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RESUMO

Tricomoniase é a infeccdo sexualmente transmissivel ndo viral mais comum no
mundo e estd associada a complica¢cdes, como parto prematuro, baixo peso ao
nascer, infertilidade e predisposicdo ao cancer do colo do Utero e prostata. Além
disso, facilita a aquisicdo e transmissao do HIV. O manejo da infeccdo por T.
vaginalis ocorre através de farmacos da classe dos 5-nitroimidazdlicos, metronidazol
e tinidazol; no entanto, falhas no tratamento estdo associadas ao aumento da
resisténcia ao metronidazol (2,5 a 10%). Alguns derivados do fenantreno tém sido
investigados devido a potencial atividade contra virus, bactérias, fungos e acéo
antitumoral. Efeitos antimicrobianos sdo descritos para o composto 1,10-
fenantrolina-5,6-diona (fendiona), ligado ou ndo a metais como cobre (Cu?*) e prata
(Ag"). Neste contexto, este estudo revelou uma potente atividade tricomonicida de
fendiona e derivados metalicos, [Ag(fendiona);]CIO, e [Cu(fendiona)s](ClO4)2.4H,0,
contra isolados da American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos
frescos de T. vaginalis, com valor de ICsy <1,0 UM para o composto mais ativo, Cu-
fendiona. Além de ter apresentado atividade mais pontente que o metronidazol, Cu-
fendiona demonstrou acdo sinérgica com este farmaco. Ensaios in vitro com
fibroblastos, linhagem celular ndo tumoral mamifera, demonstraram baixa
citotoxicidade, e o composto Cu-fendiona apresentou maior indice de seletividade
(1IS=11), revelando atividade seletiva ao parasito. Os compostos agem aumentando a
producdo de espécies reativas de oxigénio reduzindo a expressdo génica de
enzimas antioxidantes responsaveis pela detoxificagdo, com consequente acumulo
de espécies nocivas que levam a danos e morte do parasito. Além disso, quando
investigado o tipo de morte envolvido no mecanismo de acéo, foi possivel observar
morte celular programada semelhante a apoptose. Considerando a crescente
resisténcia observada no tratamento de T. vaginalis e o impacto dessa infec¢cdo na
saude publica, a necessidade de novas terapias para o tratamento da tricomoniase
humana é notavel. Estes resultados destacam a importancia do composto fendiona e

seus derivados metalicos como moléculas de interesse farmacéutico.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, 1,10-fenantrolina-5,6-diona, derivados

metélicos, sinergismo, apoptose, metabolismo oxidativo, detoxificacdo.






ABSTRACT

Anti-Trichomonas vaginalis activity of 1,10-phenanthroline-5,6-dione and its metal

derivatives: effects on oxidative metabolism and apoptosis-like death induction

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted infection
worldwide and is associated with some complications such as premature birth, low
birth weight, infertility, and predisposition to cervical and prostate cancers. In
addition, it can facilitate the acquisition and transmission of HIV. Management of T.
vaginalis infection occurs through the 5-nitroimidazole drugs, metronidazole and
tinidazole; however, treatment failures are associated with increase in metronidazole
resistance (2.5 to 10%). Some phenanthrene derivatives have been investigated due
to potential activity against viruses, bacteria, fungi, and antitumor action. These
effects can also be produced by 1,10-phenanthroline-5,6-dione (phendione), bound
or not to metals such as copper (Cu®*) and silver (Ag"), as potential antimicrobial
compounds. Hence, this study revealed a potent trichomonicidal activity of phendione
and two metal derivatives, [Ag(phendione),]ClO, and [Cu(phendione)s](ClO,4),..4H-0,
against American Type Culture Collection (ATCC) and fresh clinical T. vaginalis
isolates, with 1Csp value <1.0 pM for the most active compound, Cu-phendione.
Besides demonstrated higher activity than metronidazole, Cu-phendione showed
synergic association with this clinical drug. In addition, in vitro assays with fibroblasts,
non-tumor mammalian cell linage, showed low cytotoxicity, and Cu-phendione had a
highest selectivity index (SI=11), revealing selective activity to the parasite.
Furthermore, when the type of cell death involved in the mechanism of action was
investigated, programmed cell death resemble apoptosis could be observed.
Compounds acted by increasing reactive oxygen species, reduction in gene
expression of detoxification enzymes, with consequently accumulation of harmful
species that lead to damage and death of the parasite. Considering the growing
resistance observed in T. vaginalis treatment and the impact of this infection on
public health, the need for new therapies for the treatment of human trichomoniasis is
remarkable. These results highlight the importance of these phendione and metal

derivatives as molecules of pharmaceutical interest.

Keywords: Trichomonas vaginalis, 1,10-phenanthroline-5,6-dione, metallodrugs,

synergism, apoptosis, oxidative metabolism, detoxification.
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A tricomoniase é a IST de origem n&o viral mais comum no mundo. A
estimativa global da infeccdo em 2008 foi uma incidéncia de aproximadamente 276
milhdes de novos casos e uma prevaléncia de 187 milhdes de adultos infectados
(WHO, 2012). A prevaléncia mundial da tricomoniase é muito maior quando
comparada a outras ISTs curaveis, como gonorreia, sifilis e clamidia. Em
contrapartida, a tricomoniase ndo € notificavel e ndo existe sistema de vigilancia e
deteccdo de isolados resistentes ao tratamento, recebendo relativamente pouca
énfase dos programas de salde publica de controle de ISTs (SCHWEBKE e
BARRIENTES, 2006; WHO, 2012).

As manifestacdes clinicas da tricomoniase variam desde a apresentacao
assintomatica até um estado de severa inflamacdo (vaginite) (LEHKER e
ALDERETE, 2000). Nos casos sintomaticos, com quadro de infeccdo aguda, a
inflamacéo € caracterizada por corrimento purulento, irritacdo e prurido vulvar, dor
abdominal baixa e disuria, além de pontos hemorragicos na mucosa vaginal ou
cervical acompanhados de edema e eritema, que conferem uma aparéncia
conhecida como colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango (MILLER e
NYIRJESY, 2011). Os homens geralmente sdo assintométicos e considerados
carreadores de T. vaginalis (PETRIN, 1998; SENA et al., 2007). Quando sintomatica,
a doenca estd associada a uretrite, epididimite, prostatite, fungcdo espermatica
reduzida e infertilidade (FICHOROVA, 2009). Atualmente 80% dos casos sao
assintomaticos, o que torna a doenca silenciosa e de curso crénico (POOLE &
MCCLELLAND, 2013), levando a complicacdes como doenca inflamatdria pélvica,
cancer cervical e de prostata (VIIKKI et al., 2000; SUTCLIFFE, 2010), parto
prematuro e baixo peso de bebés nascidos de mées infectadas (COTCH et al.,
1997). Muito importante e ja bastante estabelecida € a associagéo da tricomoniase
com o aumento da transmissao do HIV (SORVILLO et al., 2001; MASON et al.,
2005; MCCLELLAND et al., 2007; KISSINGER E ADAMSKI, 2013).

No tratamento da tricomoniase, 0s Unicos farmacos recomendados pelo
FDA/EUA sdao o MTZ e tinidazol (TNZ). Ambos pertencem a classe dos 5-
nitroimidazois, com idéntico mecanismo de acao, e apresentam uma série de efeitos
colaterais que incluem nauseas, vomitos, cefaleia, insdnia, vertigem e sonoléncia e
reacao de hipersensibilidade (PEARLMAN et al., 1996; MILLER e NYIRJESY, 2011).
No entanto, o uso de MTZ na gestacdo é recomendado pelo CDC/EUA, visto que

mutagenicidade e teratogenicidade ndo foram comprovadas em estudos recentes
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(VIEIRA et al.,, 2017). Ainda, outro agravante da tricomoniase Sdo 0S casos
emergentes de resisténcia dos isolados frente a esses farmacos, considerados uma
falha terapéutica no tratamento (DUNNE et al., 2003). E estimado que
aproximadamente 2,5 a 9,6% dos casos de tricomoniase apresentem algum nivel de
resisténcia no tratamento com MTZ (SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006).
Considerando-se a alta prevaléncia mundial da tricomoniase, aproximadamente 187
milhdes de casos, esta resisténcia torna-se um fator preocupante na saude publica.
Neste contexto, a busca de novos alvos e moléculas com potencial
terapéutico para o controle da tricomoniase é de extrema relevancia perante o
cenario mundial desta infeccdo com consequéncias no controle da AIDS (VIEIRA et
al.,, 2017). Derivados de fenantreno tém sido investigados com potencial acao
antimicrobiana. Essa molécula € encontrada na natureza e compde alguns dos
opiaceos naturais e sintéticos utilizados, como o caso da morfina, codeina e
naloxona (McCANN et al., 2012). Entre seus derivados, a molécula 1,10-
fenantrolina-5,6-diona (fendiona) ligada ou ndo a metais como cobre (Cu®*) e prata
(Ag"), respectivamente, [Cu(fendiona)s](ClO4),.4H,O e [Ag(fendiona),]ClO,, s&o
alvos de investigacdo antimicrobiana (SUBHAN et al.,, 2014; TAY et al.,, 2015;
VIGANOR et al., 2016; GRANATO et al., 2017). A associacdo de fendiona com
metais como cobre e prata conferiu uma atividade antimicrobiana mais potente
(ESHWIKA et al., 2004; MCCANN et al., 2012). Estudos de toxicidade in vivo em
larvas de Galleria mellonella e em camundongos ja foram realizados e 0s compostos
mostraram ser bem tolerados, em comparacdo com a cisplatina utilizada na clinica
(McCANN et al.,, 2012). Considerando-se a falta de opcdes terapéuticas para a
tricomoniase, além dos dois farmacos da classe do 5-nitroimidazois, os compostos
derivados da fendiona despertam interesse para a obtencdo de novos candidatos a

farmacos tricomonicidas.
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[I.1 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado que pertence a familia
Trichomonadidae, & ordem Trichomonadida, a classe Parabasalia e ao filo
Zoomastigina. O primeiro relato da espécie T. vaginalis foi realizado em amostra de
secrecdo vaginal humana, descrito pelo médico europeu Alfred Donné, em 1836
(SCHWEBKE e BURGESS, 2004). O homem € o unico hospedeiro natural e
coloniza o trato reprodutivo feminino e a uretra masculina. Por quase 80 anos, a
presenca deste protozoario foi considerada inofensiva, pertencendo a microbiota
vaginal, até ser relacionado com vaginite (FICHOROVA, 2009).

