012. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

10. ARENAS VELASQUEZ, A. M.; SILVA, F. A. J.; RODRIGUES, D. F.; KOHATSU, A.
A. N.; CHIARI, B.; ALMEIDA, G.; ISSAC, V. L.; FRANCISCO, A. I.; VARGAS, M. D,
CICARELLI, R. M. B. Evaluation of the trypanocidal activity of 1,4-naphthoquinones against
Trypanosoma brucei strains. 2012. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

11. KOHATSU, A. A. N.; SILVA, F. A. J.; ARENAS VELASQUEZ, A. M.; RODRIGUES,
D. F.; CHIARI, B.; ALMEIDA, G.; FRANCISCO, A. |.; ANDREA, S.; ROSA, J.; VARGAS,
M. D.; ISSAC, V. L.; CICARELLI, R. M. B. Evaluation of the susceptibility of epimastigote
strains from T. cruzi to ferrocenyl diamines. 2012. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

12. MARTINS, G.; MAGALHAES, N.; SILVA, F. A. J.; VELASQUEZ, A. M. A,;
RODRIGUES, D. F.; KOHATSU, A. A. N.; PLANETA, C.; CICARELLI, R. M. B;
MOREIRA, R. Trypanocidal activity of fruits extracts of Solanum lycocarpum St. Hill. on
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei strains. 2012. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).
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13. RODRIGUES, D. F.; ARENAS VELASQUEZ, A. M., SALGUEIRO, L,
CAVALEIRO, C.; MARTINS, G.; MAGALHAES, N.; SANTOS, L.; MARTINS, M,
CICARELLI, R.M.B.; MOREIRA, R. Chemical composition and trypanocidal activity
evaluation of essential oils from Hedychium coronarium against Trypanosoma brucei strains.
2012. (Apresentacao de Trabalho/Simpaosio).

14.MARTINS, G.; GUIMARAES, F.; SILVA, F. A. J; VELASQUEZ, A. M. A,
RODRIGUES, D. F.; KOHATSU, A. A. N.; ALMEIDA, A. E.; PLANETA, C. S;
CICARELLI, R. M. B.; MOREIRA, R. Trypanocidal activity of fruits extracts of Solanum
lycocarpum St. Hill. on Trypanosoma brucei strain. 2012. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

15. SILVA, F. A. J.; RODRIGUES, D. F.; VELASQUEZ, A. M. A.; KOHATSU, A. A. N.;
REGASINI, L. O.; SILVA, D. H. S.; CICARELLI, R. M. B. Evaluation of Trypanocidal
activity of Distictella mansoana, Jacaranda puberula and Stizophyllum perforatum extracts
on Trypanosoma cruzi Y strain. 2012. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

16. VELASQUEZ, A. M. A.; Garcia, G.; CUENCA, C.; JIMENEZ, E.; CEBALLOS, C.;
SANTORO, A.; SANCHEZ, A.; CORENA, M. P.; LINSER, P. J.. Clonacion y Localizacion
de una Beta Anhidrasa Carbonica a Partir del Vector Africano de Malaria (Anophles gambiae)
y del Vector Suramericano de Fiebre Amarilla. 2005. (Apresentacao de Trabalho/Simpésio).

17. VELASQUEZ, A. M. A.; Garcia, G.; CEBALLOS, C.; CUENCA, C.; JIMENEZ, E.;
SANTORO, A.; SANCHEZ, A.; CORENA, M. P.; LINSER, P. J.. Clonacién y Localizacion
de una Beta Anhidrasa Carbonica a Partir del Vector Africano de Malaria (Anophles gambiae)
y del Vector Suramericano de Fiebre Amarilla. 2005. (Apresentacao de Trabalho/Congresso).

18. ARENAS VELASQUEZ, A. M.; Garcia, G.; JIMENEZ, E.; CEBALLOS, C.; CUENCA,
C.; SANTORO, A.; SANCHEZ, A.; CORENA, M. P.; LINSER, P. J. Beta Anhidrasa
Carbonica a Partir del Vector Africano de Malaria (Anophles gambiae) y del Vector
Suramericano de Fiebre Amarilla (Stegomyia aegypti). 2005. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

19. ARENAS VELASQUEZ, A. M.; Garcia, G.; JIMENEZ, E.; CEBALLOS, C;
SANTORO, A.; SANCHEZ, A.; CORENA, M. P. Clonacion y Localizacion de una Beta
Anhidrasa Carbodnica a Partir del Vector Africano de Malaria (Anophles gambiae) y del
Vector Suramericano de Fiebre Amarilla. Referéncias adicionais: Coldombia/Espanhol. 2005.
(Apresentacdo de Trabalho/Outra).

