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APRESENTACAO

Esta dissertacdo ¢ composta de um resumo geral, em portugués e inglés, e um artigo
cientifico contemplando os principais resultados, obtidos em sua maioria durante o
mestrado. Este artigo descreve a atividade antiparasitdria de uma substancia sintética
tiofénica, bem como os efeitos biologicos por ela causada sobre formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis. O artigo cientifico devera ser submetido na
revista Parasitology International do grupo editorial Japanese Society of Parasitology, que

possui fator de impacto de 1,866 (Qualis CBI-B2).


http://jsp.tm.nagasaki-u.ac.jp/~parasite/index.html

RESUMO GERAL

As leishmanioses permanecem entre as doencas tropicais negligenciadas, tendo a
manifestagdo cutdnea como a forma predominante em todo o mundo em numeros de
casos. Leishmania amazonensis ¢ uma das espécies causadoras da leishmaniose cutanea
e possui tratamento inadequado devido a toxicidade e resisténcia dos parasitos. Logo, o
desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento das leishmanioses se torna
extremamente necessario. Em virtude disto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antiparasitaria e as principais vias de morte celular induzidas pela a¢ao
da substancia tiofénica ACET-1, sobre formas parasitarias de L. amazonensis. A
substancia apresentou atividade leishmanicida seletiva sobre promastigotas e amastigotas
e, através de técnicas de microscopia eletronica e bioquimicas, ficou demonstrado que
ACET-1 provocou um estresse oxidativo nos parasitos, representado principalmente pelo
aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, lipoperoxidagao, despolarizagio
mitocondrial, acimulo de corpos lipidicos, além de alteracdes estruturais e morfologicas,
sugerindo que as principais vias de morte dos parasitos sdo autofagia e morte semelhante
a apoptose em promastigotas, € em amastigotas majoritariamente morte foi consequéncia

da atividade efetora aumentada de macrofagos J774A.1.

Palavras-chave: tiofenos, atividade antileishmania, morte celular, autofagia, apoptose.



ABSTRACT

Leishmaniasis remains among neglected tropical diseases, presenting the cutaneous
manifestation as the predominant form in number of cases on the world. Leishmania
amazonensis is one of the species that causes cutaneous leishmaniasis and has inadequate
treatment due to toxicity and resistance of the parasites. Therefore, the development of
new alternatives for the treatment of leishmaniasis is extremely necessary and because of
this, the present study aimed to evaluate the antiparasitic activity and the main cell death
pathways induced by the action of the thiophenic substance ACET-1, on parasitic forms
of L. amazonensis. The substance exhibited selective leishmanicidal activity on
promastigotes and amastigotes, and regarding the mechanism of action, electron
microscopy and biochemical techniques were performed. It was demonstrated that
ACET-1 caused oxidative stress in the cells, represented by the increase in reactive
oxygen and nitrogen species, lipoperoxidation, mitochondrial depolarization, lipid bodies
accumulation, in addition to structural and morphological changes, suggesting that the
main pathways of parasites death are autophagy and apoptosis-like death in
promastigotes, and in amastigotes mostly death was a consequence of increased effector

activity of J774A.1 macrophages.

Keywords: thiophenes, antileishmanial activity, cell death, autophagy, apoptosis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura molecular de 4-(5’-formil-[2,2’-bitiofen]-5-il)but-3-in-1-il acetato
(ACET-]). ettt ettt et b et sttt et e e st e bt enbesatenbeennens 30

Figura 2: Microscopia 6tica de macrofagos J774A.1 infectados com formas amastigotas
de L. amazonensis tratados com ACET-1 por 48 h e corados com Giemsa. ................. 31

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura de promastigotas de L. amazonensis
tratadas com Clso de ACET-1 pOr 72 Nuccoouvviieiiieeeeeeeee e 32

Figura 4: Microscopia eletronica de transmissao de promastigotas de L. amazonensis
tratadas com Clso de ACET-1 pOr 72 Nuccoouvviioiiieeeeeeeee e 33