O polimorfismo atribuido ao T. vaginalis decorre da sua capacidade de alterar
a morfologia, adequando a sua necessidade de sobrevivéncia. Assim como 0s
demais tricomonadideos, exibe apenas estagio trofozoitico como forma infectante,
podendo apresentar-se no formato piriforme, elipsoide ou oval em meio de cultivo
ou secrecdes (PETRIN et al.,, 1998). Quando aderido as CEVs adquire a forma
ameboide, apresentando pseudodpodes para fixacdo e aquisicdo de nutrientes por
meio da fagocitose de bactérias, fragmentos necroticos de CEVs, espermatozoides
e eritrécitos (HONIGBERG e BRUGEROLLE, 1990). As condi¢fes fisico-quimicas
como pH, temperatura, tensédo de oxigénio e forca ibnica exercem grande influéncia
na sua morfologia. Formacdes de estruturas arredondadas, imoéveis e com flagelos
internalizados, denominadas de pseudocistos sdo descritas quando os trofozoitos
sdo submetidos a ambientes desfavoraveis; no entanto, por apresentar um corpo
celular muito plastico, possuem a capacidade de retornar ao formato piriforme
quando as condi¢des ideais forem reestabelecidas (BENCHIMOL, 2004).

A espécie T. vaginalis apresenta um ciclo de vida simplificado com
multiplicacdo através de divisdo binaria longitudinal assexuada e transmissdo
através de relacdo sexual. O organismo apresenta uma estrutura composta por
quatro flagelos anteriores livres e desiguais e um quinto flagelo incorporado a
membrana ondulante, responsaveis pela motilidade caracteristica do protozoario. O
axostilo apresenta-se como uma estrutura rigida que se projeta do interior do
parasito, compde a extremidade posterior, participando do processo de cariocinese.
No interior do organismo destacam-se a presenca do aparelho parabasal e

filamentos parabasais, onde se localiza o aparelho de Golgi, composto por diversas



26

vesiculas bem desenvolvidas relacionadas com processamento de proteinas. O
nacleo apresenta-se no formato elipsoide, localiza-se préximo a extremidade
anterior e possui dupla membrana celular envolta por reticulo endoplasmatico.
Diferentemente dos eucariotos, os tricomonadideos ndo apresentam mitocondria
nem peroxissomos, mas possuem granulos densos paraxostilares denominados
hidrogenossomos. Essas organelas contém enzimas chaves que participam do
metabolismo do piruvato no processo de glicolise, formacéo de hidrogénio molecular
e sintese de ATP (BENCHIMOL, 2004).

Figura 1: Caracteristicas morfologicas de T. vaginalis. MO: membrana
ondulante, CP: corpo parabasal, FP: filamento parabasal, AX: axostilo, HI:
hidrogenossomo, N: nucleo, FA: flagelos anteriores livres. Adaptado:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/Trichomoniasis.htm.

O sucesso da infeccdo depende de diversos fatores necessarios para o seu
estabelecimento e sobrevivéncia. Entre eles, destaca-se o fornecimento de
nutrientes essenciais para seu metabolismo, como carboidratos, aminoacidos,
lipideos, nucleotideos puricos e pirimidinicos, ferro, vitaminas e sais inorganicos
adquiridos in vivo através da secrecao vaginal ou fagocitose de bactérias e células
do hospedeiro ou in vitro pela suplementacdo do meio de cultura. T. vaginalis é
capaz de metabolizar carboidratos tanto no citoplasma quanto nos
hidrogenossomos através de vias fermentativas e apresenta uma grande
capacidade de adaptar seu metabolismo de acordo com a disponibilidade de
carbono, a fim de manter a homeostase interna. Entre os produtos deste
metabolismo estdo incluidos acetato, lactato, malato, glicerol, CO; e, sob condi¢des
anaerobicas, H,. Os carboidratos sdo a principal fonte de energia e, na auséncia
deste nutriente, a sobrevivéncia do parasito é mantida pelo fornecimento de

aminoacidos; especialmente arginina, treonina e leucina. Fazem parte da
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composicao de suas estruturas o colesterol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e
esfingomielina; no entanto, o metabolismo lipidico carece de vias metabdlicas
necessarias para a sintese de esterois e acidos graxos e depende do fornecimento
por fontes exdgenas. Além disso, adenina e guanina ou seus nucleosideos sao
necessarios para o crescimento, além de timidina, citidina, uracila e/ou uridina,
porém T. vaginalis ndo realiza sintese de novo de nucleotideos puricos e pirimidicos
e rotas de salvacdo para aquisicdo dessas moléculas séo utilizadas. Entre os sais
organicos essenciais para a sobrevivéncia deste parasito, destaca-se a influéncia do
ferro. T. vaginalis possui multiplos sistemas de captacdo de ferro, utilizando-o0 no
crescimento, regulacdo de fatores de viruléncia e adaptacdo as diferentes
mudancas no sitio de infeccdo (HEYWORTH et al., 1982, 1984; PETRIN, 1998;
TORRES-ROMERO e ARROYO, 2009).

O metabolismo energético de T. vaginalis € um processo complexo que
envolve diferentes vias. Estudos sugerem que os hidrogenossomos possuem um
ancestral comum com as mitocondrias devido a semelhanca na importacdo de
proteinas e producao de H,, no entanto carecem de citocromos, cadeia respiratoria
e DNA (DYALL E JOHNSON, 2000). Diferentemente das células que possuem
predominante fornecimento de energia através de mitocéndrias, neste parasito
apenas 30% do ATP necessario para sobrevivéncia € fornecido via
hidrogenossomos, sendo que o0 restante é obtido via metabolismo anaerébico
citoplasmatico (CHOSE et al., 2003a). Essa diferenca fisiol6gica possui grande
importancia ao analisar o processo de morte celular, uma vez que a mitocondria tem
um papel central durante a morte celular.

A morte celular em organismos que possuem mitocondria pode ocorrer
através de dois principais mecanismos, necrose ou PCD. No primeiro € observada a
forma passiva e descontrolada de morte celular, enquanto no segundo ocorre um
processo altamente regulado e com vias bem definidas. PCD é classificado com
base nas caracteristicas observadas: apoptética (tipo ), autofagica (tipo Il) e ndo-
lisossomal (tipo Ill). O tipo |, denominado de apoptose, apresenta alteracdes
morfologicas caracteristicas como encolhimento celular, condensacdo da cromatina
e fragmentacdo nuclear. Neste processo, diferentes proteinas pro-apoptoticas
resultantes da ativacdo de vias de morte movem-se do citoplasma para interagir
com receptores da mitocbndria, esta interacdo leva a perda da integridade da

membrana mitocondrial e a liberagéo de fatores apoptogénicos. Na autofagia, tipo I,
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0 conteudo citoplasmatico da célula € sequestrado dentro de vacuolos de
membrana dupla e conduzido ao lisossomo para degradag&o. Por fim, tipo Il ou
nao-lisossomal € semelhante a necrose com “inchago” de organelas e formagéao de
espacos citoplasmaticos vazios (DEBNATH et al., 2005). O processo de morte
celular leva em conta caracteristicas morfologicas, funcionais e bioquimicas para
definicdo e interpretacdo. Segundo o mais recente guia publicado pelo Comité de
Nomenclatura sobre Morte Celular, ja foram descritas diferentes formas de morte
celular, como: apoptose intrinseca, apoptose extrinseca, necrose de transicdo de
permeabilidade mitocondrial, necroptose, ferroptose, piroptose, partanatos, morte
celular entética, morte celular NETética, morte celular dependente de lisossomos,
morte celular dependente de autofagia, morte celular imunogénica, senescéncia
celular e catastrofe mitética (GALLUZZI et al., 2018).

Tricomonadideos sdo organismos que carecem de mitocondria, no entanto,
casos de morte ndo necrética ja foram descritos. Chose e colaboradores (2003a)
relacionam processos de PCD em protozoarios amitocondriados, como T. vaginalis
e Giardia duodenalis, com algumas caracteristicas que se assemelham a apoptose.
Avaliagdo com microscopia de epifluorescéncia revelou véarias formas de
condensacao de cromatina previamente descritas durante a PCD de organismos
unicelulares e multicelulares mitocondriados. Essas formas sdo comuns a apoptose
e a paraptose, uma forma alternativa de PCD. Neste processo ressalta-se a
importancia de uma classe de cisteina peptidases, denominadas de caspases,
essenciais no processo de apoptose, pois clivam proteinas alvos para iniciar o
processo de morte celular através de vias altamente reguladas (PFEFFER e
SINGH, 2018). Até o0 momento, este grupo de peptidases nao foi descrito em T.
vaginalis, entretanto é sugerida a presenca de uma via denominada caspase-like
(CHOSE et al., 2003b, OFER et al., 2008).

II.2 Tricomoniase

T. vaginalis € o agente etiologico da tricomoniase, IST n&o viral mais comum
no mundo. Dados que sustentam essa classificacdo se baseiam: (1) na alta
frequéncia de infecgcbes na uretra e/ou préstata, (2) na alta prevaléncia desta
infeccdo entre mulheres assistidas em clinicas de IST e (3) no fato de o protozoario

ndo sobreviver fora do sitio de infeccdo, ao menos que seja protegido da
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dessecacdo (MENEZES et al., 2016). Apesar da ampla aceitacdo relacionada ao
meio de transmissdo, alguns autores relataram a possibilidade de aquisicdo por
meio ndo sexual, através do compartilhamento da agua e sabonete de banho e por
meios iatrogénicos (PETERSON e DRAME, 2010; CRUCITTI et al.,, 2011). A
aquisicdo vertical durante o parto vaginal ja foi descrita, ocorrendo com uma
incidéncia de 2 a 17%. O recém-nascido coloniza-se ao ter contato com o0s
trofozoitos aderidos as células epiteliais escamosas da vagina da mae, causando
doenca respiratéria com producédo de muco. O tratamento com MTZ é recomendado
para recém-nascidos que apresentem o0s sintomas, independente da idade
(BRUINS et al., 2013, VIEIRA et al., 2017).

