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Resumo



As leishmanioses sdo doencas mundialmente distribuidas, encontradas nas éareas
tropicais e subtropicais do mundo e sdo causadas por protozoarios parasitos do género
Leishmania spp. A limitada disponibilidade de farmacos para o tratamento, somado a
diversidade de efeitos colaterais e o surgimento de cepas resistentes, mostram a
importancia de pesquisas que sejam focadas no desenvolvimento de novas moléculas
com alvos moleculares especificos e que contribuam para o tratamento destas, entre
outras doencas negligenciadas. Como alternativa terapéutica, muitos complexos
metalicos utilizados como quimioterapicos no tratamento do cancer tém sido testados
em Tripanossomatideos. Dentre estas moléculas, destaca-se o composto metalico CP2
(u-diazidobis(N,N-dimetilbenzilamina)dipaladio(ll)). Em estudos prévios, CP2 apresentou
atividade leishmanicida e, em estudos in vivo, utilizando camundongos BALB/c,
infectados com L. (L.) amazonensis, CP2 ndo apresentou toxicidade hepética ou renal e
foi capaz de reduzir a carga parasitaria dos animais de maneira similar a anfotericina B.
CP2 demostrou, ainda, capacidade de inibir a etapa de clivagem da DNA
Topoisomerase IB do parasito. Dessa forma, neste estudo, realizou-se a avaliacdo dos
efeitos relacionados a pos-inibicAo da DNA TopolB de Leishmania por CP2. Os
resultados revelaram que CP2 induziu uma série de eventos celulares e moleculares em
L. (L.) amazonensis. Promastigotas tratadas com CP2 em diferentes concentracdes
apresentaram a intensidade de marcacdo de Rhol23 reduzida (apresentando valores
negativos), nos tempos de 4 e 24h de tratamento (p <0,01), o que indica que o
tratamento com CP2 induziu a despolarizacdo da membrana mitocondrial. O nivel de
ROS aumentou nos parasitos dentro de 1h de tratamento apds pré-incubacdo com o
reagente H,DCFDA por 3h, e permaneceram aumentados ao longo de todo o periodo
analisado (90 min). Estes resultados sugerem que ha geracdo de ROS induzida por
CP2. Quando as células de L. (L.) amazonensis foram tratadas com CP2 (4xICsp), Nac +
CP2 (4xICsp), € Nac + CP2 (10xICsp), respectivamente, as células ndo conseguiram
progredir para a fase M do ciclo celular, ficando paradas na fase S ao longo de todo o
tempo analisado (8h). Interessantemente, as células tratadas somente com NAC
progrediram naturalmente ao longo do ciclo, indicando que o efeito de parada no ciclo
celular ndo é causado por ROS e sim, possivelmente, como consequéncia da inibi¢cdo
da DNATopoIB. A L. (L.) amazonensis respondeu a presenca de HU, aumentando a
fosforilacdo de H2A, em até 4,5 vezes. Entretanto, quando comparada a L. (L.) major
percebe-se que a L. (L.) amazonensis apresenta niveis de fosforilagio mesmo na
auséncia de estresse, indicando que naturalmente as células de L. (L.) amazonensis
apresentam niveis basais de estresse celular. Quando as células foram expostas ao
CP2, a porcentagem de células apoptoticas-like foi maior quando comparado as células
necréticas em 6h de tratamento. Entretanto, o inverso foi obtido quando a porcentagem
de células mortas foi observada ap6s 48h de tratamento com CP2, indicando um
aumento da populacdo necrotica pos-apoptotica-like.

Palavras-chave: Compostos ciclopaladados. Instabilidade genémica. Ciclo Celular.
Membrana mitocondrial. Morte celular. Estresse oxidativo. Leishmania.



Abstract



Leishmaniasis are diseases globally distributed in tropical and subtropical areas of the
world and Leishmania spp. are the etiological agents of the diseases. The limited
availability of drugs for treatment, added to the diversity of collateral effects and the
emergence of resistant strains, show the importance of research that is focused on the
development of new molecules with specific molecular targets and that contribute to the
treatment of these, among other diseases neglected. As a therapeutic alternative, many
metal complexes used as chemotherapeutics in the treatment of cancer have been
tested in trypanosomatids. Among these molecules, the metal compound CP2 (u-
diazidobis(N,N-dimetilbenzilamina)dipaladio(ll)). In previous studies stands out. CP2
showed leishmanicidal activity and in in vivo studies using BALB/c mice infected with L.
(L.) amazonensis, CP2 showed no hepatic or renal toxicity and was able to reduce the
parasitic load of the animals in a manner similar to amphotericinB, CP2 has also been
shown to inhibit the DNA cleavage stage Topoisomerase IB of the parasite. Thus, in this
study, the effects related to post-inhibition of Leishmania TopolB DNA by CP2 were
evaluated. The results revealed that CP2 induced a series of cellular and molecular
events in L. (L.) amazonensis. Promastigotes treated with CP2 in the different
concentrations Showed Rho123 low intensity (exchange of negative values), at treatment
times 4 and 24h (p <0.01), indicating CP2 treatment induced mitochondrial membrane
depolarization. The level of ROS increased in the parasites within 1h of treatment after
preincubation with the H,DCFDA reagent for 3h, and remained increased throughout the
analyzed period (90 min). These results suggest that there is generation of ROS induced
by CP2. When L. (L.) amazonensis cells were treated with CP2 (4xICgo), Nac + CP2
(10xICsp), and Nac + CP2 (10xICsp) respectively, the cells failed to progress to the M
phase of the cell cycle, stops in the S phase throughout the analyzed time (8h).
Interestingly, cells treated with NAC alone progressed naturally over the cycle, indicating
that the stop effect on the cell cycle is not caused by ROS but possibly as a
consequence of inhibition of DNATopolIB. The L. (L.) amazonensis responded to the
presence of HU, increasing phosphorylation of H2A by up to 4.5 times. However, when
compared to L. (L.) major it is noticed that L. (L.) amazonensis presents levels of
phosphorylation even in the absence of stress, indicating that naturally L. (L.)
amazonensis cells present basal levels of cellular stress. When cells were exposed to
CP2, the percentage of apoptotic-like cells was higher when compared to necrotic cells
in 6h of treatment. However, the inverse was obtained when the percentage of dead cells
was observed after 48h CP2 treatment, indicating an increase in the necrotic post-
apoptotic-like population.

Keywords: Cyclopalladated compounds. Genomic instability. Cell Cycle. Mitochondrial
membrane. Cell death. Oxidative stress. Leishmania.
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1.1 Doencas Negligenciadas: leishmanioses

As doengas negligenciadas (DTs) afetam a vida de aproximadamente um bilhdo
de pessoas no mundo, principalmente em paises subdesenvolvidos (CHATELAIN;
IOSET, 2011). Entre as DTs, destacam-se as leishmanioses, doenca de Chagas e
doenca do sono. A familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida compreende um
grande numero de protozoarios parasitos, destacando-se a Leishmania spp., agente
responsavel por causar a leishmaniose. Essas doencas s&do consideradas
negligenciadas, pois o0s investimentos em pesquisa e desenvolvimento, geralmente, ndo
revertem em crescimento e ampliacdo para a busca e desenvolvimento de novos
farmacos, testes diagndsticos e vacinas (ZUCCA, 2013).

Estima-se que por ano, no mundo, ocorram aproximadamente dois milhdes de
novos casos de leishmaniose, com aproximadamente 70 mil mortes a cada ano. Esses
nameros provavelmente sdo subestimados, pois somente 33 paises de 98 considerados
endémicos possuem notificacdo obrigatéria (WHO, 2018).

No Brasil, novos casos foram descritos ndo apenas em zonas rurais, mas
também em regides peri-urbanas e urbanas (CAMARGO-NEVES et al.,, 2002;
JERONIMO et al.,, 2004; SAVOIA, 2015). Esses parasitos infectam uma grande
variedade de hospedeiros mamiferos silvestres e domésticos, considerados como
reservatorios naturais, incluindo o homem que, em geral, participa do ciclo como
hospedeiro acidental. O curso das infec¢gdes varia de acordo com a idade, constituicdo
genética, estado nutricional, estado imunoldgico, espécie infecciosa, mudancas
ambientais e migracdo de pessoas ndo imunes para areas endémicas (BHARGAVA,
SINGH, 2012).