Figura 5: Alteracdes ultraestruturais, morfologicas e acimulo de corpos lipidicos tempo-
dependente em promastigotas de L. amazonensis tratadas com Clso de ACET-1......... 34

Figura 6: Microscopia eletronica de varredura de macrofagos infectados com
amastigotas de L. amazonensis e tratados com ACET-1 por 48 h........ccccocvevviiinnnnne. 36

Figura 7: Microscopia eletronica de transmissdo de macrofagos infectados com
amastigotas de L. amazonensis e tratados com ACET-1 por 48 h.........cccoeevvevivennnnen. 37

Figura 8: Determinacao de ERO totais em parasitos de L. amazonensis tratados com
Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h, usando o marcador nao-fluorescente H-DCFDA... 38

Figura 9: Determinacgdo da peroxidacao lipidica em parasitos de L. amazonensis tratados
com Clso e 2xClso com ACET-1 por 24 h usando o marcador ndo-fluorescente DPPP.39

Figura 10: Determinacdo de ATP intracelular em parasitos de L. amazonensis tratados
com Clsp e 2xClso uM de ACET-1 por 24 N...ooeevvvieiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 40

Figura 11: Acumulo de corpos lipidicos em parasitos de L. amazonensis tratados com
Cls0 € 2xCls50 de ACET=1 POT 24 Nucoveviiiiiieieeee ettt 41

Figura 12: Presenca de vactolos autofagicos em parasitos de L. amazonensis tratados
com Clsp € 2XClsp de ACET-1 POr 24 N...oooieniiiiiiiecieeceeeeeeee et 42

Figura 13: Determina¢do da presenca de vacuolos 4cidos em L. amazonensis tratados
com Clsp e 2xClIsode ACET-1 por 24 h, utilizando o marcador laranja de acridina.......... 44

Figura 14: Determinagdo da produ¢@o de 6xido nitrico em parasitos de L. amazonensis
tratados com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h, utilizando o marcador DAF-FM DA.

Figura 15: Ensaio do AWm em parasitos de L. amazonensis, usando o marcador Rh123,
tratados com Clso € 2XClso de ACET-1 por 24 h....cc.ocvveviveiieieieecieeeeeeeeeve e 46



Figura 16: Ensaio da integridade de membrana em parasitos de L. amazonensis tratados
com ACET-1 por 24 h usando IP..........cccoooiioiiiiiiiieeeeeeeeeee e 47

Figura 17: Determinac¢do do volume celular em parasitos de L. amazonensis tratados com
Cls0 € 2XCls0 de ACET=1 POT 24 N.ovviiiiiiiiecieeiieeeee et 48

Figura 18: Determinagdo da exposicao de fosfatidilserina em parasitos de L. amazonensis
tratados com Clso € 2xClso de ACET-1 por 24 h.....oceeeiieiiiiiiiiieeeeeeeeee e 49

Figura 19: Analise de conteido de DNA de parasitos de L. amazonensis apos 24 h de
tratamento cOmM ACET-1........coooiiiiiiiii e e s 50

Figura 20: Determinacdo da producdo de oxido nitrico em macrofagos J774A.1
infectados ou nao com L. amazonensis tratados com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h,
utilizando 0 marcador DAF-FM DA ........ccooiiiie e 51



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Atividade antiproliferativa in vitro de ACET-1 frente a promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade sobre macrofagos J774A.1................. 30



LISTA DE ABREVIATURAS
ACET-1 4-(5'-formil-[2,2"-bitiofeno]-5-il)but-3-in-1-il acetato

ANOVA analise de variancia

ATP adenosina trifosfato

CaCl cloreto de calcio

CCCP carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona

CCso concentragdo citotoxica para 50% das células
Clso concentragdo inibitéria de 50% dos parasitos
CO, diéxido de carbono