A estimativa global da infeccdo em 2008 foi uma incidéncia de
aproximadamente 276 milhdes de novos casos e uma prevaléncia de 187 milhdes
de adultos infectados, entre 15 e 49 anos (WHO, 2012). Na cidade de Porto Alegre,
RS, um estudo realizado no ano de 1987, mostrou uma taxa de prevaléncia da
tricomoniase de 37,5% entre as mulheres gauchas (Ministério da Saude, 2010).
Outro estudo mais recente, com populacdo de um bairro da mesma cidade, revelou
uma prevaléncia de 20% (MICHEL et al.,, 2006). Entretanto, esses dados sé&o
subestimados, pois existem poucos estudos de prevaléncia com boa qualidade, as
informacdes com relacdo a estimativa de duracdo da infeccdo sao limitadas, os
métodos de diagnostico laboratorial apresentam baixa sensibilidade e, além disso,
ha evidéncias de casos assintomaticos ndo diagnosticados em ambos 0s sexos
(FICHOROVA, 2009; WHO, 2012). A prevaléncia mundial da tricomoniase € muito
maior quando comparada a outras ISTs curaveis, como gonorreia e sifilis, ambas
com 36,4 milhdes, e clamidia, com 100,4 milhées de adultos infectados, entre 15 e
49 anos. Em contrapartida, a tricomoniase nao é notificavel e ndo existe sistema de
vigilancia e deteccdo de isolados resistentes ao tratamento, recebendo
relativamente pouca énfase dos programas de saude publica de controle de ISTs
(SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006; WHO, 2012).

As manifestacdes clinicas da tricomoniase variam desde a apresentacao
assintomatica até um estado de severa inflamacdo (vaginite) (LEHKER e
ALDERETE, 2000). Nos casos sintomaticos, com quadro de infeccdo aguda, a
inflamacgéo é caracterizada por corrimento purulento, irritacdo e prurido vulvar, dor
abdominal baixa e disuria, além de pontos hemorragicos na mucosa vaginal ou

cervical acompanhados de edema e eritema, que conferem uma aparéncia
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conhecida como colpitis macularis ou cérvice com aspecto de morango (MILLER e
NYIRJESY, 2011). Os homens geralmente s&o assintomaticos e considerados
carreadores de T. vaginalis. A concentragao de zinco (4,5 - 7,0 mM) encontrada nas
secrecdes prostaticas apresenta efeito toxico ao parasito, impedindo sua adeséo as
células e eliminando a tricomoniase (PETRIN, 1998; SENA et al., 2007). No entanto,
0 parasito pode ser encontrado na glandula prostatica causando inflamacédo aguda
ndo especifica (MITTEREGGER et al., 2012). Quando sintomatica, a doenca esta
associada a uretrite, epididimite, prostatite, funcdo espermatica reduzida e
infertilidade (FICHOROVA, 2009).

Atualmente 80% dos casos de tricomoniase sao assintoméaticos, o que torna
a doenca silenciosa e de curso crénico (POOLE & MCCLELLAND, 2013), levando a
complicagbes como doenca inflamatoria pélvica, cancer cervical e de prostata
(VIIKKI et al., 2000; SUTCLIFFE, 2010), parto prematuro e baixo peso de bebés
nascidos de méaes infectadas (COTCH et al., 1997). Muito importante, e ja bastante
estabelecida, € a associacdo da tricomoniase com o aumento da transmissédo do
HIV (SORVILLO et al., 2001; MASON et al., 2005; MCCLELLAND et al., 2007;
KISSINGER e ADAMSKI, 2013). Mais recentemente, foi demonstrada a relacdo
bidirecional, ou seja, o risco aumentado de aquisicdo do HIV associado a infeccdo
por T. vaginalis e o risco de aquisi¢cdo de T. vaginalis associado a infeccéo por HIV,
sustentando a epidemia do HIV em populacdes onde a tricomoniase é endémica
(MAVEDZENGE et al., 2010). Assim, o controle da infec¢do por T. vaginalis pode
ser um dos meios mais eficazes para 0 manejo do risco de transmissdo do HIV
mundialmente.

Os mecanismos mediados pelo T. vaginalis que potencializam o risco de
aquisicdo do HIV envolvem: (i) dano na monocamada do epitélio hospedeiro; (ii)
recrutamento de linfocitos TCD4" e macréfagos & mucosa vaginal e cervical; e (i)
secrecdo de cisteina peptidases que degradam o inibidor de protease leucocitaria
secretoria, fator de protecdo das mucosas contra patdogenos e que desempenha um
papel importante na prevencdo da transmissdao do HIV (GILBERT et al., 2000;
ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2007). Além disso, uma elevada carga viral é
encontrada nos compartimentos seminal e cervicovaginal de pacientes com
tricomoniase (MOODLEY et al., 2002). Estes fatos corroboram entre si facilitando a

aquisicdo e transmissdo do HIV, ja que, no sitio de infeccdo ha acumulo dos
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linfocitos CD4™ (células-alvo do HIV), uma alta carga viral para infecta-los e pontos
hemorragicos que facilitam o acesso do virus a corrente sanguinea.

A tricomoniase também esta associada a tipos agressivos de cancer cervical
e prostatico. O cancer de colo de utero, também denominado de cancer cervical, € o
terceiro mais frequente em mulheres, com uma estimativa de 16.370 novos casos, e
a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil (INCA, 2018). Estudos
correlacionam o desenvolvimento desta neoplasia a presenca de T. vaginalis, uma
vez que a reacdo inflamatéria resultante da infeccdo causa anomalias celulares
(ZHANG e BEGG, 1994). Vikki e colaboradores (2000) relatam que a associacao de
risco pode ser seis vezes maior na presenca da tricomoniase. Cancer de préstata
apresenta-se como o0 segundo mais comum entre os homens, com estimativa de
68.220 novos casos, segundo o Instituto Nacional do Cancer (2018). Primeiramente
descrita em 1971, a relagdo da tricomoniase com a neoplasia vem sendo
investigada, ndo apenas pela reacdo inflamatéria, como também por danificar
diretamente as células epiteliais da préstata (SUTCLIFFE, 2010).

I1.3 Mecanismos de patogenicidade e resposta imune na tricomoniase

O parasito T. vaginalis estabelece-se no sitio de infec¢ao através da interacdo
com células epiteliais e componentes sollveis presentes na secrecao vaginal e
uretral. Este processo é chave na patogenia e baseia-se em uma complexa relacao
parasito-hospedeiro em que diversas moléculas sdo secretadas a fim de vencer as
barreiras primarias do hospedeiro e estabelecer a infeccdo (LEHKER e ALDERETE,
2000).

O sitio urogenital apresenta diversos fatores protetores para impedir a
colonizag&o por microrganismos patogénicos. T. vaginalis necessita de uma intensa
capacidade de adaptacdo para sobreviver a hostilidade do ambiente, como pH
acido, temperatura, presenca de microbiota vaginal composta por lactobacilos,
alteracdo hormonal ciclica, nutrientes escassos, presenca de metal zinco toxico,
flutuacdo de ferro e poliaminas necessarias para sua sobrevivéncia e remocao
através do fluxo menstrual. Desta forma, o parasito produz mdultiplos fatores de
viruléncia envolvidos na citoaderéncia, citotoxicidade, fagocitose, hemolise e evaséo
do sistema imunolégico que permitem seu estabelecimento na regido e aquisicédo de
nutrientes necessarios (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012). Além disso, devido a sua
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natureza microaerofilica, o parasito apresenta um sistema de detoxificacdo que
permite neutralizar os efeitos do oxigénio no seu metabolismo e assim utiliza uma
magquinaria enzimatica completa presente no citoplasma e nos hidrogenossomos
capaz de metabolizar EROs em moléculas in6cuas (LEITSCH et al., 2018).

A citoaderéncia é uma das principais vias de colonizacdo, permitindo o
trofozoito aderir-se as células epiteliais da regido urogenital e conduzir ao estagio
cronico da infeccdo. O ambiente é naturalmente recoberto por uma camada
protetora de muco, que proporciona uma barreira quimica e fisica para infeccbes
através da producdo de mucinas para inibicdo da adesao microbiana e producédo de
anticorpos secretados contra patdgenos especificos (CURLIN e BURSAC, 2013). A
fim de estabelecer a infec¢do, o parasito adere-se a camada de muco para penetrar
a barreira através da producdo de moléculas com atividade mucinolitica,
denominadas de mucinases. Este processo ocorre por enzimas proteoliticas que
degradam o muco produzido pelo hospedeiro permitindo o avan¢o na matriz e, com
auxilio do movimento flagelar, é capaz de alcancar e danificar o complexo juncional
das células hospedeiras (LEHKER e SWEENEY, 1999). Cinco proteinas de
superficie, denominadas de adesinas, possuem a expressdo aumentada durante
este processo: AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23 (GARCIA et al., 2003; MORENO-
BRITO et al., 2005; KUCKNOOR et al., 2007). Quatros destas adesinas: AP120,
AP65, AP51 e AP33 possuem funcdo metabdlica dependendo da sua localizacéo
hidrogenossomal e citoplasmatica, sendo também denominadas de PFOR, enzima
malica, a- e B-succinil-CoA sintetase, respectivamente. Quando localizadas na
superficie podem atuar como receptores de hemoglobina e heme, e ainda participar
de mecanismos de mimetismo molecular envolvidos na evasao imune, exceto a
AP120, neste ultimo caso (LEHKER e ALDERETE, 2000, ALDERETE et al., 2001).
Apenas para a AP23 ainda néo foi identificada homologia com enzimas metabdlicas.
O trofozoito apresenta em sua superficie lipofosfoglicano, abundante componente do
glicocalice, que medeia a adesdo do parasito as CEVs através da ligacdo a
receptores de galectina-1 e 3 da célula hospedeira, além de estimular a modificagdo
do parasito para a forma ameboide e modular a resposta inflamatoria de células
epiteliais e macrofagos (FICHOROVA et al., 2006; MENEZES et al., 2016). Além
disso, proteinas do citoesqueleto (componentes de microtubulos e microfilamentos),
receptores de proteinas da matriz extracelular (laminina, fibronectina e colageno) e

processos de transducdo de sinal e autofagia também possuem destaque neste
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processo (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012). A agressividade destes efeitos
depende da viruléncia do isolado, expressdo de proteinas de adesdo e da
concentracdo de ferro no meio, uma vez que este cation desempenha um papel
critico por modular a expressao de fatores de viruléncia. Observa-se que isolados
em condicdes de privagao de ferro apresentam reducao e supressao das enzimas
envolvidas no metabolismo energético e protedlise (DE JESUS et al. 2007,
TORRES-ROMERO e ARROYO, 2009). Além disso, estudos do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que o ferro modula a atividade e expressdo génica de
enzimas envolvidas no metabolismo de purinas em T. vaginalis (PRIMON-BARROS
et al., 2015; VIEIRA et al., 2015).