As leishmanioses sé@o caracterizadas por representarem uma série de doencas
que possuem diversas manifestacdes clinicas provocando lesGes ulceradas na pele,
inflamagéo e destruicdo na mucosa ou infecgéo visceral disseminada, dessa forma é
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das seis doencas
mais importantes no mundo, por sua alta prevaléncia e pelas deformidades que ela
provoca (WHO, 2018). Esses parasitos sdo capazes de invadir diferentes tipos de
tecidos e células, apresentando diferencas marcantes no curso da infec¢do causada por
eles (MCCONVILLE et al., 2002) e apresentando processos bioquimicos Unicos e
altamente conservados.

O género Leishmania é subdividido em dois subgéneros, Leishmania e Viannia,
gue sado provenientes da bifurcagdo de um ancestral, apresentando diferencas tanto na

distribuicdo geogréafica como na localizagdo quando coloniza o intestino do inseto vetor
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(LAINSON; SHAW, 1987). Leishmania é o subgénero que esta disseminado tanto no
novo como no velho mundo (SHAW, 2002) e inclui espécies que desenvolvem-se no
intestino médio e anterior do inseto vetor (LAINSON; SHAW, 1987). O subgénero
Viannia esta presente no novo mundo (SHAW, 2002) e as espécies pertencentes a ele

localizam-se no intestino posterior do inseto vetor (LAINSON; SHAW, 1987).

Figura 1. Distribuicdo Geografica das leishmanioses. Em (A) estdo representados o0s
casos de leishmaniose cutdnea no mundo. Em (B) estdo representados os casos de
leishmaniose visceral no mundo.
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Fonte: Disponivel em: <WHO (http://www.who.int/en/)>. Acesso em: 05-11-2018.
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Os agentes etiolégicos das leishmanioses foram identificados por Cunningham
que descreveu, em 1885, as formas amastigotas em casos de Kala-azar na india. Em
1903, Leishman e Donovan descreveram pela primeira vez o protozoario responsavel
pela leishmaniose visceral (Kala-azar), que foi denominado por Ross como Leishmania
donovani. No mesmo ano Wright denominou de Leishmania tropica o parasito isolado de
uma crianca com leishmaniose cutédnea e a partir de 1904, relatos demonstraram a
existéncia de alguns casos de leishmaniose na China (HOARE, 1938; REY, 2001). As
primeiras descricbes sobre o parasito nas Américas foram realizadas por Carini e
Paranhos, no Sul do Brasil, em 1909. Atualmente sdo conhecidas mais de 30 espécies
de Leishmania, dessas, 20 sdo capazes de causar leishmaniose em humanos
(ASHFORD, 2000). Em 2003 foi confirmada a presenca da doenca em todos os estados
brasileiros (WHO, 2005).

O ciclo biolégico da Leishmania é heteroxeno e envolve hospedeiros
invertebrados e vertebrados. Os hospedeiros invertebrados s&o insetos conhecidos
como flebotomineos e o0s principais hospedeiros vertebrados sdo os humanos, o0s
mamiferos silvestres e os animais domésticos, como o c&o. Durante o ciclo, o parasito
apresenta-se sob duas formas distintas: a forma amastigota, que nao possui flagelo livre
e estd presente no interior das células dos hospedeiros vertebrados, e a forma
promastigota flagelada que se desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros
invertebrados (MOLYNEUK; KILLICK-KENDRICK, 1987).

Figura 2. Formas evolutivas durante o ciclo de vida da Leishmania spp. Em (A) esta
representada a forma promastigota de Leishmania spp. Em (B) esta representada a forma
amastigota de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptada de Besteiro, Williams et al. (2007).
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As amastigotas ingeridas pelo vetor junto com o bolo alimentar se transformam
em promastigotas prociclicas no intestino médio do flebotomineo. Essas sédo as formas
replicativas que apresentam um curto flagelo. Para ndo serem excretados os parasitos
migram para o limen do intestino médio e posteriormente para a parte anterior, e nesse
processo as formas promastigotas passam por diferentes transformacbes e se
multiplicam. Quando os parasitos colonizam a valvula estomodeal eles se transformam
em promastigotas metaciclicas e migram para a probdscide do inseto, até o proximo
repasto sanguineo. No hospedeiro mamifero, as promastigotas metaciclicas séo
fagocitadas pelas células de defesa do sistema imune inato e os macrofagos séo as
principais células infectadas. No interior dos macréfagos ocorre a formacdo de um
vacuolo digestivo (fagolisossomo) a partir da fusdo do lisossomo com o fagossoma.
Nessa organela ocorre a diferenciacdo das promastigotas em amastigotas. As formas
amastigotas se multiplicam constantemente e devido ao elevado nimero de amastigotas
intracelulares ha rompimento celular, liberando as Leishmanias para meio intercelular,

infectando, consequentemente, outras células fagociticas (ROGERS et al., 2004).

Figura 3. Ciclo de vida do parasito Leishmania spp. O ciclo infeccioso pode ser divido em
dois estagios: um dependente do vetor e outro dependente do mamifero hospedeiro. No
inseto, ocorre a diferenciacdo do parasito em formas promastigotas metaciclicas infectantes.
No mamifero, o parasito diferencia-se em amastigotas, multiplica-se e pode ser novamente
ingerido por flebotomineos.
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A sobrevivéncia do parasito no hospedeiro mamifero depende do balanco entre a
capacidade do sistema imune em ativar os mecanismos de defesa do macréfago
infectado pelo parasito e a capacidade do parasito em sobreviver aos efeitos citotoxicos
do macrofago (BHARGAVA; SINGH, 2012).

A diversidade genética do parasito em combinacdo com as caracteristicas do
sistema imunologico do hospedeiro contribuem extremamente para a diversidade dos
quadros clinicos das leishmanioses. Assim, a infeccdo pode resultar em diferentes
manifestacdes clinicas incluindo leishmaniose visceral (LV), leishmaniose mucocutanea
(LMC) e leishmaniose cutanea (LC), sendo a ultima subdividida em formas localizada
(LCL), difusa (LCDF) e disseminada (LCD). Somado a essas manifestacfes, ha a
leishmaniose cutanea pds Kala-azar (PKDL), forma mais rara observada em alguns
pacientes apos reincidéncia da sintomatologia clinica visceral (WHO, 2018).

A LC, a forma mais frequente da doenca, é endémica em mais de 70 paises
(DESJEUX, 2004). Estd amplamente distribuida no continente americano, com registros
de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. Ja a LV,
acomete principalmente os paises da Africa e foi descrita em pelo menos 12 paises da
América Latina, sendo que 90% dos casos de LV americana ocorrem no Brasil,
especialmente na regido nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Na area do tegumento onde o parasito é inoculado pela picada do inseto ocorrem
modificacbes histologicas que produzem uma reacdo inflamatoria caracterizada por
hiperplasia e hipertrofia, ou seja, aumento do nimero e do tamanho dos macréfagos
podendo causar ulceracdes indolores, arredondadas ou ovaladas (SCHWARTZ et al.,
2006). Sao responsaveis pela LC nas Américas as espécies de Leishmania (V.)
braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)
peruviana, L. (L.) mexicana, L. (L.) pifanoi, L. (L.) venezuelensis e no Velho Mundo L.
(L.) tropica, L. (L.) major e L. (L.) aethiopica. No Brasil existem sete espécies que séo
responsaveis pela leishmaniose cutanea, sendo seis do subgénero Viannia e uma do
subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espeécies L. (V.) lainsoni, L.
(V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas nas regides Norte e
Nordeste (MURRAY et al., 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A LMC é causada principalmente por L. (V.) braziliensis e por L. (V.) panamensis.
Essa forma da leishmaniose se complica com o aparecimento de lesdes ulcerosas nas
mucosas do nariz, boca e faringe. A propagacdo acontece, provavelmente por via

hematogénica. Nodulos com focos de macrofagos infiltrados podem surgir com raros
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parasitos e tendéncia a ulceracado, localizando-se na por¢cdo cartilaginosa do septo
nasal. Essas Ulceras costumam progredir em extensdo e profundidade, com destruicéo
das cartilagens e dos ossos do nariz, da regido palatina ou do macico facial.
Progressivamente ocorre a perfuracdo do septo ou do palato e o processo inflamatorio
se estende a faringe e a laringe, sendo possivel o encontro de metastases cutaneas
(ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