DAF-FM diacetato de diaminofluoresceina

DCF diclorofluoresceina

DMSO dimetilsulfoxido

DNA acido desoxirribonucleico

DPPP difenil-1-pirenilfosfina

DTNs doengas tropicais negligenciadas

ERN espécies reativas de nitrogénio

ERO espécies reativas de oxigénio

EUA Estados Unidos da América

H>DCFDA  2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato

H20:2 perdxido de hidrogénio
IP 1odeto de propidio
KCN cianeto de potassio
kDNA DNA do cinetoplasto

K4[Fe (CN)g] ferrocianeto de potésssio
M molar

MET microscopia eletronica de transmissao



MEV
mg
min
mL
mM
MTT
nm

NO

0504

PBS

pH

RE

Rh123
RPMI 1640
SFB

UA

XTT

ng
um
uM
A¥Ym

Aem

microscopia eletronica de varredura
miligrama

minuto

mililitro

milimolar

brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
nandmetro

oxido nitrico

graus Celsius

radical superoxido

radical hidroxila

tetroxido de 6smio

tampao salina fosfato

potencial de hidrogénio

reticulo endoplasmatico

rodamina 123

meio Roswell Park Memorial Institute
soro fetal bovino

unidades arbitrarias

(hidroxido de 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-
5-(fenilamino)carbonil]-2H- tetrazolio)

micrograma
micrometro
micromolar
potencial de membrana mitocondrial

comprimento de onda de emissao



Aex comprimento de onda de excitagdo



SUMARIO

1. INTRODUCAO .19
2. MATERIAIS E METODOS .....coveureunenmennerssesssenssesssessssssssssssssssesssssssssssssssssasss 21
2.1 REAGENLES ....veieeeieeeiiieeeee ettt ettt e e e e e enaeeen 21
2.2 PATASIEOS .eeuteeiieiieteeie sttt ettt et sttt et nes 21
2.3 Cultura de CEIULAS. .....ccuvieeiieeciie et e 21
2.4 SUDSTANCIA ....eeeiiiiieeiieeeieeeeieeeciee et e et e e e e e et e e steeeetaeessseeessseeessseeesseesnnseeans 22

2.5  Atividade antiproliferativa sobre formas promastigotas de L. amazonensis .. 22
2.6  Ensaio antiproliferativo sobre formas amastigotas de L. amazonensis ........... 22
2.7  Ensaio de citotoxicidade sobre macréfagos de linhagem J774A.1.................. 23

2.8  Avaliagdo tempo dependente das alteracdes morfologicas e ultraestruturais em

formas promastigotas de L. amazonensis por microscopia eletronica........................ 23

2.9  Avaliagdo das alteragdes morfologicas e ultraestruturais em formas amastigotas

intracelulares de L. amazonensis ............ccocceeveeiuieiieiiiiiieeeeeeee e 24
2.10 Isolamento de amastigotas de L. amazonensis...........c.ccoccceceeverceerueneesueneenne. 24
2.11 Avaliagdo da producao de espécies reativas de oxigénio (ERO)..................... 25
2.12  Avaliagdo da peroxidagao lpidica.......cceeviieeriieriiieeiieecieeeiee e 25
2.13  Avaliagdo dos niveis de ATP intracelular.............cccoeevieeeiiiiniiiiciieciee e, 25
2.14  Avaliagdo de corpos lIPIdiCoS ......covueriireriiniiniiiicnicecceeeeeee e 25
2.15 Avaliagao de vactolos autOfagiCoS.....ccuvieruiieeriieeiieeeiie et 26
2.16 Avaliacao de vactolos 4CIAOS ........eeeeeeviiieeeiiie e 26
2.17 Avaliagdo da producao de 6Xido NItriCO ......ccueevvieviieriiiiieiie e 27

2.18 Awvaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym).........cccceeveveneee 27



2.19 Avaliagdo da integridade da membrana celular..............cccceevvieiiiieiniieinienns 27

2.20 Determinacdo do volume celular.............ccoueeeiiiiiiiiiieiiieeeeccee e 28
2.21 Detecgao da exposicao de fosfatidilSerina.........coeeuveeeeeriienieenieeniieiieeie e 28
2.22  Analise do CIClo CEIUIAT.........coiiii et 29
2.23  ANALISE €SLAtISTICA ...uvieeiieeeiiieeciieeciee et e et e et e e et e e e te e e e te e e sbee e eeenaeeenaeeens 29