Através de processos dependentes ou ndo de contato com as células
humanas, o trofozoito € capaz de causar injaria tecidual. Nos processos
dependentes de contato, o parasito induz um processo de citotoxicidade resultante
de uma cascata de eventos capazes de causar citélise, fagocitose e rompimento da
monocamada celular e de células de defesa como os neutrofilos e macréfagos do
hospedeiro (ALDERETE e PEARLMAN, 1984). Nos processos independentes, ha
secrecao de diversas moléculas envolvidas no processo de dano celular, como TVF
(do inglés cell-free T. vaginalis culture fator) que induz o arredondamento
progressivo e aglomeracdo de células-alvo sem lise celular e CDF (do inglés cell-
detaching fator) que é responsavel pelo descolamento das células epiteliais, além da
presenca de proteases capazes de degradar proteinas do meio vaginal (FIGUEROA-
ANGULO et al., 2012; MENEZES et al., 2016). Através de mecanismos contato-
dependentes, o parasito € capaz de ingerir e destruir particulas sélidas em um
processo denominado fagocitose. Este microrganismo possui capacidade de
fagocitar lactobacilos de Doderlein, leucdcitos, eritrocitos, leveduras,
espermatozoides e fragmentos necroéticos de ceélulas epiteliais vaginais, cervicais e
prostaticas. Embora seja pouco elucidado, este mecanismo apresenta duas
principais vias: presenca de pseudopodes ao redor da célula-alvo ou através de
processo de “afundamento”. Desta forma, a fagocitose pode ser considerada como
um mecanismo de aquisicdo de ferro, lipidios, nucleotideos e outros nutrientes,
como também um mecanismo de viruléncia, aumentando a patogénese da infec¢cao
(PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL, 2007, MIDLE e BENCHIMOL, 2010,
FIGUEROA-ANGULO et al., 2012).
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Uma vez que a presenca do parasito no sitio de infec¢do seja percebida pelas
células do hospedeiro, estas respondem através de uma cascata de
eventosdenominada resposta inflamatéria. Observa-se a secrecdo de diversas
citocinas e quimiocinas pelas CEVs, como interleucina-8, interleucina-6 e proteina
inflamatéria de macrofagos (MIP-3a), além de 6xido nitrico produzido por neutréfilos
e macréfagos (FICHOROVA, 2009). Em busca de controlar o avanc¢o da infeccéo, o
sistema imunolégico humoral produz imunoglobulinas IgA, IgM e IgG, entretanto
esses anticorpos geram uma protecdo limitada ao T. vaginalis, pois 0s niveis
decaem gradualmente apds a erradicacdo da infeccdo em um periodo de seis a
doze meses (MENEZES et al., 2016). Considerando-se as constantes alteracées no
microambiente de infeccdo, o parasito desenvolveu mecanismos de defesa frente a
resposta imunolégica do hospedeiro, tais como: a) degradacdo das imunoglobulinas
humanas através da acdo das peptidases TvCP39 e TvCP60 (HERNANDEZ-
GUTIERREZ et al.,, 2004); b) degradacdo de proteinas do complemento por
peptidases especificas da superficie do parasito (LEHKER e ALDERETE, 2000); c)
variacdo fenotipica relacionada a imunogenos de superficie (P270 e P230), sendo
gue no primeiro ocorre alteracdes no epitopo de ligacdo do anticorpo enquanto que
0 segundo esta relacionado a presenca de virus de RNA, concentracéo de ferro e
fosforilacdo (LENKER e ALDERETE, 2000; ALDERETE, 1999); d) mimetismo
molecular devido a presenca de moléculas na superficie do parasito homologas
aquelas que recobrem células do hospedeiro (ALDERETE et al., 2001); e)
recobrimento com proteinas plasméaticas do hospedeiro a fim de impedir o
reconhecimento pelo sistema imune; f) secrecao de proteinas sollveis imunogénicas
a fim de neutralizar anticorpos e linfocitos T citotdéxicos (LEHKER e ALDERETE,
2000); e por fim, g) destruicdo das células imunes do hospedeiro, por inducdo a
apoptose de neutrofilos e macrofagos (SONG et al., 2008).

Entre as moléculas que participam da patogenicidade produzida pelo parasito,
destaca-se a presenca das peptidases. Este grupo de enzimas caracteriza-se pela
clivagem proteolitica, ou seja, a quebra de ligacdes peptidicas entre os aminoacidos
das proteinas, podendo ser classificado como endopeptidases, quando a quebra da
ligacdo peptidica ocorre dentro da cadeia polipeptidica, ou como exopeptidases,
guando a quebra ocorre na terminacdo amino ou carboxil da molécula. De acordo
com o levantamento realizado por Arroyo et al. (2015), T. vaginalis apresenta cerca

de 440 genes codificadores de proteases depositados em sua base de dados
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(http://www.trichdb.org/) e através do mecanismo de catalise utilizado para acéo
proteolitica, pode-se classificar: 220 membros do tipo cisteina-, 123 metalo-, 80
serina-, 17 treonina- e 6 aspartico-peptidases (ARROYO et al., 2015).

Em T. vaginalis, CPs séo as enzimas proteoliticas mais expressas e podem
ser classificadas em duas principais familias: C1 (do tipo catepsina L) e C13 (do tipo
legumain). CPs sédo fortemente reguladas pela presenca de ferro e, assim,
desempenham papeis importantes na patogénese da doenca, envolvendo-se em
mecanismos de viruléncia, como citoaderéncia, citotoxicidade, hemdlise, resisténcia
ao complemento, evasdo do sistema imunolégico e inducdo do mecanismo de
apoptose de células humanas. Essas enzimas podem ser encontradas em diferentes
compartimentos celulares, como lisossomo e membrana plasmatica, ou ainda
liberadas no meio de cultura e secrecdes vaginais de pacientes com tricomoniase
aguda. T. vaginalis exibe fendtipos de viruléncia variados e um aumento na
expressao dessas enzimas quando assumem o formato ameboide, indicando que as
CPs sédo um dos fatores-chave no dano as células hospedeiras (HUANG et al.,
2012).

Serina-peptidases sdo amplamente distribuidas pela natureza, encontradas
em diversos reinos animais e descritas em diferentes microrganismos. Em T.
vaginalis jA foram descritas 33 serina-peptidase do tipo subtilisina, com suas
sequéncias depositadas no banco de dados do genoma, sendo que seis apresentam
dominio extracelular ligado a membrana, em sua maioria ha um dominio
transmembrana que ancora proteinas e apenas duas tém um peptideo sinal previsto
para o trafico intracelular (HERNANDEZ-ROMANO et al., 2010). Atualmente, mais
duas serina-peptidase intramembranais foram elucidadas neste parasito. TVROML1 e
TVvROMS3 apresentam diferentes localizagbes subcelulares e especificidades de
substrato que atuam em processos chaves para ocorréncia da patogénese através
da modulacéo da ligacao e lise de células do hospedeiro (RIESTRA et al., 2015).

Metalopeptidases ja foram caracterizadas neste parasito, sendo diretamente
envolvidas na patogénese da infeccdo como também presentes nos produtos de
excrecdo e secrecdo do parasito, induzindo respostas nas células hospedeiras.
Recentemente foi descrita a presenca da TvMP50, uma MP imunogénica detectada
durante a tricomoniase em amostra de soro de pacientes do sexo masculino. A
atividade desta enzima é mediada por Zn?*, principal cation presente na interacdo

com células prostaticas no microambiente urogenital masculino, sendo considerada
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parte da familia de efetores citoliticos envolvidos na patogenicidade do T. vaginalis,
mediada por condigbes ambientais, como as porinas funcionais liberadas por baixo
pH (PUENTE-RIVERA et al., 2017).

[1.3.2 Espécies reativas de oxigénio e metabolismo oxidativo

Organismos expostos ao oxigénio desenvolvem meios de metaboliza-lo a fim
de transformé&-lo em formas n&o danosas para seu metabolismo. No corpo humano,
a concentracdo de oxigénio varia conforme o local, sendo que o intestino e as
cavidades oral e vaginal apresentam concentracdes de oxigénio inferiores do que o
sangue e a maioria dos oOrgaos e, desta forma, competem aos microrganismos
residentes adaptarem-se a essas variacfes (LEITSCH et al.,, 2018). Parasitos que
requerem uma pequena concentracdo de oxigénio e maior de didxido de carbono
para crescer sdo denominados de microaerofilicos e destacam-se Entamoeba
histolytica, G. duodenalis e T. vaginalis e, uma vez que 0S mecanismos
antioxidantes néo sejam efetivos, ocorrera desequilibrio entre a producao e remocao
de EROs, gerando estresse oxidativo. EROs sdo compostos quimicos derivados da
molécula de oxigénio, sendo que o0s tipos mais comuns incluem radical anion
superoéxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H.O;) e o radical hidroxila (HO¢), e sao
danosos a componentes celulares, como enzimas, DNA, lipidios de membrana e
outros (DROGE, W. 2002)

A localizacéo do T. vaginalis predispde o parasito a alteracdes nos niveis de
nutrientes, concentracdo de oxigénio e metabolismo fermentativo, responsavel pela
geracdo de energia. O parasito € exposto a tais flutuacdes durante a transmisséao,
atraves da resposta imune celular como também por alteragdes no fluxo de sangue
na regido, como ocorre na menstrucdo (ELLIS et al.,, 1992). Como forma de
adaptacédo, os trofozoitos metabolizam o oxigénio em concentragbes até 60 pM,
reproduzindo o que é observado in situ (15 a 56 uM); no entanto, quando exposto a
niveis superiores, ocorre rapida oxidacdo de dominios ferro-enxofre e de outras
moléculas com baixo potencial redox, levando ao dano celular e morte (ELLIS et al.,
1994). No momento em que ocorre a difusdo de oxigénio no interior do parasito,
diversas enzimas sdo recrutadas a fim de minimizar seu efeito prejudicial a célula
(Figura 2), entre elas, destacam-se: oxidase dependente de NADH, flavina redutase,

superoxido dismutase, proteinas flavodiiron e flavoproteina contendo ferro-enxofre.
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Figura 2: Vias redox no parasito microaerofilico T. vaginalis. TRX, tioredoxina

redutase; PRX, peroxirredoxina; SOD, superéxido dismutase; FDP, proteinas
flavodiiron; Isf, flavoproteina contendo ferro-enxofre; OsmC, proteina osmoticamente
induzivel. Imagem adaptada de Leitsch et al., 2018 (humero de autorizacdo para
uso: 4396470250483, Anexo 1).