Outras producdes bibliogréaficas

1. MARTINS, G.; MAGALHAES, N.; SILVA, F. A. J; VELASQUEZ, A. M. A;
RODRIGUES, D. F.; KOHATSU, A. A. N.; PLANETA, C. S.; CICARELLI, R. M. B;;
MOREIRA, R. Trypanocidal activity of fruits extracts of Solanum lycocarpum St. Hill. on
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei strains. 333 Seventh Avenue New York, N:
Thieme, 2012 (Resumo Planta Medica).
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Patentes

1.Santo, R; Gonzalez, E. R. P.; GRAMINHA, M. A. S.; VELASQUEZ, A. M. A. Compostos
guanidinicos como novos agentes leishmanicidas. 2016, Brasil. Patente: Privilégio de
Inovacao. Numero do registro: 16CI080, titulo: "Compostos guanidinicos como novos agentes
leishmanicidas”. Instituicdo de registro: AUIN — Agéncia Unesp de Inovacdo. Depdsito:
08/12/2016 Instituicdo financiadora: FAPESP.

Bancas
Participacdo em bancas de comissoes julgadoras

1. ARENAS VELASQUEZ, ANGELA MARIA. XXV Congresso de Iniciacdo Cientifica da
Unesp. 2013. Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

Participacdo em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. "A IMPORTANCIA DO PLANENJAMENTO DIDATICOPEDAGOGICO? Il Ciclo de
Seminarios promovido pelo Subprojeto PIBID Quimica. Unesp. Araraquara. 2016.
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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas mundialmente distribuidas, encontradas nas &reas tropicais e
subtropicais do mundo e que sdo caudas por protozoarios parasitos do género Leishmania spp.
A pesar dos inimeros problemas associados aos tratamentos disponiveis (como alta
toxicidade dos farmacos, limitada eficacia e casos de resisténcia haverem surgido), ainda estas
doencgas s&o negligenciadas pelas industrias farmacéuticas e pelos governos. Na procura por
novos farmacos com amplo espectro de acdo e baixa toxicidade, ha evidéncias que sugerem
que complexos de metais de transi¢cdo podem atuar em diversos compartimentos ou organelas
dos protozoarios, além de apresentar baixa toxicidade no hospedeiro mamifero. No presente
trabalho, realizou-se a avaliagdo leishmanicida in vitro de seis compostos ciclopaladados,
[Pd(dmba)(u-Cl)]2  (CP1), [Pd(dmba)(u-Ns)]2 (CP2), [Pd(dmba)(u-NCO)]2 (CP3),
[Pd(dmba)Cl(isn)] (CP4), [Pd(dmba)(N3)(isn)] (CP5) e [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (CP6) e seus
correspondentes ligantes livres, Hdmba: N,N-dimetilbenzilamina e isn: isonicotinamida. O
composto CP2 inibiou o crescimento das formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(ICs0 = 13,2 £ 0,7 uM), reduz a proliferacdo das formas amastigotas intracelulares (ICso =
10,2 £ 2,2 uM) e apresentou um baixo efeito citotoxico frente a macréfagos peritoneais (CCso
= 506,0 = 10,7 uM). Dados in vitro da atividade anti-T. cruzi e anti-T. brucei, parasitos
causadores das doencas de Chagas e do sono, respectivamente, também demonstraram que 0s
compostos ciclopaladados apresentam amplo espectro de acdo constituindo-se em excelentes
candidatos para o tratamento das doencas negligenciadas em estudo. O composto CP2
apresentou-se para as formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis pelo menos 50
vezes mais seletivo e 200 vezes mais seletivo para as amastigotas de T. cruzi vs. células de
mamifero. Em estudos in vivo, utilizando o modelo BALB/c infectado com L. amazonensis,
CP2 (0,35 mg/Kg/dia) ndo apresentou toxicidade, quando investigados marcadores
bioquimicos de funcdo renal e hepatica, em estudos in silico mostrou uma permeabilidade de
100% para absorc¢do intestinal, e reduziu em 80% a carga parasitaria dos animais, resultado
promissor e comparavel a anfotericina B (2 mg/Kg em dias alternados), farmaco atualmente
utilizado no tratamento das leishmanioses. Diante das potencialidades deste composto em
estudos aprofundados do mecanismo de acdo mostrou-se que CP2 é capaz de inibir a etapa de
clivagem da DNA Topoisomerase 1B de Leishmania. Analise protedmica comparativa
(eletroforese bidimensional, seguida por espectrometria de massas) foram realizadas para
identificar proteinas diferencialmente expressas em L. amazonensis na auséncia/ presenca de
CP2 e assim determinar os eventos moleculares gerados em cascata a partir da inibicdo da
DNA Topoisomerase do parasito. Dentre as proteinas encontradas nos ensaios supracitados,
destacam-se chaperoninas associadas a diferentes estresses (calreticulina, proteina de choque
térmico 10KDa -HSP10-, HSP70, GRP78 e dissulfureto isomerase), proteinas que atuam no
processo de detoxificacdo celular (tripanotiona reductase, peroxiredoxina, triparedoxina
peroxidase) e outras proteinas associadas com diversos processos bioldgicos que podem estar
relacionados com o processo de Morte Celular Programada em Leishmania.