A LCD é causada por L. (L.) pifanoi, L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis nas
Américas; e L. (L.) aethiopica, na Africa e tem inicio com o desenvolvimento de les&o
Gnica no ponto de inoculacdo dos parasitos pelos flebotomineos, seguida por uma
dispersdo metastdtica que dara origem a lesbes multiplas, ndo ulcerativas,
disseminadas por toda a pele (MOLYNEUX e KILLICK-KENDRICK, 1987). Ja a LCDF é
uma manifestacdo rara e severa relacionada a anergia do sistema imunolégico e tem
como agente etiologico a L. (L.) amazonensis. Essa manifestacdo ndo € limitada a
América do Sul, ocorrendo também na india e Africa em pacientes co- infectados por L.
(L.) tropica e L. (L.) major e HIV (KHANDELWAL et al., 2011). As lesGes séo nodulares e
atingem diversas areas do corpo como face, orelha e troncos (ASHFORD, 2000).

Nas formas viscerais, 0s parasitos atacam o sistema fagocitico mononuclear do
baco, figado, medula 0ssea e dos tecidos linfoides, determinando a leishmaniose
visceral ou Kala-azar. A hipertrofia e a hiperplasia do sistema macrofagico das visceras
€ a razdo da esplenomegalia (aumento do baco), da hepatomegalia (aumento do
figado), bem como das alteragbes da medula 6ssea. Os macréfagos aumentam
consideravelmente em nimero e seu citoplasma torna-se abundante. Sao responsaveis
pela LV, a L. (L.) donovani, L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi (SINGH e SIVAKUMAR,
2004; BHATTACHARYA et al., 2006). No Brasil, a leishmaniose visceral € tipicamente
causada por L. (L.) chagasi, mas ha relatos de casos encontrados no estado da Bahia
em que a L. (L.) amazonensis era a causa da doenca (BARRAL et al., 1991).

Apresentacdes clinicas atipicas e graves tém sido descritas em associacdo com
imunodepressao, principalmente em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS). O primeiro caso de co-infeccdo Leishmania-HIV na América foi
relatado no Brasil (NICODEMO et al., 1990) cinco anos ap6s o primeiro relato mundial
ocorrido em 1985 no sul da Europa (DE LA LOMA et al.,, 1985). Em 1999, foram
diagnosticados mais de 1.400 casos de co-infec¢do Leishmania-HIV e 90% dos casos
foram observados na Italia, Espanha e Franca. Foram encontrados também casos de
co-infeccdo em outras areas do mundo como na india e no Oeste da Africa (PINTADO e
LOPEZ-VELEZ, 2001; ALVAR et al., 2008). Essa co-infecgéo tem um efeito sinérgico,
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em gue a leishmaniose muda a progresséo da doenca pelo HIV acelerando o inicio da

AIDS, e a imunossupresséao causada pelo virus facilita a disseminacéo da leishmaniose.

1.2 Diagnostico e tratamento das leishmanioses

O diagnéstico das leishmanioses € baseado em exames parasitolégicos,
imunolégicos e moleculares. Os exames parasitologicos incluem a demonstracdo do
parasito e o isolamento em cultivo in vitro ou in vivo (inocula¢gées em animais), realizado
a partir da raspagem ou puncdo das lesdes. Os exames imunolédgicos utilizam
principalmente os testes soroldgicos, como o teste de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) e o IFI (Imunofluorescéncia Indireta). Esses testes detectam
anticorpos anti-Leishmania presentes no soro dos pacientes, entretanto, devido a reacao
cruzada com outras doencas parasitarias ou bacterianas, esses testes ndo devem ser
realizados isoladamente. Os exames moleculares, que incluem primordialmente a PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) apesar de apresentar alta sensibilidade sendo
capazes de detectar e identificar a espécie da Leishmania sdo métodos pouco utilizados
na rotina diagndstica por apresentarem custo relativamente alto (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

Atualmente a terapéutica da leishmaniose é um dos topicos mais importantes,
pois constitui-se em um grande problema mundial. O aumento de casos que nao
respondem ao tratamento tradicional leva cada vez mais individuos & obito. Além disso,
existem dificuldades relacionadas ao tratamento disponivel, toxicidade, efeitos colaterais
severos e desenvolvimento de resisténcia dos parasitos frente aos farmacos, sendo
esses um dos principais motivos para 0 insucesso na terapia da doenca (CROFT,;
COOMBS, 2003; NEUMANN et al., 2010).

Em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna descreveu que o tartaro emético era eficaz
na terapéutica da leishmaniose tegumentar americana. Trés anos mais tarde, na Italia,
foi relatado o tratamento da leishmaniose visceral com essa droga. Em 1922, a primeira
droga & base de antiménio pentavalente (Sbh") tendo efeito contra L. (L.) donovani foi
sintetizada por Brahmchari na india (PETER, 1981 apud SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

Apesar do tempo de tratamento ser prolongado, de possuir efeitos colaterais
graves, como nefrotoxicidade, pancreatoxicidade e hepatotoxicidade, de ter incidéncia
de falha terapéutica e de ser comprovada a existéncia de parasitos resistentes aos Sbh",
esses ainda sdo os farmacos de primeira escolha para o tratamento de LV e LC na
maior parte das areas endémicas. Mesmo com o seu uso difundido por mais de meio

século, o0 mecanismo de acéo dos Sh" ainda n&o estédo completamente esclarecido.
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Acredita-se que sua eficacia contra o parasito possa estar relacionada a sua

conversdo a antimonio trivalente (Sb"

). No entanto, a biomolécula envolvida e o local
onde ocorre a reducdo do Sb¥ ao Sh" ainda n&o foram identificados (FREZARD et al.,
2001; CROFT et al., 2006). O Sh" é letal para as formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania e acredita-se que ele interfere no processo de [-oxidacdo de acidos
graxos e glicdlise do parasito, levando a deplecdo dos niveis de ATP intracelular
(BALANA-FOUCE et al.,, 1998). A eficiéncia desses compostos tem-se reduzido
significativamente devido a selecdo de parasitos resistentes observada durante os
ultimos 15 anos, principalmente no Nordeste da india onde mais de 60% dos pacientes
com LV ndo respondem mais a terapia com antimoniais (MUNIARAJ, 2014; SUNDAR et
al., 2014).

A anfotericina B (AnfB) é o farmaco de segunda escolha para o tratamento da LV
e LC. Durante a ultima década a AnfB, formulada como desoxicolato de anfotericina, foi
amplamente utilizada no tratamento da LV, mas seu uso € limitado pela toxicidade e
reacOes adversas. Para tentar contornar esses problemas, formulagdes lipidicas menos
toxicas foram desenvolvidas. Desde entdo, a AnfB lipossomal tem apresentado o melhor
indice terapéutico dentre as drogas anti-Leishmania atuais, particularmente em areas
onde a resisténcia aos antimoniais tem sido reportada (BERMAN, 2005; DESJEUX,
2004). Nestas formulacdes, os lipidios agregados a molécula de AnfB reduzem a
toxicidade do farmaco por facilitar sua absorcdo pelas células do sistema reticulo
endotelial, aumentando sua eficacia (BERMAN, 2005; DESJEUX, 2004; MISHRA,
SAXENA; SINGH, 2007), porém o alto custo tem restringido o seu uso (NONATA et al.,
1997). O principal mecanismo de acdo da AnfB esta relacionado a formacgéo de poros na
membrana plasmatica do parasito, capazes de alterar o balango idnico e resultar na
morte celular (revisado em CROFT; COOMBS, 2003; NEUMANN et al., 2010).