Embora T. vaginalis ndo apresente mitocéndria, 0 consumo ativo de oxigénio
decorre da presenca de uma oxidase dependente de NADH (NADH ox) e de flavina
redutase (FR) (TANABE, 1979). NADH ox é predominantemente citosélica e atua
como aceptor de elétrons, reduzindo O, e gerando uma molécula de H,O
(RASOLOSON et al., 2001). FR também surge neste cenario a fim de reduzir os
danos da molécula de oxigénio. Esta enzima relaciona-se com a NADPH,
apresentando a funcdo de reduzir O, na presenca do cofator mononucleotideo de
flavina (FMN); no entanto, apresenta H,O, como produto final da via sendo
necessario outras enzimas para continuar a catalise (LEITSCH et al., 2018).
Curiosamente, a atividade desta enzima € diminuida ou mesmo ausente em
isolados clinicos resistentes ao MTZ (ELLIS et al., 1992; LEITSCH et al., 2012).
Quando o oxigénio penetra no citoplasma do parasito, pode ocorrer a reducdo da
molécula e producéo da espécie reativa denominada de anion superoxido (Oz). As
principais enzimas destinadas a desintoxicacdo do superéxido sédo denominadas de
SOD, e podem se apresentar em quatro diferentes classes: ligadas ao niquel, cobre,
zinco ou ferro, sendo encontrada apenas a Ultima classe em T. vaginalis. As

enzimas SOD podem ser localizadas tanto no citoplasma quanto nos
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hidrogenossomos e estéo relacionadas com a capacidade de realizar a dismutacao
do anion superoxido em oxigénio molecular O, e H,0, (VISCOGLIOSI et al., 1996 e
HWANG et al., 2002). Proteinas flavodiiron (FDP) também estdo envolvidas na
metabolizacdo do oxigénio em T. vaginalis. Essas proteinas sdo consideradas
modulares, uma vez que apresentam dois dominios funcionais separaveis sendo
semelhantes a flavodoxina e outro a metalo-B-lactamase, além de um grupo
funcional contendo FMN. A localizacdo é hidrogenossomal e requer cofator FMN
para exercer sua funcdo protetora de reducéo do O, e formacéo de agua (SMUTNA
et al.,, 2009). Por fim, a enzima flavoproteina contendo ferro-enxofre também
apresenta um papel importante na detoxificacdo pela conversdo de O, em &agua.
Essa proteina esta localizada nos hidrogenossomos e apresenta oxigénio, peroxido
de hidrogénio, 6xido nitrico e antibidticos de largo espectro, como MTZ e
cloranfenicol, como aceptores de elétrons (SMUTNA et al., 2014).

Perdxido de hidrogénio (H.O,) esta entre as EROs que causam maior dano a
microrganismos. Atuando como um oxidante mais reativo que o O, difunde-se
rapidamente pelas membranas causando oxidacdo de componentes celulares e
enzimas, danos ao DNA e mutagénese, além de inibir processos de transporte de
membrana (MILLER e BRITIGAN, 1997). Em T. vaginalis, ja foi descrito sua
afinidade ao ferro ferroso (Fe?"), formado pela reducdo de Fe®* e grupamentos tiis.
Altas quantidades de Fe®* no organismo microaerofilico leva a formacéo de radicais
hidroxila (OH"), capaz de reagir com proteinas, membranas e &cidos nucléicos. A
principal enzima da degradag¢do do H,O, € a catalase; no entanto, como esta
ausente em T. vaginalis, é substituida por peroxirredoxinas através de um
mecanismo dependente de cisteinil através da reducdo da molécula reativa para
H,O (LEITSCH et al., 2018) Peroxirredoxinas (PRX), tiorredoxina (Trx) e
tiorredoxina redutase (TrxR) pertencem a um potente sistema antioxidante e
localizam-se tanto no citoplasma quanto nos hidrogenossomos. TrxP e TrxR do
parasito sdo bastante divergentes das proteinas homdlogas em outros eucariotos,
podendo atuar como potenciais alvos de terapia, como ja descrito para o MTZ e
outros farmacos da classe dos 5-nitroimidazois, como tinidazol e ornidazol em E.
histolytica, T. vaginalis, e G. duodenalis (COOMBS et al., 2004; LEITSCH et al.,
2018). Além das peroxidases dependentes da tiorredoxina, recentemente foi
descoberta uma nova classe de enzimas capazes de converter H,O, em uma forma

menos danosa a célula, denominada de rubreritrina; entretanto, poucos estudos
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demonstraram sua atividade (PUTZ et al., 2005). Nos ultimos anos, foi descoberta
mais uma enzima com atividade de peroxidase denominada de OsmC (proteina
osmoticamente induzivel, do inglés osmotically inducible protein) sendo responséavel
pela detoxificacdo do peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos organicos dentro do
hidrogenossomo do parasito. A enzima funciona ligada a duas proteinas homoélogas
do complexo glicina descarboxilase: di-hidrolipoamida desidrogenase dependente
de NADH (proteina homodloga L) e uma proteina transportadora de hidrogénio
(proteina homologa H) (NYVLTOVA et al., 2016).

[I.4 Tratamento

A terapéutica para tricomoniase se baseia na utilizagdo de medicamentos da
classe dos 5-nitroimidazois, sendo que os Unicos farmacos recomendados pelo
FDA/EUA sédo o MTZ e tinidazol. De acordo com as ultimas diretrizes publicadas nos
Estados Unidos e no Reino unido, o tratamento preconizado ocorre via oral, 2
gramas em dose Unica ou 500 mg duas vezes ao dia por 7 dias, sendo o MTZ o
farmaco de escolha (Domeika et al. 2010; Workowski et al., 2015).

O pré-farmaco penetra no parasito e, por simples difuséo, interioriza-se na
organela responsavel pela producédo de energia, o hidrogenossomo. Na presenca do
MTZ, os elétrons produzidos pela PFOR e encaminhandos pela ferredoxina seréo
direcionados para o0 MTZ e néo para seu aceptor natural, hidrogenase. Uma vez que
o farmaco seja ativado, a producdo de hidrogénio é inibida e ocorre liberacdo de
intermediarios radicais-nitro téxicos, que induzem a quebra da fita de DNA, levando
a morte do parasito (KULDA, 1999).

Ambos os farmacos aprovados apresentam uma seérie de efeitos colaterais
gue incluem nauseas, vomitos, cefaleia, insbnia, vertigem, sonoléncia e gosto
metalico (CUDMORE et al., 2004, ALI et al., 2007). Ha relatos que a administracao
destes medicamentos juntamente com bebidas alcoolicas podem causar uma
hipersensibilidade denominada de “efeito-dissulfiram” ou “efeito-antabuse”, onde
ocorrem convulsdes, arritmias cardiacas e depresséao respiratéria que pode levar ao
obito (CINA et al., 1996). Alguns pacientes podem desenvolver reacbes de
hipersensibilidade do tipo alérgica, apresentando prurido, exantema, broncoespasmo
e febre, nestes casos devem ser utilizados protocolos de desensibilizacdo e

tratamento das alergias. Em casos onde h& severa reacdo anafilatica, essa classe
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de medicamentos deve ser evitada. O uso de MTZ na gestacdo é recomentado pelo
CDC, visto que mutagenicidade e teratogenicidade ndo foram comprovadas em
estudos recentes (VIEIRA et al., 2017). A utilizacdo durante o periodo de
amamentacao requer cuidados de modo a reduzir a exposi¢cdo do recém-nascido ao
medicamento. Recomenda-se a interrup¢ao do aleitamento materno de 12 as 24 h
apos a ingestao de 2 g de MTZ (KLEBANOFF et al., 2001; VIEIRA et al., 2017).

O primeiro relato de falha no tratamento com MTZ em paciente infectada por
T. vaginalis ocorreu em 1962, trés anos apos a introducao do farmaco no mercado
(ROBINSON, 1962). Atualmente é estimado que aproximadamente 2,5 a 9,6% dos
casos de tricomoniase apresentem algum nivel de resisténcia no tratamento com
MTZ (SCHWEBKE E BARRIENTES, 2006). Considerando-se a alta prevaléncia
mundial da tricomoniase, aproximadamente 187 milhdes de casos, esta resisténcia
torna-se um fator preocupante para a saude publica.

O mecanismo de resisténcia aos 5-nitroimidazois em T. vaginalis ainda nédo &
completamente compreendido e vias aerObica e anaerdbica tém sido propostas. A
resisténcia clinica ocorre pela via aerobica observada na presenca de oxigénio, a
gual reduz a toxicidade do MTZ pela re-oxidacdo dos anions de radicais nitro,
revertendo o MTZ a forma inativa e assim evitando o dano ao parasito (BRADIC et
al., 2017). Isolados clinicos de T. vaginalis resistentes ao MTZ tém atividade de
remocdo de oxigénio deficiente e, consequentemente, elevado niveis de oxigénio
intracelular. Genes de enzimas como NADH oxidase-dependente e flavina redutase
implicadas na resposta ao estresse de oxigénio estdo envolvidos na resisténcia
aerobica ao MTZ (LEITSCH et al., 2012; LEITSCH et al., 2014). Em contraste, a
resisténcia anaerébica tem sido observada in vitro, marcada pela auséncia de
atividade de enzimas metabdlicas do hidrogenossomo que usualmente ativam o
MTZ, como PFOR e ferredoxina, bem como tioredoxina redutase citosolica (TrxR)
(LEITSCH et al., 2009). Recentemente Bradic et al. demonstraram SNPs (do inglés
single nucleotide polymorphism) em genes ainda sem funcéo definida, bem como
em genes funcionalmente caracterizados relevantes no mecanismo de resisténcia
aos farmacos, como PFOR (BRADIC et al., 2017).

Considerando-se que os custos diretamente envolvidos com o tratamento da
infeccéo por HIV contribuem para mais de 80% dos gastos relacionados a ISTs nos
EUA, o papel de T. vaginalis na transmissdo do HIV torna-se cada vez mais
importante (OWUSU-EDUSEI et al.,, 2013; QUINLIVAN et al., 2012). Em termos
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de coinfeccdo com HIV, Sorvillo et al. (1998) relataram uma taxa de 17,4% de
deteccdo concomitante de tricomoniase em 212 mulheres HIV-soropositivas. Essa
taxa foi cinco vezes maior do que a deteccdo de Chlamydia trachomatis. Outro
estudo demonstrou que em um grupo de gestantes de Rwanda, as mulheres
portadoras de HIV apresentavam maior suscetibilidade a infecgdo concomitante por
T. vaginalis ou Neisseria gonorrhoeae (LEROY et al.,, 1995). Laga et al. (1993)
realizaram um estudo de coorte com profissionais do sexo inicialmente HIV-
soronegativas por dois anos e determinaram maior probabilidade (1,9 vezes) para a
soroconversdao de HIV nas mulheres que adquiriram tricomoniase (LAGA et al.
1993). Nos EUA, um estudo estimou que 750 casos novos/ano de infec¢ao pelo HIV
sdo facilitados pela presenca de T. vaginalis, gerando custos no sistema de salde
de aproximadamente U$ 167 milhdes por ano (CHESSON et al. 2004).