RESULTADOS ...uuiiiiitiinninninnnenssenssecssessssesssessssesssassssessssssssssssassssasssssssssssssssss 30

3.1  Avaliacdo da atividade antiproliferativa de ACET-1 sobre formas promastigotas

e amastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade sobre macrofagos J774A.1.......... 30

3.2  Efeitos de ACET-1 sobre a ultraestrutura, morfologia e formacdo de corpos

lipidicos em promastigotas de L. amazonensis avaliados de forma tempo-dependente

3.3 Efeitos de ACET-1 sobre a morfologia e ultraestrutura de amastigotas de

L. QIQZOTCHISTS oo e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e eaaaneees 35

3.4  Efeitos de ACET-1 sobre o aumento de espécies reativas de oxigénio em

L. QIMAZONEHISIS ...ttt 38
3.5 Efeitos de ACET-1 sobre a peroxidagdo lipidica em L. amazonensis.............. 38
3.6  Efeitos de ACET-1 sobre os niveis de ATP intracelular de L. amazonensis... 39
3.7  Efeitos de ACET-1 no acumulo de corpos lipidicos em L. amazonensis ........ 40
3.8  Efeitos de ACET-1 na formacao de vacuolos autofagicos em L. amazonensis41

3.9 Efeitos de ACET-1 sobre a formac¢do de compartimentos acidos em

L. QIMAZONEIISIS ...ttt 43
3.10 Efeitos de ACET-1 sobre a produgao de 6xido nitrico em L. amazonensis .... 44

3.11 Efeitos de ACET-1 sobre o potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) de L.

ITUAZOTICHISES o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeese s e e et e taeeaesesee et tasaaaaesesesesasanaeseeessssnarneneees 45



3.12 Efeitos de ACET-1 sobre a integridade da membrana celular de L. amazonensis
........................................................................................................................... 46

3.13 Efeitos de ACET-1 sobre o volume celular de L. amazonensis....................... 47
3.14 Efeitos de ACET-1 sobre a exposi¢ado de fosfatidilserina de L. amazonensis . 48
3.15 Efeitos de ACET-1 sobre o ciclo celular de parasitos de L. amazonensis....... 49
3.16 Efeitos de ACET-1 sobre a produgdo de 6xido nitrico em macrofagos J774A.1
........................................................................................................................... 50

4. DISCUSSAQ .ccueinircnssinsissnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 52

5. REFERENCIAS ...58




1. INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem um complexo de doencgas causadas por diferentes
espécies de protozodrios intracelulares obrigatdrios que sdo transmitidos por algumas
espécies de insetos flebotomineos. Atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas encontram-se
em risco de infec¢do nos 98 paises considerados endémicos. Sdo caracterizadas como
doengas tropicais negligenciadas (DTNs), visto que as regides mais afetadas sdo
geralmente as mais pobres em paises de clima tropical e subtropical e ndo t€ém a devida
atencao das industrias farmacéuticas. Estao associadas a desnutri¢do, condi¢des precarias
de habitac¢ao, falta de recursos financeiros, desmatamento e urbanizagao, afetando regides
onde as condic¢des climaticas favorecem o desenvolvimento do seu agente transmissor
[1,2].

Causadas por mais de 20 espécies do género Leishmania , as leishmanioses sao
classificadas de acordo com suas manifestacoes clinicas em: (1) visceral, a forma mais
grave, na qual os parasitos deixam o local de inoculagdo e se proliferam nos 6rgaos
internos, afetando principalmente o figado, bago e medula 6ssea, resultando na
imunossupressao e at¢ a morte do hospedeiro, quando nao tratada; (2) cutdnea, que
manifestam-se de diferentes formas, como a forma cutanea localizada (que causa lesdes
ulceradas na pele no local da picada do flebotomineo), cutanea difusa (que causa
multiplas lesdes ndo-ulceradas por disseminacdo hematogénica ou linfatica) e
mucocutanea (a qual se desenvolve a partir da cutanea e causa inflamagdo destrutiva do
tecido da mucosa) [3-5].