Na ultima década foi descrito o primeiro farmaco de uso oral para o tratamento de
leishmaniose, a miltefosina, que demonstrou atividade no tratamento da LV e LC
(SUNDAR et al., 2000; SOTO et al., 2001) nos casos de resisténcia ao antimoénio (JHA
et al., 1999). O mecanismo de citotoxicidade exato da miltefosina em Leishmania spp.
ainda nao esta completamente esclarecido, mas sua atividade tem sido relacionada com
morte celular programada (PARIS et al., 2004; VERMA; RAKOTOMANGA et al., 2005;
RAKOTOMANGA et al., 2007). No Novo Mundo a LC pode ser tratada com pentamidina,
que é utilizada em casos nao responsivos aos antimoniais ou nos casos de
hipersensibilidade ao antimoénio. Apresenta maior toxicidade quando comparada aos
antimoniais, (CROFT e COOMBS, 2003; SINGH e SIVAKUMAR, 2004; MURRAY et al.,
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2005) e possui efeitos colaterais severos, como nefrotoxidade, hipotensao, hipoglicemia,
hiperglicemia, alteracdes cardiolégicas, e o aparecimento de diabetes mellitus em
alguns pacientes (RATH et al., 2003; BHATTACHARYA et al., 2006; JHA, 2006). Nao se
sabe o0 exato mecanismo de acdo da pentamidina, mas acredita-se que a droga age
interferindo na sintese do DNA, alterando o cinetoplasto e fragmentando a membrana
mitocondrial (CROFT e COOMBS, 2003; SUNDAR e CHATTERJEE, 2006). Existem
varios compostos com atividade leishmancida, entretanto, poucos podem ser utilizados
em humanos (SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

A paromomicina € um antibiético aminoglicosidico, testado como tratamento
alternativo para a LC e LV na Tunisia, Equador e Panama (ARMIJOS et al., 2004; BEN
SALAH et al., 2009; BEN SALAH et al.,, 2013; SOSA et al., 2013). Mas, estudos
realizados por Sundar et al., (2008), demostraram uma eficacia variavel para o
tratamento com paromomicina de acordo com a espécie de Leishmania spp. envolvida
e dependente da regido geogréfica. Atualmente, a paromomicina tem sido utilizada
como alternativa para o tratamento da LV na india, geralmente em pacientes com
contra-indicacdo para o uso de Sb’. O mecanismo de acéo da paromomicina pode estar
relacionado a despolarizacdo da membrana mitocondrial da Leishmania spp. resultando
em inibicdo da respiracéo celular (CROFT; COOMBS, 2003).

A limitada disponibilidade de farmacos para o tratamento, somado a diversidade
de efeitos colaterais e o surgimento de cepas resistentes, mostram a importancia de
pesquisas que sejam focadas no desenvolvimento de novas moléculas com alvos
moleculares especificos e que contribuam para o tratamento das leishmanioses, entre

outras doencgas negligenciadas.

1.3 0 efeito dos compostos ciclopaladados em Tripanossomatideos

Os metais sdo capazes de se ligarem e interagirem com moléculas bioldgicas
como proteinas e DNA. Os compostos de coordenagcdo possuem um ion metélico
central, coordenado a ligantes, por meio de atomos que contem um par de elétrons
disponiveis para formar ligacdo. Esses compostos oferecem uma série de vantagens
frente aos compostos organicos tradicionais, como: (i) multiplicidade de caracteristicas
inerentes aos centros metdlicos, (i) seu estado de oxidagdo, (i) numero de
coordenacédo, (iv) tipos de ligantes que permitem o desenho e a sintese de uma
imensidade de compostos, variando a carga, geometria e propriedades cinéticas e
termodindmicas dos mesmos (FREZZA et al.,, 2010; RONCONI; SADLER, 2007). O
interesse por compostos de coordenacdo para o tratamento de doencgas, principalmente
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o cancer, comecou no final de 1960, quando foi descoberta a atividade antitumoral do
complexo cis-diamindicloroplatina (1) (cisplatina)-cis-[PtCI2(NH3)2], (ROSEMBERG et
al., 1969).

Desde entdo, como alternativa terapéutica, muitos complexos metalicos utilizados
como quimioterapicos no tratamento do cancer foram desenvolvidos como anélogos da
cisplatina e utilizados frente a diversos parasitos, devido a similaridade entre as vias
metabolicas presentes entre células cancerigenas e tripanossomatideos. O estudo
conduzido por Das e Livingstone (1978) representou um marco importante nas
pesquisas terapéuticas dos derivados de Pd (II) demonstrando a sua eficiéncia frente as
células tumorais. Sendo assim, nos ultimos anos, ciclometalados de paladio (Il),
conhecidos também como ciclopaladados, foram empregados com sucesso na area
médica, como espécies antitumorais (ALBERT et al., 2014; CAIRES, et al., 2007).

Esses compostos bioinorganicos sao explorados para a descricdo de novos
agentes anti-Trypanosomatidae, incluindo complexos de metais de ouro, platina, iridio,
rodio, 6smio, ferro e paladio (CROFT et al., 1992; SANCHEZ-DELGADO; ANZELLOTTI,
2004; FRICKER et al., 2008; MATSUO et al., 2010; NAVARRO et al., 2010; PALADI et
al., 2012; FRANCO et al., 2013; VELASQUEZ et al., 2014, 2016; ZINSSTAG et al.,
1991). Farrell; Williamson e Mclaren (1984), demostraram a atividade tripanocida de
compostos quimioterapicos de platina, como a cisplatina e a carboplatina. Esses
complexos também apresentaram efetiva bioatividade contra formas promastigotas e
amastigotas de L. (L.) amazonensis em concentracdes que ndo sdo tdxicas para o
hospedeiro (PALADI et al., 2012) e estdo sendo postulados no tratamento da doenca de
Chagas por Fricker et al., (2008), Matsuo et al., (2010) e Albert et al., (2014).

Sabe-se que entre os mecanismos de acdo da cisplatina o seu principal efeito
antitumoral esta relacionado com a interacdo covalente com o DNA. Ao ligar-se ao DNA,
o complexo de platina causa lesdes que alteram a estrutura conformacional da
molécula, interferindo nas fungdes de replicacdo e transcricdo, culminando em eventos
de morte celular (KEENE; SMITH, COLLINS, 2009; KELLAND, 2007). Entretanto, muitos
testes foram realizados com os complexos de platina (ll), indicando efeitos colaterais
como imunossupresséo (KELLAND, 2007).

Os ciclometalados geralmente estdo associados a diversos efeitos colaterais,
entretanto, derivados de compostos ciclopaladados tém sido sintetizados e utilizados
como alternativa terapéutica uma vez que o anel quelato proporciona a estabilidade
termodinadmica e a labilidade apropriada para garantir que o complexo mantenha a sua

estrutura intacta tempo suficiente no meio biolégico até atingir o seu alvo (MATSUO et
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al., 2010; CAIRES et al., 1999). Além disso, complexos quelatos tendem a apresentar
uma menor toxicidade (FRICKER et al., 2008; NAVARRO et al., 2010; SANCHEZ-
DELGADO; ANZELLOTTI, 2004).

Estudos conduzidos por Gorbacheva, et al., (2008); Kashanian, et al. , (2008) e
Matesanz, et al. (1999) indicaram que os complexos de paléadio (ll), assim como os de
platina, interagem com o DNA. Ao estudaram a interacdo do complexo
[PdCI,(bipy)+(bipy=2,2’bipiridina) com o DNA, Gao et al., (2008) notaram que diferente
do que ocorre com a cisplatina, (que se liga preferencialmente ao nitrogénio N7 da base
guanina, seguido por N7-adenina, N1-adenina e N3-citosina) a interacdo do complexo
de paladio (II) com a base adenina ocorreu por meio dos atomos de nitrogénio N3 e N9.
Além disso, o complexo e paladio (Il) intercalou na fita dupla de DNA (MANSY, et al.,
1987).

Mansouri, et al., (2008) ao trabalharem com complexos de Pd(ll) e Pt(Il) do tipo
[M(Bu-dtc)(bipy)]NO3 (M = Pd(ll) ou Pt(Il), Bu-dtc = butilditiocarbamato) perceberam que
o composto de paladio (1) interagiu mais fortemente com o DNA quando comparado ao
complexo analogo com platina. Em outros estudos envolvendo os complexos de Pd (ll),
[Pd(C2,N-S(-)dmpa)(dppf)]Cl, Barbosa et al., (2006) observaram que o ciclopaladado
exerce acdo biologica sobre os lisossomos. Os resultados apresentados no estudo
destes autores sugerem que este complexo desencadeia a permeabilizacdo da
membrana lisossémica com a liberacdo de enzimas lisossémicas, principalmente a
catepsina B para o citosol.