[1.5 Fenantreno

Fenantreno é um hidrocarboneto aroméatico policiclico composto de trés anéis
de benzeno fundidos (Figura 3). Esse composto pode ser encontrado na natureza e
compde alguns dos opiaceos naturais e sintéticos, como o caso da morfina, codeina
e naloxona (McCANN et al., 2012).

Figura 3: Estrutura basica do fenantreno.

A molécula pertence a um grupo de metabdlitos secundarios de plantas,
como Annonaceae, Aristolochiaceae, Cannabaceae, Combretaceae,
Dioscoreaceae, Euphorbiaceae,  Juncaceae, Lauraceae, Malpighiaceae,
Stemonaceae e Orchidaceae, sendo essa Ultima a principal fonte de isolamento de
fenantreno natural. A sintese natural ocorre através do acoplamento oxidativo de
anéis aroméaticos dos precursores do estilbeno. Diversas plantas produzem
fitoalexinas, proteinas enzimaticas que tem a funcdo de manter a parede celular
vegetal livre de microrganismos. Fitoalexinas provenientes de orquideas sao

fenantrenos e diidrofenantrenos que apresentam propriedades antimicrobianas
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frente a virus, bactérias e fungos (KOVACS et al. 2008). Derivados de fenantreno
também tém sido investigados devido a outras atividades bioldgicas, incluindo
efeitos  antiproliferativos, anti-inflamatérios, antioxidantes, antialérgicos,

espasmoliticos e ansioliticos (TOTH et al., 2018).

[1.5.1 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona)

A molécula aromatica do fenantreno tem sido utilizada como base para
sintese de diversos compostos com atividades biolégicas distintas. Derivados
heteroaromaticos que possuam a insercdo de atomos de nitrogénio no anel
aromatico apresentam aumento da atividade antimicrobiana (HUSSEINI et al.,
1981).

A molécula 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona) (Figura 4A) apresenta-se
altamente versétil do ponto de vista quimico-farmacoldgico. Sua estrutura reune
caracteristicas quinbnicas, importantes pela propriedade redox, e possui
propriedades de bases de Lewis devido a presenca de um sitio diiminico capaz de
atuar como quelante causando forte alteracdo na homeostasia e podendo levar a
morte celular (CALDERAZZO et al.,, 2002; CALUCCI et al., 2006). Ja foi
demonstrada a ligacdo da fendiona a diferentes metais, como ruténio, cobalto,
Osmio entre outros, e 0s quais sao alvos de investigacdo antimicrobiana (SUBHAN
et al., 2014; TAY et al., 2015). Ghosh et al. (2006) demonstraram que complexos de
cobalto ligados a 1,10-fenantrolina ou fendiona intercalam pares de base do DNA e
sao capazes de clivar DNA plasmidial.

Entre seus derivados, a molécula fendiona pode ser ligada a metais como
cobre (Cu?) e prata (Ag"), respectivamente, [Cu(fendiona)s](ClO4),.4H,0
([Cu(fendiona)s]** ou Cu-fendiona) e [Ag(fendiona),]ClO4 ([Ag(fendiona),]* ou Ag-
fendiona) (Figura 4B e 4C), e conferir uma maior atividade antimicrobiana, como
observado para Pseudomonas aeruginosa e Phialophora verrucosa (VIGANOR et
al., 2016; GRANATO et al.,, 2017). Estudos demonstram que o complexo
[Cu(fendiona)s]** apresentou acéo frente ao fungo multirresistente Scedosporium
apiospermum, enquanto que a utilizacdo de [Ag(fendiona),]” demonstrou ser

fortemente ativo frente a levedura Candida albicans (ESHWIKA et al., 2004;
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MCCANN et al.,, 2012). Além disso, esses compostos podem ser inibidores de
peptidases de microrganismos (JUAN-HUA et al., 2014; MCKERROW et al., 1999).
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Figura 4: Estruturas quimicas: (A) fendiona, (B) Cu-fendiona e (C) Ag-fendiona.

Estudos de toxicidade in vitro e in vivo foram realizados por diversos grupos a
fim de avaliar a especificidade e seguranca das moléculas. McCann et al. (2012)
avaliaram a citotoxicidade dos compostos frente a diferentes linhagens celulares
tumorais e normais e ndo observaram seletividade. Outro estudo verificou a
efetividade dos compostos comparada a da cisplatina, potente agente
antineoplésico utilizado na clinica, e valores de CCs inferiores ao farmaco de
referéncia foram encontrados apds 96 h de exposi¢cdo. No entanto, também nao foi
observada seletividade frente as linhagens tumorais uma vez que agentes
antiproliferativos potentes exibem seletividade limitada. Ainda, foi demonstrado que
esses compostos ndo sdo capazes de intercalar nas fitas de DNA, né&o
apresentando mutagenicidade nem genotoxicidade (DEEGAN et al., 2006). Larvas
de Galleria mellonella demonstraram maior tolerancia aos compostos do que para
cisplatina. O modelo foi utilizado para avaliacdo de toxicidade in vivo, uma vez que
as larvas apresentam barreiras inatas semelhantes aquelas encontradas em
mamiferos, apresentando hemolinfa enriquecida de células de defesa. Da mesma
forma, a avaliacdo utilizando camundongos demonstrou um perfil semelhante de
tolerancia, além do que néo foi observado alteracdo nas enzimas hepaticas testadas
apos teste de toxicidade crénica (McCANN et al., 2012).

A investigacdo destes compostos como promissores agentes antimicrobianos

tem apresentado resultados promissores, como também na avaliagcdo de seguranca
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by

frente a exposi¢cdo. Considerando a dificuldade de tratamentos alternativos para
tricomoniase, fendiona e seus derivados metalicos apresentam-se como possiveis

agentes com atividade anti-T. vaginalis.



. Objetivos
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Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar a atividade anti-T. vaginalis do
composto 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona) e seus derivados metalicos
[Ag(fendiona),]" e [Cu(fendiona)s]** visando estratégias terapéuticas para o controle

da tricomoniase.

Objetivos especificos:

- Testar a atividade anti-T. vaginalis do composto fendiona ligado ou ndo a metais
como cobre (Cu?*) e prata (Ag™);

- Avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos frente a linhagem epitelial vaginal,
fibroblastos e eritrocitos;

- Avaliar o efeito da associacdo do derivado mais ativo com MTZ;

- Investigar o tipo de morte celular envolvido no mecanismo de agdo dos compostos;

- Testar o efeito dos compostos no metabolismo redox de T. vaginalis.






V. Capitulo |
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Anti-Trichomonas vaginalis activity of 1,10-phenanthroline-5,6-dione-based
metallodrugs and synergistic effect with metronidazole

Graziela Vargas Rigo, Brenda Petro Silveira, Michael Devereux, Malachy McCann,

André Luis Souza dos Santos, Tiana Tasca

O capitulo | é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo,
gue no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as

paginas 52 — 58.

Vargas Rigo G, Petro-Silveira B, Devereux M, McCann M, Souza dos Santos AL,
Tasca T (2018). Anti-Trichomonas vaginalis activity of 1,10-phenanthroline-5,6-
dionebased metallodrugs and synergistic effect with metronidazole.
Parasitology 1-5. https://doi.org/10.1017/S003118201800152X






V. Capitulo Il







61

1,10-Phenanthroline-5,6-dione and its cupper and silver derivatives induce
oxidative damage and apoptotic-like death in Trichomonas vaginalis

Graziela Vargas Rigo, Brenda Petro Silveira, Julia Biz Willig, Michael Devereux,
Malachy McCann, André Luis Souza dos Santos, Tiana Tasca

O texto completo do capitulo I, que no texto completo da dissertacdo defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 62 -86, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico.
Consta da descricao da investigacdo dos mecanismos de morte responsaveis pela

atividade tricomonicida da fendiona livre e ligada a metais, cobre e prata.






VI. DISCUSSAO
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A resisténcia microbiana origina-se da tolerancia natural dos microrganismos
aos farmacos, como também na capacidade de adaptacao frente a pressédo natural
ou causada pela intensa exposicdo a agentes biocidas. Como descrito pela OMS,
resisténcia antimicrobiana € a capacidade de um microrganismo - seja bactéria,
fungo ou parasito - de impedir que o antimicrobiano atue. Como resultado, a terapia
torna-se ineficaz, ocorrendo a persisténcia da infeccdo e posterior transmisséo do
agente etiolégico a outras pessoas. Fairlamb (2016) relata que patdégenos
microbianos eucariotos sdo 0s principais contribuintes para doencas e morte ao
redor do mundo. Entre os mecanismos utilizados para escapar da resposta de
medicamentos estdo: falha ou inativacdo do farmaco, reducdo da concentracédo
intracelular total do farmaco (menor captacdo e maior efluxo), sequestro do farmaco
para longe de seu alvo, diminuicdo da afinidade do farmaco-alvo por mutacao,
reducdo do efeito do farmaco pela superexpressdo do alvo, ou ainda vias para
reparo a danos causados (FAIRLAMB et al., 2016). Disseminadas por todo o mundo,
infeccbes parasitarias sdo fortes ameacas a diversas comunidades, podendo ser
transmitidas por vetores como na malaria (Plasmodium spp.), doenca de Chagas
(Trypanosoma cruzi) e leishmaniose (Leishmania spp); ou pelo contato direto com o
parasito como ocorre na esquistossomose (Schistosoma mansoni); na infeccdo
através da ingestdo, como na giardiase (G. duodenalis), toxoplasmose
(Toxoplasmose gondii) e amebiase (E. histolytica); ou ainda através da transmissao

venérea, como ocorre na tricomoniase (T. vaginalis).