Leishmania amazonensis € a espécie causadora da leishmaniose cutanea (LC) no
Brasil, a forma mais comum de leishmaniose. Esta forma da doenga causa lesdes na pele,
principalmente Ulceras, em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes para toda a vida
e graves incapacidades ou estigma, podendo evoluir para leishmaniose cutinea difusa em
individuos imunossuprimidos [6]. Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas,
na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Em 2019, o Brasil esteve
entre os paises que mais apresentaram novos casos. Estima-se que ocorram anualmente
entre 600.000 e 1 milhdo de novos casos em todo o mundo [7,8].

O género Leishmania, ¢ composto por parasitos flagelados que pertencem a ordem
Kinetoplastida, a familia Trypanosomatidae e agrupa espécies de protozodrios
unicelulares e heteroxenos, que inclui os flebotomineos como hospedeiros invertebrados,
e os mamiferos como hospedeiros vertebrados. A transmissao da leishmaniose ocorre por

meio de vetores hematdfagos do género Lutzomyia, no Novo Mundo, e do género
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Phlebotomus, no Velho Mundo, sendo conhecidos popularmente como birigui ou
mosquito palha [9,10].

Esses organismos tém um ciclo de vida digenético que inclui formas
promastigotas (extracelular e flagelada, presente no trato digestorio do inseto vetor) e
formas amastigotas (intracelular, presente no hospedeiro vertebrado). Durante a
hematofagia, o mosquito-fémea ao inocular anticoagulantes no sangue, libera formas
promastigotas no tecido epitelial. Nesse local, ocorre a fagocitose dos parasitos, que irdo
se diferenciar em amastigotas no interior dos fagolissomos de células do sistema
fagocitico mononuclear, sendo a mais comum delas, o macrofago. No interior dessas
células, as amastigotas se multiplicam por divisdo binaria simples e sdo responsaveis
pelas infec¢des, que podem persistir por todo o tempo de vida do hospedeiro, com risco
provavel de acarretar lesdes cutaneas e viscerais, dependendo da espécie causadora da
infeccdo e da resposta imunologica do hospedeiro [11-13].

Nenhuma vacina humana eficaz esta atualmente disponivel contra qualquer
espécie de Leishmania e o tratamento depende de uma gama limitada de medicamentos.
A quimioterapia ¢ baseada no uso de antimoniais pentavalentes como farmacos de
primeira escolha (Pentostam® e Glucantime®) [14], além de pentamidina, anfotericina
B (formas livres ou lipossomais), paromomicina e miltefosina, como farmacos de
segunda escolha [15]. Embora esses medicamentos sejam geralmente eficazes, eles
apresentam varias limitagdes, como toxicidade no hospedeiro, tratamento de longo prazo,
ampla resisténcia dos parasitos, além de alto custo [16-19]. Considerando as desvantagens
e restrigdes dos tratamentos disponiveis, torna-se necessaria a busca por novos farmacos
para o tratamento da leishmaniose.

Os tiofenos, compostos organicos heterociclicos aroméaticos, com anéis de cinco
membros e enxofre como heterodtomo [20], apresentaram atividade antileishmania, a
partir de extratos naturais isolados de Porophyllum ruderale [21], e de substincias
sintéticas em estudos ja realizados anteriormente por nosso grupo de pesquisa [22,23].
Na literatura, essa classe de compostos ja era descrita como de grande interesse da
industria  farmacoldgica, por sua atividade anti-inflamatoria, antitumoral,
anticonvulsivante, antiarritmica e antileishmania [24]. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antiproliferativa da substancia tiofénica sintética ACET-1
(4-(5'-formil-[2,2'-bitiofeno]-5-i)but-3-in-1-11 acetato) sobre formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis, além de investigar as principais vias de morte induzidas

por ACET-1 sobre ambas as formas parasitarias.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Reagentes