Velasquez et al., (2017), conduziram estudos demonstrando que o complexo
ciclopaladado binuclear, p-diazidobis(N,N-dimetilbenzilamina)dipaladio(ll), denominado
CP2 ([Pd(dmba)(u-N3)]2) (figura 4) possui atividade leishmanicida e tripanocida frente as
formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amanzonensis, espécie relacionada a LC e
LMC, principalmente, e Trypanosoma cruzi, protozoario causador da doenca de Chagas,
respectivamente. Em estudos in vivo, utilizando o modelo BALB/c infectados com L. (L.)
amazonensis, CP2 ndo apresentou toxicidade, quando testados frente a marcadores
bioquimicos de funcdo renal e hepética, mostrou baixa citotoxicidade quando testados
em macroéfagos peritoneais de camundongo (CCso = 506,0 + 10,7 uM) e alta seletividade
para as formas amastigotas de L. (L.) amazonensis (SI= 49,90) e T. cruzi (SI = 224,88).
Nesse mesmo estudo, Veladsquez et al.,, (2017), determinaram o valor de ICsy do
ciclopaladado CP2 sob as formas promastigotas (ICso = 13,2 £ 0,7 uM), e amastigotas
intracelulares (ICso = 10,2 £ 2,2 uM) de L. (L.) amazonensis. Os autores demonstraram

ainda, que CP2 é capaz de inibir a etapa de clivagem da DNA Topoisomerase IB do
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parasito, enzima essencial nos processos de transcricdo e replicagdo da Leishmania

SppP.

Figura 4. Estruturas do composto ciclopaladado binuclear denominado CP2 [Pd(dmba)(u-
Ns)]o. N3 = azida, dmba: N’,N’-dimetilbenzilamina,

CH
HBC\ Y, 3

NNN

/ \pd/

Fonte: De Souza, (2013).

1.4 DNAs topoisomerases como alvos terapéuticos

DNAs topoisomerases (DNATopo) constituem uma familia de enzimas que
desempenham um importante papel nos processos de replicacdo e atuam na regulacéo
da topologia do DNA, inserindo uma quebra temporaria em uma ou em ambas as fitas
do DNA. As topoisomerases IB (TopolB) produzem quebras numa cadeia do DNA e
permitem o giro da cadeia quebrada sobre a cadeia intacta. A TopolB conserva a
energia do rompimento da ligacdo fosfodiéster, estocando-a na forma de ligacao
covalente que ocorre entre ela e 0os grupamentos fosfatos no ponto de clivagem. Depois,
a enzima utiliza essa energia para restaurar a ligacdo fosfodiéster e selar a quebra.
Algumas topoisomerases do tipo | podem relaxar super-enovelamentos positivos e
negativos no DNA. Essas enzimas sao potenciais alvos para drogas citotoxicas. Alguns
compostos ja foram descritos como capazes de interferir na atividade de Topol
(ALBERTS, et al., 2015).

A DNATopol, por ser uma enzima essencial em diversos processos celulares,
como (i) replicagao, (ii) transcricao, (iii) recombinacéo e (iv) reparo do DNA, tem sido
utilizada, testada e explorada como um potente alvo para o desenvolvimento de novos
farmacos contra a leishmaniose (CHAWLA; MADHUBALA, 2010; D’ANNESSA;
CASTELLI; DESIDERI, 2015;). De acordo com Das et al.,, (2004), a DNATopolB de
Leishmania esta localizada tanto no ndcleo quanto no cinetoplasto do parasito.
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As DNA Topoisomerases do tipo | foram isoladas de Leishmania (L.) donovani
(CHAKRABORTY; GUPTA; MAJUMDER, 1993), T. cruzi (RIOU et al., 1983) e T. brucei
(BODLEY et al., 2003), e caracterizadas em L. (L.) donovani e T. cruzi (BROCCOLI et
al., 1999; CHAKRABORTY; GUPTA; MAJUMDER, 1993; D’ANNESSA; CASTELLI;
DESIDERI, 2015; RIOU et al., 1983). Interessantemente, e extremamente importante do
ponto de vista de desenvolvimento de novos farmacos, a DNA TopolB de Leishmania
possui uma estrutura diferente da DNA TopolB humana (hTopol) (D’ANNESSA,;
CASTELLI; DESIDERI, 2015). A hTopol € uma enzima monomérica composta por 765
residuos de aminoacidos, enquanto a DNA TopolB da Leishmania é expressa por dois
genes diferentes, produzindo um heterodimero, onde a primeira subunidade possui 635
aminoacidos, denominada de subunidade maior, e a segunda, de 262 residuos de
aminoacidos, denominada de subunidade menor, como mostra a figura 5 (DAVIES et al.,
2006; BALANA-FOUCE et al., 2014).

Figura 5. Estrutura monomérica da enzima DNA TopolB humana (hTopol) e estrutura
heterodimérica da DNA TopolB de L. (L.) donovani (LATOP1L e LATOP1S).

R488 K532 R590 H632 Y723
R314 K352 R410 H453 S580

|
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Fonte: Davies et al., (2006)

Os inibidores das DNATopo podem ser classificados em dois grupos, (i) os
considerados venenos e (ii) os inibidores cataliticos. Os venenos atuam ligando-se a
enzima e ao DNA ao mesmo tempo, formando um complexo DNA-inibidor-
Topoisomerase que ndo se desliga, impedindo a etapa de religacdo das cadeias do
DNA. Ja os inibidores cataliticos se ligam a DNATopo impedindo que a enzima se ligue
ao DNA (DAS, 2018). Os primeiros inibidores descritos da enzima DNA TopolB
pertencem a familia das camptotecinas (CPT) (alcaloide4-etil-4-hidroxi-1,12-diidro4H-2-

oxa-6,12a-diaza-dibenzo[b,h]-fluoreno-3,13-diona) a CPT, atua como um veneno nas
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células, formando um complexo DNA-CPT-Topoisomerase, que ndo se desliga (DAS, et
al., 2004). A CPT é uma droga antitumoral, que impulsiona o aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nas células (TAGLIARINO, 2001) e estdo sendo ligadas a
morte celular em tripanossomatideos, mas com elevada toxicidade (BODLEY;
SHAPIRO, 1995). Existem alguns analogos da CPT, topotecan, irinotecan, belotecan e
gimatecan, desenvolvidos com o intuito de diminuir a sua toxicidade. Estes analogos
tém se mostrado menos toxicos, entretanto, também sdo menos eficientes quando
comparados aos efeitos da CPT (DETERDING et al., 2005).

Prada et al., (2013) ao analisarem os efeitos do gimatecan em L. (L.) infantum
elucidaram a eficacia do mesmo em causar inibicdo da DNATopolB e a morte do
parasito. Das et al., (2006), ao estudarem alguns compostos naturais perceberam que
os flavondides como a baicaleina, luteolina e quercetina também foram capazes de
bloguear a atividade de religacdo da TopolB em L. (L.) donovani. Chowdhury et al.,
(2011), estudando a acédo de triterpenos naturais, evidenciaram que derivados
betulinicos (isolada da planta Betula spp.) a betulina disuccinil, diidrobetulina diglutarl e
diidrobetulina disuccinil, exerceram atividade inibitéria no processo de relaxamento do
DNA de L. (L.) donovani.

OLIVEIRA (2012) mostrou que o lapachol, uma naftoquinona natural, e alguns de
seus derivados sintéticos como a a- e a B-lapachona, estdo sendo associados a inibicédo
de topoisomerases. Experimentos realizados por Balafia-Fouce et al., (2012) utilizando
macréfagos murinos infectados com L. (L.) infantum e tratados com Indotecan ou AM13-
55 mostraram atividade anti-amastigota. Ensaios de relaxamento e clivagem do DNA
foram realizados in vitro na presenca d o indotecan e o AM13-55, mostrando que estes
compostos sdo capazes de promover a formagédo do complexo de clivagem comparavel
a CPT.