Palavras-chave: Leishmanioses. Doenca de Chagas. Leishmania amazonensis. Trypanosoma
cruzi. DNA topoisomerase 1B. Complexo ciclopaladado.



ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases globally distributed in tropical and subtropical areas of the world
and Leishmania spp. are the etiological agents of the diseases. Numerous problems associated
with available treatments of the disease are still unsatisfactory because currently available
drugs are highly toxic, little effectiveness and drug resistance cases have emerged.
Furthermore, leishmaniasis are a neglected disease by pharmaceutical industries and
governments. In the search for new drugs with a broad spectrum of action and low toxicity,
there is evidence to suggest that transition metal complexes can act in several compartments
or organelles of protozoa, as well as to present low toxicity in the mammalian host. In this
work, we evaluated the leishmanicidal and trypanocidal in vitro activity of six cyclopalladated
compounds: [Pd(dmba)(pu-Cl)]2 (CP1), [Pd(dmba)(u-Nz)]2 (CP2), [Pd(dmba)(u-NCO)]2
(CP3), [Pd(dmba)Cl(isn)] (CP4), [Pd(dmba)(Nz)(isn)] (CP5), [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (CP6)
and the free ligands, Hdmba: N,N- dimethylbenzylamine e isn: isonicotinamide. The
cyclopalladated complexes CP2 inhibited the growth of the promastigote forms of
Leishmania amazonensis (ICso = 13,2 = 0,7 pM), reduced the proliferation of intracellular
amastigote forms (ICso = 10,2 + 2,2 uM) and showed a low cytotoxic effect against peritoneal
macrophages (CCso = 506,0 £ 10,7 uM). In vitro assays against T. cruzi and T. brucei,
parasites that cause Chagas disease and sleeping sickness, respectively, demonstrated that
cyclopaladate compounds have a wide spectrum of action and constitute an excellents
candidates for the treatment of these neglected diseases. CP2 was at least fifty-times more
selective for intracellular amastigote forms of L. amazonensis and two hundred-times more
selective for intracellular amastigote forms of T. cruzi vs. mammaliam cells. For in vivo
assays, CP2 (0.35 mg/Kg/day) was not toxic to BALB / ¢ mouse infected with L.
amazonensis, no changes were observed in biochemical markers of renal/hepatic function, in
in silico studies showed a 100% of permeability for intestinal absorption and the parasite load
of the animals was reduced to 80%, like amphotericin B (2 mg/Kg in alternate days), the drug
currently used in the leishmaniasis treatment. In-depth studies of the mechanism of action
have shown that CP2 can inhibit the cleavage step of Leishmania DNA Topoisomerase 1B.
Comparative proteomic analysis (two-dimensional electrophoresis, followed by mass
spectrometry) were performed to identify proteins differentially expressed in L. amazonensis
in the absence / presence of CP2 and thus to determine molecular events generated from the
inhibition of parasite DNA Topoisomerase. We found in the proteomic analysis chaperonins
associated with different stresses (calreticulin, putative 10 kDa heat shock protein, putative
heat-shock protein hsp70, putative glucose-regulated protein 78, protein disulfide-isomerase),
proteins that act in the process of cellular detoxification (trypanothione reductase,
peroxidoxin, tryparedoxin peroxidase) and other proteins associated with several biological
processes associated with a possible programmed cell death in Leishmania.