Além de amplamente distribuida pelo mundo, a tricomoniase foi classificada
pelo CDC/EUA como doenca parasitaria negligenciada, ou seja, infeccao
considerada endémica em populacbes de baixa renda, e apresenta indicadores
reduzidos de investimentos em pesquisa, producdo de medicamentos e controle
(SECOR et al., 2014). A OMS divulgou em 2012 estudos de prevaléncia onde é
demonstrado que 276,4 milhdes de pessoas no mundo possuem esta infeccéo; no
entanto, a inexisténcia de dados de vigilancia somada a falta de recursos
diagnosticos em diversos lugares torna este dado subestimado. Ainda, a infecgcéo
esta associada a sérios problemas de saude como infertilidade, complicacdes na
gravidez, predisposicdo ao cancer cervical e prostatico, além de ser facilitadora para
a aquisicdo e transmissdo de HIV (VAN DER POL et al., 2007, POOLE &

MCCLELLAND, 2013). Embora a tricomoniase seja considerada uma
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infeccdo curavel, sdo estimados que 10 milhdes de pessoas infectadas necessitam
tratamento alternativo aos 5-nitroimidazois, como MTZ e tinidazol, os unicos
farmacos aprovados pelo FDA (SCHWEBKE e BARRIENTES, 2006). Apés a
insercdo do MTZ como tratamento da tricomoniase em 1962, apenas trés anos
foram necessarios para observar relatos de falha terapéutica. Além disso, a
inexisténcia de surtos de resisténcia corrobora para a hipétese de tolerancia natural
em T. vaginalis a estes farmacos (CONRAD et al. 2012). Considerando a busca de
novas alternativas terapéuticas para o tratamento desta IST, neste estudo foi
avaliado o potencial anti-T. vaginalis de 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona) e
seus derivados metalicos, [Cu(fendiona)s]®* e [Ag(fendiona),]’. Atividades
antimicrobianas promissoras utilizando estes compostos ja foram descritas na
literatura, no entanto ndo h& estudos relacionando a atividade frente ao patégeno T.

vaginalis.

Sendo assim, o capitulo | desta dissertagcéo teve como objetivo a avaliacdo da
atividade anti-T. vaginalis de fendiona e derivados metdlicos frente a diferentes
isolados de tricomonas, além da caracterizacdo da seletividade destes compostos
frente a células mamiferas. Estudos do nosso grupo demonstraram que diferentes
isolados apresentam capacidades variadas de adeséo a superficies biéticas (células
epiteliais vaginais) e abibticas (dispositivo intra-uterino e anel vaginal) de acordo
com a expressdo de adesinas e lipofosfoglicano, respectivamente (Santos et al.
2017). Além disso, o estudo realizado por Becker et al. (2015) revelou a ocorréncia
de isolados clinicos frescos de T. vaginalis infectados por simbiontes Mycoplasma
hominis e virus RNA dupla fita (Trichomonasvirus, TVV), assim como diferentes

niveis de suscetibilidade ao MTZ.

Considerando o exposto, nosso estudo avaliou a suscetibilidade aos
compostos levando em consideracdo a ocorréncia de simbiose existente nos
isolados e foram utilizados quatro isolados de T. vaginalis representativos:
ATCC30236 co-infectado por M. hominis e TVV; TV-LACM22 apenas M. hominis;
TV-LACH4 somente TVV e TV-LACM15 sem co-infeccdo com simbiontes. Levando-
se em conta a média geométrica obtida entre os quatro isolados de T. vaginalis
utilizados no estudo, observou-se que o composto fendiona apresentou um valor de
MIC de 42,04 uM e um ICso de 6,57 puM; o derivado metalico Ag-fendiona
demonstrou MIC de 21,02 uM e ICs 2,84 uM enquanto que Cu-fendiona,
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surpreendentemente exibiu um valor de MIC de 8,84 uM e ICsy de 0,87 uM, sendo
estes inferiores aos valores de suscetibilidade obtidos para o atual farmaco de
escolha para o tratamento, MTZ (MIC de 9,71 uM e ICs0 1,64 uM). A fim de avaliar o
perfil de inibicho dos compostos em ambas concentracbes de MIC e ICso na
proliferacdo dos trofozoitos, foi realizada curva cinética de crescimento. Como
observado na Figura 1 do primeiro capitulo, 12 horas sdo necessérias para total
inibicdo do crescimento no ICso, sendo que o efeito ja € observado em apenas 2
horas de incubacédo para todos os compostos devido a reducdo significativa na
quantidade de trofozoitos comparado ao controle ndo tratado. O tempo de 2 horas

foi utilizado para a incubacéo dos experimentos realizados no capitulo I1.

Além da notavel atividade frente a T. vaginalis encontrada neste estudo, estes
compostos vém atraindo a atencdo de pesquisadores por sua acdo microbicida. J&
foi demonstrada a atividade destes compostos frente ao fungo multirresistente
Scedosporium apiospermum apresentando valores de ICso de 0,15; 0,18 e 0,1 uM
para fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona, respectivamente (McCANN et al., 2012).
Leveduras de Candida albicans também demonstraram suscetibilidade,
apresentando valores de 1Cs02,9; 0,48 e 1,3 uM para fendiona, Ag-fendiona e Cu-
fendiona, respectivamente (McCANN et al., 2004). Ainda, a atividade frente ao
agente causador da cromoblastomicose, feohifomicose e micetoma, Phialophora
verrucosa, foi determinado e obtido valores de MIC 12; 4,0 e 5,0 uM além de valores
de ICs5 7,0, 24 e 1,8 pM, para fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona,
respectivamente (GRANATO et al., 2017). Além disso, foi demonstrada acao frente
bactéria gram-negativa Pseudomonas aeruginosa, agente causador de diversas
infecgbes oportunistas severas em pacientes imunocomprometidos com valores de
MIC para fendiona, Ag-fendiona e Cu fendiona de 31,15; 14,05 e 7,76 uM
respectivamente. Os compostos também apresentaram capacidade de inibir a
formacao de biofilme de P. aeruginosa, reduzindo a biomassa (31%, 44% e 48%) e a
viabilidade do biofilme (65%, 77% e 78%) (VIGANOR et al., 2016).

No entanto, para que uma molécula seja considerada candidata para uma
promissora agdo como farmaco deve ser testada em modelos bioldgicos in vivo. Um
passo prévio a este é testar a citotoxicidade in vitro almejando a seletividade da
molécula, ou seja, atividade contra o patégeno e ndo para células do hospedeiro.

Neste sentido, utiliza-se o0 célculo do IS de wum composto que
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indicara se atoxicidade é seletiva para o agente infeccioso através da razdo entre a
concentragao citotoxica 50% (CCsp) e o valor de ICso para microrganismo. Ainda néo
h& consenso acerca do que é considerado o valor ideal de IS; no entanto, alguns
estudos definiram que o indice utilizado in vitro para determinar seletividade na
leishmaniose cutédnea deve ser igual ou maior que 5,0, sendo entdo qualificado para
seguir em estudos in vivo (GROGL et al.,2013). Em outro estudo onde foi avaliada a
atividade anti-G. duodenalis, T. vaginalis, E. histolytica, Leishmania mexicana,
Trypanosoma cruzi e Mycobacterium tuberculosis, autores determinaram que a
eficacia biologica fosse considerada quando obtido valores de IS in vitro igual ou
maior a 10 (NAVA-ZUAZO et al., 2010). O IS para os compostos fendiona, Ag-
fendiona e Cu-fendiona avaliados no presente estudo foi determinado para trés
linhagens celulares mamiferas: HMVII, linhagem celular de fibroblastos (3T3-C1, ndo
tumoral) e frente a eritrécitos humanos provenientes de doadores saudéaveis. Para
as células ndo tumorais (fibroblastos e eritrocitos) os compostos apresentam valores
de IS superiores a 5,0, sendo considerados promissores na classificacado de Grogl et
al. (2013). O derivado Cu-fendiona apresentou 0os maiores indices para as mesmas
linhagens, sendo encontrados valores de IS superiores a 10 e, de acordo com Nava-
Zuazo et al. (2010), apresenta eficacia biolégica, com potente e seletiva atividade

antiparasitaria, e assim, deve ser submetido a estudos in vivo.

E possivel observar valores de IS inferiores a 5,0 para a linhagem tumoral
HMVII. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, visto que a atividade
anticancer destes compostos frente a células de adenocarcinoma humano de rim (A-
498) e de carcinoma hepatocelular humano (Hep-G2) ja foi descrita (DEEGAN et al.,
2006). Além disso, McCann et al. (2012) ja demonstraram que 0S compostos Sao
bem tolerados nos ensaios in vivo em larvas de Galleria mellonella e quando
administrados intraperitonealmente em camundongos Swiss quando comparados
com a cisplatina, agente antineoplasico utilizado na terapia do céncer. No entanto,
fendiona e derivados metalicos ndo apresentaram influéncia no crescimento do
tumor com as linhagens HepG2 e HCT-8 (células de carcinoma de célon humano)
(McCANN et al., 2012).

Ainda no capitulo | foi observada a associacao entre Cu-fendiona, o derivado
mais potente frente a isolados de T. vaginalis, e o farmaco MTZ. Deste modo, este

estudo demonstrou um novo composto com atividade promissora e a existéncia de
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uma acao sinérgica quando utilizados Cu-fendiona (1,93 mg/L) em associacdo com
MTZ (0,18 mg/L). Eshwika et al. (2004) descreveram uma interacdo favoravel na
utilizacdo de doses néo téxicas de Ag-fendiona em combinacdo com miconazol ou
anfotericina B uma vez que o composto estimula a respiracdo e producdo de
ergosterol, sendo necessérias concentracdes menores dos farmacos para alcancar
valores relevantes de MICqy para isolados de Candida albicans. Além disso, estudos
vém demonstrando resultados de sinergismo na atividade anti-T. vaginalis na
combinagcdo de compostos com MTZ, como pode ser observado para clotrimazol,
tritrpticina (um peptideo antimicrobiano de 13 residuos de amino acidos) e derivados
do acido betulinico (DEBBIA et al., 1996, INFANTE et al.,2011, HUBNER et al.,
2016).