Alguns autores indicam que diferentes complexos metalicos possam inibir DNAs
topoisomerases do tipo | ou Il (CASINI et al., 2009; CASTELLI et al., 2012; NEVES;
VARGAS, 2011; WU; YALOWICH; HASINOFF, 2011). Os antimoniais pentavalentes,
utilizados no tratamento da leishmaniose atuam, inibindo as topoisomerases
(CHAKRABORTY; MAJUMDER, 1988), assim como alguns complexos metéalicos como
o ciclometalado de ouro (lll) (CASTELLI, et al., 2011), os complexos de platina (Il)
(NEVES, et al., 2013) e de cadmio (WU, WALOWICH, HESNOSS, 2011).

Diante das potencialidades do CP2 e seu promissor uso para o desenvolvimento
de analogos mais potentes para o tratamento das leishmanioses, estudos aprofundados

do mecanismo de agao dessa molécula e de entendimento das vias “pds-inibicado” da
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DNA TopolB de L. (L.) amazonensis, sdo extremamente importantes e interessantes,
uma vez que em funcdo da inibicdo enzimética pode-se gerar na célula quebra e/ou
acumulo de danos no DNA do parasito. Pensando em cascata, quebras no DNA
promovidas por antileshmaniais podem alterar o funcionamento do ciclo celular e causar
aumento na expressao de genes que estdo relacionados a processos de reparo do
DNA, detoxificacdo celular e ligados a eventos de sinalizagdo da morte celular do
parasito.

1.5 Pés-genbmica: A eletroforese bidimensional aplicada a andlise protedmica

associada a expressao génica

A revolucdo propiciada pela gen6mica tem levado a utilizagdo de técnicas de
andlise em larga escala de transcritos de todos os genes (transcriptoma) ou analise de
todas as proteinas (proteoma) de uma célula. As inter-relacdes entre essas analises,
bem como a investigacdo da interacdo entre proteinas (interatoma), tém criado
oportunidades de estudo da expressao fisiolégica de um determinado micro-organismo.
O estudo da expressdo de mRNA e de proteinas tem sido fundamental para o
entendimento dos mecanismos moleculares presentes em parasitos, uma vez que a
expressao de proteinas pode estar intimamente relacionada a expressao dos genes que
codificam para essas proteinas (SINGH; NAGARAJ, 2006; COX; MANN, 2007). A
protedmica funcional refere-se ao estudo das proteinas de um organismo expressas em
um momento especifico, envolvendo a caracterizacdo de proteinas diferencialmente
expressas de células expostas a diferentes condicbes ambientais. A andlise protedmica
comparativa de células baseia-se principalmente na separacdo de milhares de proteinas
por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) em combinacdo com a identificacdo por
espectrometria de massas (MS) (GYGI et al., 1999; SIMPSON, 2002), seguida de
estudos de expresséo génica por PCR em tempo real (QPCR) (GORG; WEISS; DUNN,
2004).

Nesse contexto, € extremamente interessante o estudo aprofundado de novas
moléculas candidatas ao desenvolvimento de novos farmacos, mais eficientes e menos
toxicas para o tratamento das leishmanioses. O estudo dessas novas moléculas esta
acoplado ao entendimento do seu mecanismo de acéo, elucidando como o0 composto é
capaz de eliminar formas promastigotas e amastigotas de Leishmania spp. Desta forma,

Veldsquez, (2017) realizaram andlises protedémicas comparativas, por meio da técnica
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de 2D-PAGE seguida por espectrometria de massas, para identificar proteinas
diferencialmente expressas em L. (L.) amazonensis na auséncia/presenca de CP2.

Dentre as proteinas encontradas nos ensaios supracitados, destacam-se cinco
proteinas envolvidas no processo de traducdo/sintese de proteinas (ribonucleoproteina
P18 mitocondrial, fator translacional de elongacao 183, proteina 60S ribosomal, fator de
elongacao 1a e fator de elongagao 2), duas associadas ao metabolismo de proteinas
(carboxipeptidase e subunidade a do proteasomo), seis chaperoninas associadas a
resposta ao estresse (GRP78, calreticulina, HSP70, dissulfureto isomerase (PDI),
proteina de choque térmico 10KDa (HSP10 e HSP83-1), duas proteinas que atuam no
processo de detoxificacdo celular (tripanotiona redutase e triparedoxina peroxidase
(peroxiredoxina), duas proteinas associadas a cadeia respiratéria (citocromo ¢ oxidase
subunidade IV e ATP sintase subunidade B) e duas proteinas relacionadas com o
citoesqueleto (B tubulina e a tubulina). Durante a isoeletrofocalizacdo, as proteinas
migram de acordo com 0s seus pontos isoelétricos (pl). A adicdo de fosfato a proteina
resulta no aumento de duas cargas negativas, isso faz com que a proteina desloque o
seu pl para o lado &acido (+), dessa forma, foi possivel identificar as varias isoformas de
algumas proteinas, de acordo com o pl de cada uma delas, como € o caso da
calreticulina, GRP78, citocromo c-oxidase, tripanotiona peroxidase e ATP sintase
subunidade B, ja que os eventos de fosforilagdo sdo dindmicos e variam de acordo com
as condi¢des ambientais em que a célula se encontra (VELASQUEZ, 2017).

Algumas dessas proteinas, como é o caso da HSP70, tripanotiona redutase e
subunidade a do proteasomo estao envolvidas na sobrevivéncia intracelular do parasito
e na ativacdo da morte celular, assim como a HSP10kDa (SILVERMAN et al., 2008),
mostrando que muitas proteinas relacionadas a tentativa de sobrevivéncia ou ativagéo
da sinalizacdo da cascata de morte celular estdo sendo mais expressas com o intuito de
reestabelecer a homeostase celular, ou levar o parasito & morte. A maioria das proteinas
super-expressas na célula do parasito na presenca de CP2 estdo presentes em duas
organelas importantes para as células: a mitocéndria e o reticulo endoplasmatico (RE).
Dentre as proteinas mitocondriais de membrana, o citocoromo C subunidade IV, a ATP
sintase, e a ribonucleoproteina pl8 que participam da fosforilacdo oxidativa e do
transporte de ions foram encontradas (KOWALTOWSKI, 2004). Variacdes na
integridade e funcionalidade da mitocondria podem afetar a viabilidade celular, sendo
que, varios fenbmenos mitocondriais participam como iniciadores, amplificadores e

reguladores de sinais que levam aos processos de despolarizagdo da membrana
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mitocondrial e morte celular (ADAMS; CORY, 2001; CROMPTON, 1999; DANIAL;
KORSMEYER, 2004; DUCHEN et al., 1993; HESS; MANSON, 1984).

Dentre os achados protedmicos (VELASQUEZ, 2017), a calreticulina também foi
encontrada super-expressa, essa enzima esta intimamente ligada ao RE, uma vez que
ela é a principal proteina ligadora de Ca** dessa organela (DOCAMPO; HUANG, 2015;
GROENENDYK; LYNCH; MICHALAK, 2004). Em condicdes fisiolégicas, o nivel de
calreticulina no RE esta diretamente relacionado & concentracdo do Ca*", que varia de
acordo com o metabolismo celular. Modificagcbes nos niveis de calreticulina por
superexpressao/subexpressao podem acarretar uma rapida modificacdo na homeostase
do Ca**, traduzido no processo de morte celular (GROENENDYK; LYNCH; MICHALAK,
2004). Inimeros tipos de estresse celular podem aumentar os niveis de calreticulina,
contribuindo para defeitos de sinalizacdo por Ca?*, interferindo no balanco intracelular
desse cation em L. (L.) amazonensis, aumentando, como consequéncia, 0s niveis de
ROS nas células (GROENENDYK; LYNCH; MICHALAK, 2004; LIM et al., 2008). Esses
niveis aumentados de ROS nas células também podem ser consequéncia indireta do
aumento da expressdo da proteina dissulfeto isomerase (PDI) que esta envolvida,
juntamente com a enzima oxidoreductina (Erolp), na formacao de ligacdes dissulfeto no
RE para transferir elétrons dos grupos tidis de proteinas para o oxigénio molecular,
gerando ROS como subproduto (TU; WEISSMAN, 2004).