Key-words: Leishmaniasis. Chagas disease. Leishmania amazonensis. Trypanosoma cruzi.
DNA topoisomerase 1B. Cyclopalladated compounds.
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1 INTRODUCAO

As infeccOes causadas por organismos da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, afetam predominantemente milhGes de pessoas no mundo, principalmente,
aquelas comunidades pobres e marginalizadas da América Latina, Africa e Asia e que tém
sido negligenciadas pela indUstria farmacéutica e pelos governos (SULSEN et al., 2008).
Dentre as 17 doencas classificadas como negligenciadas (DNs) pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), destacam-se as leishmanioses e tripanossomiases, carentes ha varias décadas
por novos farmacos para seu tratamento e que se encontram amplamente distribuidas nas

areas tropicais e subtropicais do mundo.

As leishmanioses, a doenca de Chagas e a doenca do sono sdo causadas por
protozoarios parasitos taxonomicamente relacionados, que tém caracteristicas estruturais e
bioquimicas similares. Estes incluem um Gnico DNA mitocondrial com um corpo estruturado,
0 cinetoplasto, organelas especificas para a glicélise; os glicossomos, e um metabolismo
unico de tiol. Uma analise recente das sequéncias genomicas tem identificado semelhancas e
diferengas nas vias metabdlicas entre eles, 0 que nos leva a compreender a patogénese das
doencas e describir farmacos e alvos moleculares especificos para estas parasitoses
(BARRETT; CROFT, 2012). Adicionalmente, o processamento do mMRNA em
tripanossomatideos € diferente do processo ocorrido na maioria dos eucariotos,
principalmente porque os genes codificadores de proteinas sdo transcritos em RNA
policistrénico nestes organismos (LIANG et al., 2003). Outra carateristica importante em
relacdo a expressdo génica foi a descoberta do Spliced Leader (SL), identificado inicialmente
em Trypanosoma brucei, relacionado com o passo de maturacdo de todos os pré-mRNA
nucleares em tripanossomatideos (GUNZL, 2010). A presenca do SL tem duas finalidades, ele
funciona em conjunto com a poliadenilacdo da transcripcdo policistrionica e fornece o
capping 7-metilguanosina (m’G) dos mRNA. O processo de trans-splicing ocorre através de
duas reagdes de transesterificacdo, andlogos ao processo de cis-splicing, mas formando uma
estrutura intermediaria Y em vez do intermediario de lariat (GUNZL, 2010; LIANG et al.,
2003). Estas caracateristicas unicas e marcantes em tripanossomatideos fornecem ferramentas
para o desenvolvimento e descoberta de novos farmacos, ja que as terapias atualmente
disponiveis apresentam muitos problemas como alta toxicidade dos farmacos, limitada
eficacia e casos de resisténcia que tém surgido. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa esta
envolvido na busca de compostos leishmanicidas, mas que também apresentem efeito

inibitério no crescimento de Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, agentes etiologicos
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das doencas citadas. O anterior € importante ndo s6 do ponto de vista de procura de moléculas
com amplo espectro de acdo, mas também, porque diversos alvos terapéuticos especificos

podem ser explorados.
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5 CONCLUSOES

e Sugere-se que CP2 pode ser considerado um bom candidato para o tratamento da
leishmaniose cutanea causada por L. amazonensis;

e O composto ciclopaladado CP2 mostrou in vitro boa atividade antiprotozoaria contra todas
as formas de L. amazonensis e T. cruzi testadas;

e CP2 reduz em 80% a carga parasitaria em camundongos BALB/c pela técnica de LDU;

e CP2 ndo produz efeitos colaterais notérios nos animais tratados nas trés concentraces
testadas, 0 que corrobora as analises in silico e os resultados dos biomarcadores de funcéo
hepaética e renal que demostraram que a utilizacdo deste composto é segura;

e CP2 apresentou 100% de AlIH segundo as analises in silico ADMET, mostrando-se como
um composto com potencial para uso oral,

e CP2 inibe a DNA topoisomerase de L. donovani demostrando maior afinidade pela enzima
que pelo DNA;

e Sugere-se que a inibicdo da DNA topoisomerase 1B de Leishmania desencadeia uma série
de eventos moleculares em cascata que poderiam levar ao parasito a Morte Celular

Programada.
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