O capitulo Il desta dissertacédo teve o objetivo de investigar o mecanismo de
morte gerado pelos compostos fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona no parasito T.
vaginalis. A investigagdo dos mecanismos moleculares relacionados ao tipo de PCD
tem sido muito utilizada em diversos campos da ciéncia a fim de determinar rotas de
acdo de moléculas com atividades biologicas. PCD ocorre em células submetidas a
um agente fortemente estressor e, na tentativa de recuperar a integridade celular,
ocorre a manifestacdo de determinadas formas morfologicas, bioquimicas e
imunologicas que podem ser avaliadas e quantificadas (GALLUZZI et al., 2016). Os
resultados preliminares obtidos atraves de citometria de fluxo e microscopia
eletrbnica de varredura demonstram que durante o0 processo de morte,
caracteristicas importantes podem ser observadas, como: encolhimento do
citoplasma, exposicédo de fosfatidilserina no lado externo da membrana plasmaética,
espalhamento da granulosidade, como também a formacdo de “blebbing” ou
protrusbes na membrana de T. vaginalis. Caracteristicas semelhantes ja foram
descritas por Chose et al. (2002) quando foi realizado tratamento com
estaurosporina, inibidor de proteinas quinases. O processo de apoptose é
amplamente relacionado com mitocondria, organela responsavel pelo processo de
respiracao celular, producéo de energia e liberacdo de moléculas capazes de ativar
ou adiar o processo. No entanto, T. vaginalis € um protozoario amitocondriado que
apresenta hidrogenossomos capazes de realizar funcées semelhantes a mitocondria
a fim de realizar respiracéo celular e produzir energia. Neste sentido, Kaczanowski

et al. (2011) reuniram diversas informacdes acerca da evolucdo de
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mecanismos de morte semelhantes aqueles observados na apoptose em
protozoarios unicelulares, incluindo T. vaginalis. Maquinarios importantes utilizados
em células mitocondriadas, como endonuclease G e citocromo c estdo ausentes
neste parasito; no entanto, foi detectada a presenca de homélogos putativos do fator
de indugdo a apoptose (AlF), relacionada com flavoproteinas, tiorredoxina redutase,
oxido nitrico redutase e diidrogenase redutase. Além disso, proteases do tipo
caspase e fatores nucleares relacionados a este processo também foram descritos,
como DNases ZEN1, NUC1 e TSN (CHOSE et al., 2003a, KACZANOWSKI et al.,
2011).

O processo de apoptose ja foi descrito em leveduras de Candida albicans
guando expostas a 1,10-fenantrolina, precursora dos compostos utilizados neste
estudo. No estudo de Coyle et al. (2004), 1,10-fenantrolina e complexos metélicos
de cobre, prata e manganés apresentaram atividade fungicida e fungistatica com
perturbacao na atividade mitocondrial e inducéo ao estresse oxidativo (COYLE et al.,
2004). Ainda neste contexto, ja foi demonstrada vias de apoptose que independem
da mitocdndria e séo estritamente relacionadas com o desequilibrio pro- e
antioxidante (SINHA et al., 2013). Assim, a capacidade de detoxificacdo no parasito
foi investigada apo6s tratamento com fendiona e derivados metéalicos e um aumento

significativo nas EROs foi observado.

Microrganismos microaerofilos apresentam necessidades diferenciadas de
oxigénio em relacdo ao demais. Entre os parasitos humanos, destacam-se E.
histolytica, T. vaginalis e G. duodenalis, os quais necessitam metabolizar o oxigénio
proveniente do ar que é difundido para o citoplasma, como também moléculas
derivadas do oxigénio produzidas por células do sistema imune do hospedeiro. T.
vaginalis apresenta um arsenal enzimatico dedicado a decompor as espécies
danosas provenientes do oxigénio, como anion superodxido, radical hidroxil e
peréxido de hidrogénio em produtos nao téxicos a fim de evitar danos a enzimas,
DNA e nos lipideos de membrana. As enzimas responsaveis pela detoxificacao
localizam-se no citoplasma e dentro dos hidrogenossomos, como: NH, FR, SOD,
FDP, ISF, OSMC, PR e RB (LEITSCH et al. 2018).

Através da técnica quantitativa de reacdo da polimerase em cadeia (qRT-

PCR) foi possivel avaliar a expressao génica relativa das enzimas, utilizando como
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normalizador o gene DNATopll, elencado por Santos et al. (2015) como um
dos genes mais estaveis para este método. A partir dos resultados obtidos foi
possivel propor uma hipétese de mecanismo de acdo dos compostos fendiona e
derivados metdlicos em T. vaginalis, conforme ilustrado na representacdo grafica
figura 6 do capitulo Il. Os compostos foram capazes de reduzir a expressao génica
das enzimas NH, FR, SOD, ISF, OSMC e RB, enquanto que se observa o0 aumento
da expressao de FDP. As enzimas NH, FR e SOD, principais enzimas citosolicas
responsaveis pela metabolizagcdo do oxigénio proveniente do meio extracelular,
apresentam expressdo reduzida apés o tratamento e, desta forma, o oxigénio
difundido para o interior do trofozoito sofrera redugcéo no ambiente citoplasmatico e,
consequentemente produzira um intermediario altamente reativo, anion superoéxido.
Além disso, estudos in vitro demonstram que Fe (ll) é capaz de reduzir a molécula
de oxigénio em superoxido e Fe (lll), considerando a presenca de redutores
biolégicos como ascorbato e compostos tiois. No entanto, apenas o &anion
superéxido ndo € capaz de causar um grande dano ao DNA, porém foi demonstrado
gue durante condi¢cOes de estresse in vivo, essa molécula é capaz de produzir “ferro
livre” de moléculas contendo ferro, como observado na enzima Fe-SOD, e proteinas
que contenham centro ferro-enxofre, como na enzima ISF, ambas pertencentes a via
de detoxificacdo neste parasito (TOUATI et al.,, 2000). Desta forma, o anion
superéxido favorece a reacdo de Fenton, reduzindo o ferro livre e levando a
producdo de radicais hidroxilas, moléculas danosas que rapidamente atacam
proteinas, membrana e acidos nucleicos (VALKO et al. 2005). O perfil de expressao
das enzimas de detoxificagdo apOs tratamento com MTZ apresentou diferencas
significativas. Como observado na Figura 5, as enzimas FR, SOD, ISF e FDP
apresentaram a expressdo génica aumentada, demonstrando um modo de acgéo
contrario aquele observado no tratamento dos compostos fendiona e derivados
metalicos. Este resultado é relevante, considerando a busca de novos alvos
terapéuticos para o tratamento da tricomoniase diferentes daqueles da classe dos 5-

nitroimidazois, evitando os mecanismos de resisténcia ja conhecidos.

Estudos sobre o mecanismo de resisténcia ao MTZ tém sido focados em
genes candidatos sabidamente envolvidos na remocdo de oxigénio ou no
metabolismo  hidrogenossomal, como piruvato-ferredoxina  oxidoredutase,
ferredoxina, flavina redutase e tioredoxina (KULDA, 1999; LEITSCH et al.,, 2014
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UPCROFT et al., 2001). Entretanto, alteracdes nesses genes ndo explicam todos 0s
casos de resisténcia ao MTZ e nem todos esses genes tem sido identificados como
possiveis candidatos. Neste contexto, a via de detoxificacdo tem sido alvo para
estudos de possiveis alvos terapéuticos em diversos parasitos como Plasmodium
falciparum e tripanossomatideos uma vez que apresentam significativas diferencas
para enzimas do hospedeiro, responsaveis pelo metabolismo redox (LEITSCH et al.,
2018). Sendo assim, a investigacdo do mecanismo de acdo dos compostos
abordados neste estudo com foco no metabolismo oxidativo revela um potencial alvo

terapéutico em T. vaginalis a ser elucidado.

A tricomoniase é uma infec¢cdo que vem aumento e demonstrando um perfil
de cronicidade ao passo que diversas infeccoes ndo sao corretamente
diagnosticadas e tratadas, além dos milhares de casos onde o Unico tratamento
disponivel ndo é capaz de levar a cura clinica. O impacto na saude publica vem se
tornando cada vez mais evidente assim como 0s custos diretos e indiretos
relacionados ao tratamento (SECOR et al., 2014). O controle da infeccdo causada
por T. vaginalis reduziria a ocorréncia de diversas complicacdes em saude, incluindo
a reducdo na transmisséo e aquisicao do HIV, além da melhoria na qualidade de
vida da mulher. Sendo assim, a atividade anti-T. vaginalis demonstrada pela
fendiona e seus derivados metdlicos, principalmente a acdo observada para o
composto Cu-fendiona, contribui fortemente na busca de alterativas terapéuticas

para o tratamento desta infeccao.



VIl. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no desenvolvimento desta dissertagdo permitem as

seguintes conclusoes:

1. O composto 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona) e seus derivados
metalicos, Ag-fendiona e Cu-fendiona apresentaram atividade promissora
frente a isolados de T. vaginalis;

2. O composto fendiona e derivados metalicos produziram efeitos na cinética de
crescimento do parasito, com reducdo da proliferagdo quando testados na
MIC em apenas 2 h de incubacdo e completa inibicdo do crescimento a partir
de 6 h;

3. A suscetibilidade de diferentes isolados de T. vaginalis frente o composto Cu-
fendiona apresenta valores de ICs inferiores do que aqueles observados para
o MTZ;

4. Os compostos apresentaram adequados indices de seletividade in vitro, com
destaque ao derivado Cu-fendiona que apresentou valores superiores a 10,
caracterizando-0 como promissor para seguir em testes in vivo;

Efeito sinérgico foi observado na associacédo de Cu-fendiona e MTZ;

6. Caracteristicas semelhantes ao processo de morte por apoptose foram
observadas nos trofozoitos apos tratamento com Cu-fendiona,;

7. Os compostos causaram aumento das espécies reativas de oxigénio e
reducdo na expressdo génica em seis enzimas relacionadas a via de

detoxificacdo do parasito.






VIIl. PERSPECTIVAS
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A fim de seguir na elucidacdo das vias de acao destes compostos,
contribuindo para o entendimento do mecanismo de morte do parasito T. vaginalis e
na busca por novas alternativas terapéuticas para a tricomoniase, este estudo tem

como perpectivas, a curto prazo:

1. Analise da ultraestrutura de trofozoitos tratados com Cu-fendiona através de
microscopia eletrdnica de transmissao;

2. Avaliacéo do efeito dos compostos nas peptidases do parasito.

A médio e longo prazos, o estudo da caracterizacdo da atividade anti-T.
vaginalis do composto Cu-fendiona tem como perspectiva o desenvolvimento e
caracterizacdo de suspensdes de nanocapsulas poliméricas mucoadesivas contendo
Cu-fendiona veiculadas em hidrogel de quitosana, bem como a avaliacdo do efeito
anti-T. vaginalis e antimicrobiano, o mecanismo de morte e ac¢do apés tratamento
celular dessa formulacdo em modelos in vitro e ex vivo a fim de propor uma terapia

inovadora para a tricomoniase.
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