De fato, a geracdo de ROS em excesso, promovida pela despolarizacdo da
membrana mitocondrial, ou pela atividade da PDI, podem justificar o aumento observado
nos niveis de tripanotiona redutase e triparedoxina peroxidase (peroxiredoxina), enzimas
envolvidas no processo de detoxificacdo celular, e enzimas relacionadas com diferentes
respostas aos estresses celulares, como a GRP78, HSP70, HSP83-1 e a HSP10kDa.

1.6 O ciclo celular como regulador da sobrevivéncia da Leishmania spp.

O entendimento dos mecanismos de acdo dos compostos que interferem na
atuacdo de enzimas importantes para a homeostase do organismo, depende da
compreensao dos processos de estabilidade gendmica. Essa estabilidade é condigcéo
essencial a sobrevivéncia e ao funcionamento dos organismos vivos e, portanto, é
constantemente desafiada por danos causados na estrutura primaria do DNA por fatores
gue incluem desde metabdlitos celulares até agentes externos. No intuito de preservar a
integridade gendmica e contornar os efeitos deletérios dessas modificagbes, uma via

constituida de proteinas especializadas em reconhecer e reparar esses danos foi
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selecionada ao longo do curso evolutivo. A deteccdo do dano ao DNA ou a organelas e
enzimas essenciais para a sobrevivéncia do parasito é sinalizada por proteinas que
medeiam e executam uma determinada resposta, que pode incluir modificacdo da
cromatina (WANG; HAN et al., 2012), expressao de genes envolvidos no reparo de DNA
(YOUSEFZADEH; WOOD, 2013), parada do ciclo celular (GRANDIN; CHARBONNEAU,
2013) e morte celular (HUANG; ZHANG et al., 2012).

A proliferagdo celular é um processo extremamente coordenado onde a
progressao pelas fases do ciclo celular € regulada, de modo muito preciso, por uma rede
bioguimica complexa, que sinaliza 0 andamento e as passagens entre G1 (transcricao
do RNA e sintese de proteinas), S (replicacdo do DNA), G2 (transcricdo do RNA e
sintese de proteinas), e M (divisdo celular). Esse controle é vital para a manutencao do
ritmo de proliferacdo, para garantir a correta replicagdo do material genético,
segregacao dos cromossomos, e coordenar os processos de diferenciagéo, senescéncia
e morte (MALUMBRES; BARBACID, 2009) dos organismos.

Figura 6. Fases do ciclo celular em eucariotos. G1/G2: Fase do ciclo celular em que
ocorre a transcricdo do RNA e sintese de proteinas. GO: Fase quiescente S: Fase do ciclo
celular em que ocorre a sintese de DNA. M: Fase do ciclo celular em que a ocorre a mitose.
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2018.

Se as condicbes extracelulares sdo desfavoraveis, as células retardam a

progressdo celular, parando em G1. Se as condi¢Oes intracelulares n&o estédo
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favoraveis, as células podem parar nas fases S ou G1, para decidirem se completam o
ciclo celular ou sinalizam para a morte celular. O sistema de controle do ciclo celular
bloqueia a progressdo, fazendo com que as células parem nos checkpoints se
detectarem problemas dentro ou fora das células. Em cada ponto de checagem a célula
deve responder uma série de “perguntas fisioldgicas”, como, “todo o DNA esta
replicado?”, “todos os cromossomos estao ligados ao fuso?”, “o ambiente é favoravel?”,
para saber se deve progredir ou parar até que a homeostase seja retomada (ALBERTS,
et al., 2015).

Figura 7. Modelo do controle do ciclo celular de células eucariéticas. Em Funcéo de
Danos no DNA. DSB (Double Strand Break - quebra da fita dupla de DNA) e SSB (Single
Strand Break — quebra de uma Unica fita do DNA) sdo reconhecidas por quinases e o
recrutamento destas enzimas acarreta na ativacdo de vias que denotam consequente
parada do ciclo celular em G1 ou S, dependendo das enzimas recrutadas e do tipo de dano
causado ao DNA.
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Fonte: Adaptada de Curtin, (2012) apud Damasceno, et al., 2016.

Inicialmente, essas vias respondem a fatores extracelulares que, através de uma
cascata de sinalizacdo, fornecem o estimulo para que a célula saia de G1 e se prepare
para entrar em S. Desse modo, a célula permanece durante G1 em um estado
quiescente, conhecido como GO, até que ocorra o estimulo mitético extracelular que

sinalize a saida de G1 (EKHOLM et al., 2001). Ao fim de G1, o sistema que regula a
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progressao do ciclo torna-se independente da sinalizacdo extracelular, passando a ser
controlado por mecanismos intracelulares que envolvem a sequencial ativagcdo de uma
familia de proteinas chamadas quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (NELSON;
COX, 2005) que séo responsaveis por sinalizarem a fosforilacdo e desfosforilagdo de
muitas proteinas envolvidas nos eventos que envolvem as fases do ciclo (ALBERTS, et
al., 2015).

Para o estabelecimento de uma resposta apropriada aos danos no DNA é
necessario que o controle da progressédo do ciclo celular esteja acoplado as vias de
deteccdo e reparo de DNA. Dessa forma, € possivel garantir que as lesées no DNA
sejam reparadas antes que se tornem mutacbes permanentes e herdaveis durante a
mitose. A quebra da dupla fita do DNA ativa uma cascata de sinalizagéo incluindo
muitas proteinas quinases que desencadeiam a parada do ciclo celular na fase G1.
Estruturas de DNA na forma de fita simples, se danificadas desencadeiam a inibicdo de
ciclinas, e paralisa o ciclo celular na fase S ou G2 (AMBIT, et al., 2008). Dessa forma,
agentes leishmanicidas como CPT e CP2 podem ser centrais na coordenagcao entre

deteccao de danos no DNA e progressao da diviséo celular.

Figura 8. Respostas ao dano no DNA de eucariotos. A geracdo de danos ao DNA
acarreta ativacdo de vias que denotam desde regulacéo do ciclo celular, até a morte celular
dos organismos.

Dano ao DNA
Regulacdodo
Reparo no DNA l ciclo celular
Modificagdes PR Resposta ao dano Modificagbes
Expressdo génica no DNA — —>| pés-traducionais
Senescéncia 1 Morte celular
Instabilidade
genomica

Fonte: Adaptada de: Alberts, (2015).

Defeitos em proteinas sinalizadoras e efetoras que compdem o ciclo celular
causam instabilidade gendémica e podem resultar em elevada taxa de mutacdes e
guebras no DNA (ALBERTS, et al., 2004). Um conjunto de mecanismos especializados

em reconhecer e reparar os danos estruturais no DNA foi selecionado durante a
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evolugdo dos organismos para escapar dos efeitos deletérios decorrentes das
alteracdes no material genético (HARPER; ELLEDGE, 2007). Células defeituosas para
esses mecanismos apresentam maior sensibilidade a agentes toxicos e genotoxicos e,
em mamiferos, podem originar doengas como o cancer, em tripanossomatideos, podem
levar os parasitos a morte celular. Cada tipo de lesdo no DNA pode desencadear uma
resposta distinta (AMBIT, et al., 2008). Se ha dano ao DNA, existe uma resposta a este
dano, que inclui modificacdes da expressao génica e modificacdes pds-traducionais com
o intuito de reparar o dano ao DNA e regular o ciclo celular (ALBERTS, et al., 2015),
mas se estes eventos ndo sdo bem sucedidos, ha instabilidade gendmica que pode ser

traduzida nos processos de senescéncia e morte celular.

1.7 Estresse e Morte celular em Eucariotos

A terminologia Reactive Oxygen Species (ROS) inclui os radicais livres, como o
radical hidroxila (OHe+), anion hidroxila (OH-), anion radical superéxido (O,*-=), anion
superoxido (O,-), peroxila (ROQOe<) e alcoxila (RO+) e os nao-radicalares, como 0
oxigénio (Oy), peroxido de hidrogénio (H,O,), e acido hipocloroso que embora nédo
possuam elétrons desemparelhados, sdo muito reativos em decorréncia de sua
instabilidade (BERGENDI et al., 1999; WISEMAN; KAUR; HALLIWELL, 1995; CADET et
al., 1999). Essas moléculas tém propriedades quimicas inerentes que conferem a
reatividade a diferentes alvos bioldgicos. As maiores fontes produtoras de ROS incluem
a mitocbndria, o reticulo endoplasmatico, a membrana plasmatica, 0 peroxissomo e o
citosol. Em concentracbes fisiologicas, as ROS tém funcbes biolégicas definidas,
atuando como moléculas de sinalizacdo que regulam os processos biolégicos e
fisiolégicos com o intuito de manter a homeostase celular (SCHIEBER; CHANDEL,
2014). Entretanto, caso os elétrons escapem da membrana externa da mitocondria ou
sob adversidades ambientais, ha o aumento de ROS no interior das células.

Em geral, niveis elevados de ROS, que excedem a capacidade antioxidante
celular, sdo prejudiciais as células, induzindo estresse oxidativo. Esse aumento de ROS
pode causar a despolarizagdo do A¥m, resultando em aumento no Ca?" intracelular e
liberacdo de citocromo C no citosol (KUMARI et al., 2017), oxidacdo dos lipidios de
membrana, danos as proteinas e ao DNA com consequente rompimento da homeostase
celular (SIES, 2017). Em condigcbes de homeostase, as ROS podem ser consideradas
moléculas com funcdes de mensageiros secundarios, exercendo (i) regulacdo da

expressao de genes sensiveis aos sinais redox e (ii) alteragbes da homeostase celular,
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através da sintese de moléculas fisiologicamente ativas (DIZDAROGLU; JARUGA,
2012). Em células de mamiferos, o aumento da producdo de ROS celular foi sugerido
como responsavel pela despolarizacdo da membrana mitocondrial e subsequente morte
celular (BANKI et al., 1999).

O padréo de alteracdes morfologicas e bioquimicas celulares associadas com a
programacdo normal de morte celular e certos processos patoldgicos in vivo inclui a
formacdo de vacuolos citoplasmaticos, encolhimento e diminuicdo do contato entre
células vizinhas, fragmentacdo da membrana nuclear, condensacdo cromatinica
(WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980; MCCONKEY, 1998; MELO et al., 2000),
despolarizacdo de membrana mitocondrial, fragmentacdo internucleossomal do DNA,
exposicdo da fosfatidilserina (PS), alteracbes na assimetria de fosfolipideos de
membrana plasmaética e liberacdo do citocromo C no citosol (HEISKANEN et al., 1999;
CURTIN; DONOVAN; COTTER, 2002). Quando a morte celular apresenta todas as
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas de apoptose, mas foi induzida por um
determinado composto ou por um estimulo fisico, ndo constitui um processo
programado e sim uma resposta celular as mudancas ambientais (MARIA, 1998; KERR,
1995; KERR, 2002).

Por outro lado, a morte celular por necrose ocorre, geralmente, em resposta a
injuria severa as células e é caracterizada morfologicamente por edema citoplasmatico e
mitocondrial, ruptura da membrana plasmatica e liberagdo do contetudo extracelular.
Consequentemente, ocorre a geracdo de uma resposta inflamatéria, que pode causar
injuria e até morte de células vizinhas (figura 9), ou seja, nessa condicdo um grande
namero de células sdo afetadas e lesadas ao mesmo tempo (CURTIN; DONOVAN;
COTTER, 2002). Ja a autofagia contribui primordialmente para a sobrevivéncia celular
através da degradacdo de macromoléculas e reciclagem de organelas, atuando assim
na manutencdo da homeostase (DUSZENKO et al, 2011). Entretanto, algumas
substancias podem induzir uma exacerbacdo desse processo, culminando na morte
celular em tripanosomatideos (BERA et al., 2003).

A célula tem quatro sistemas interdependentes que quando alterados podem
levar a morte celular: (i) danos as membranas, responsaveis por manter a homeostasia
ibnica e osmotica da célula e das organelas, (ii), danos a mitocondria, responsavel pela
respiracdo aerébica e fosforilagdo oxidativa com producdo de ATP, (iii)), dano a sintese
de proteinas e manutencao do citoesqueleto e (iv) danos ao DNA. Dessa forma, muitos
eventos podem levar uma célula a morte celular. Interessantemente, alguns reguladores

do ciclo celular podem influenciar tanto a divisdo quanto a morte celular programada
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(MCP). A correlacéo entre ciclo celular e apoptose esta comprovada devido as funcdes
de muitas proteinas envolvidas em ambos os processos, entre elas: c-Myc, p53, pRb,
Ras, PKA, PKC, Bcl-2, ciclinas e CK1. A fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas
controladas por quinases e fosfatases constitui um dos principais mecanismos que
regulam uma variedade de processos celulares incluindo o ciclo celular e a morte celular
(VERMEULEN; BERNEMAN; VAN BOCKSTAELE, 2003).

Figura 9. Diferencas entre dois tipos de morte celular comuns em eucariotos.
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Fonte: Adaptado de Freeman, et al., (2007).

Embora a ocorréncia de apoptose em protozoarios permaneca controversa
(AMBIT et al., 2008), é importante considerar que muitos eventos externos ou internos
levam o parasito a morte celular (LEE et al., 2007; RAINA; KAUR, 2012; GONZALEZ,
2009, AMBIT, et al., 2008). Contudo, existe uma grande lacuna na compreensdo da
MCP em organismos unicelulares porque apenas alguns dos componentes celulares da
via da apoptose foram identificados. Por exemplo, ndo é conhecido como o0s sinais
iniciados externamente resultam na alteracdo do A¥Wm, ou se de fato as metacaspases

(MCAs) fazem o papel das caspases na via de ativagao da apoptose (DEBRABANT, et
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al., 2003; GANNAVARAM, DEBRABANT, 2012) em Leishmania spp.

Figura 10. Modelo de MCP em Leishmania spp. Este modelo descreve os varios eventos
na inducdo da MCP em Leishmania, por diminuiagdo de proliferacdo, drogas
antileishmaniais, mudanca no potencial de membrana, ativacao de proteases. Setas indicam
a possivel sequéncia de acontecimentos, 1-2-3 e 4. O ponto de interrogacdo indica o
desconhecimento de como esses eventos de fato acontecem no parasito. Nucleo N; C-
cinetoplasto.
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Fonte: Adaptado de Debrabant, et al., (2003).

A Leishmania possui um ciclo de vida difasico alternando entre promastigotas
extracelulares e amastigotas intracelulares. De acordo com Gonzales et al., (2007)
apenas uma parte dos promastigotas diferenciam-se na forma metaciclica, dessa forma,
esses autores propuseram que as restantes formas pro-ciclicas passam por MCP para
limitar a utilizagdo de nutrientes, que sao restritos no intestino do flebotomineo e, dessa
forma, permitir a sobrevivéncia da forma mais capaz de transmitir a doenca, a
metaciclica. Além disso, no hospedeiro mamifero, em contraste com a necrose, as
células que morrem pelos processos semelhantes a apoptose ndo sao lisadas, e sim
fagocitadas, evitando o0 desenvolvimento de uma resposta inflamatoria,
desempenhando, desse modo, um papel importante no estabelecimento inicial da
infecc@o e progressdo para a fase cronica da doenca, promovendo um equilibrio entre
proliferacdo e morte celular (GONZALES et al., 2007)
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Conclusoes
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O CP2 é considerado um bom candidato para o tratamento da leishmaniose cutanea
causada por L. (L.) amazonensis;

0 CP2 induz o aumento na expressao de genes e proteinas em L. (L.) amazonensis
relacionados com processos de detoxificacao celular e disfungédo mitocondrial;

0 CP2 induz parada na progressao do ciclo celular em L. (L.) amazonensis na fase S;

U L. (L.) amazonensis apresenta niveis de histona yH2A aumentados apos tratamento
com CP2;

U CP2 induz a despolarizagcdo do potencial da membrana mitocondrial em L. (L.)
amazonensis;

U CP2 aumenta a formacdo de ROS intracelular, provocando estresse oxidativo em L.
(L.) amazonensis;

0 CP2induz a morte celular em L. (L.) amazonensis.
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