Acido folico, cianeto de carbonila 3-clorofeni-hidrazona (CCCP), cianeto de
potassio (KCN), diacetato de 2’-7’-diclorofluoresceina (H2DCFDA), difenil-1-
pirenilfosfina (DPPP), digitonina, dimetilsulfoxido (DMSO0), hemina,
monodansilcadaverina (MDC), rodamina 123 (Rh123), wortmanina e 9-dietilamino-5H-
benzo(a)fenoxazina-5-ona (vermelho do Nilo) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Anexina V-FITC, brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), diacetato de diaminofluoresceina-FM (DAF-FM DA), hidroxido
de (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[ (fenilamino)carbonil ]-2H tetrazolio (XTT),
iodeto de propideo (IP) e RNase A foram obtidos da Invitrogen (Grand Island, NY, USA).
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) e soro fetal bovino (SFB) foram obtidos
da Gibco (NY, USA). Acetato de uranila, cacodilato de sédio, citrato de chumbo,
ferrocianeto de potassio, glutaraldeido, resina Polybed® 812 e tetréxido de ésmio foram
obtidos da Electron Microscopy Sciences (EMS- Hatfield, USA). Kit de viabilidade
celular luminescente CellTiter-GLO foi obtido da Promega (Madison, Wisconsin, USA).

Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.
2.2 Parasitos

Para o estudo foi utilizada a cepa de L. (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/75/Josefa). As formas promastigotas foram mantidas axenicamente em
garrafas esterelizadas e descartdveis para cultura de células de 25 cm? contendo meio
Warren (infusdo de cérebro e coragao “Difco” acrescido de hemina e acido félico - 50 mg
mL"') pH 7,2 e esterilizado por autoclavagio a 121 °C por 15 min. O meio foi
suplementado com 10% de SFB (inativado a 56 °C, pH 7,4), e as culturas mantidas em

estufa a 25 °C. Os protozoarios foram submetidos a passagens semanais.
2.3 Cultura de células

Macro6fagos da linhagem J774A.1 (Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil) foram cultivados em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB,

5000 U mL"! de penicilina e 5 mg mL™! de estreptomicina a 37 °C em estufa com tensdo
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de 5% de COas. A observacao da cultura celular foi realizada diariamente em microscopio
invertido, ¢ o meio foi trocado quando observado pH &cido. Apos a formacdo da
monocamada celular, a fim de promover a manutengao das células de linhagem continua,
as c¢lulas aderidas foram retiradas com o auxilio de um cell scraper, ressuspensas em

meio RPMI-1640 contendo 10% de SFB (inativado a 56 °C, pH 7.4).
2.4  Substincia

A substancia foi sintetizada pelo grupo de pesquisa da Prof.* Dr.* Maria Helena
Sarragiotto, do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringad. A

estrutura molecular da substancia esta demonstrada na Figura 1.

As solugdes estoques de ACET-1 foram preparadas assepticamente em DMSO e
diluidas em meio de cultura, de forma que a concentracdo de DMSO nio ultrapassasse

1% nos experimentos.
2.5 Atividade antiproliferativa sobre formas promastigotas de L. amazonensis

Para avaliacao da atividade antiproliferativa de ACET-1, foi utilizado o ensaio de
XTT, um sal solivel que sofre redugdo pela enzima desidrogenase presente nas
mitocondrias de células vivas dando origem a um composto soluvel em 4gua, o
formazan [25]. Para isso, promastigotas de L. amazonensis na densidade de 1x10° células
mL! em meio Warren, suplementado com 10% SFB, foi dispensada em placa estéril de
96 pocos, na auséncia e na presenga de concentracoes crescentes (0,1 uM - 100 uM) de
ACET-1. Apés incubagio por 72 h a 25 °C, foi adicionado 50 pL de XTT (0,5 mg mL™)
e incubado por 4 h na auséncia de luz. A absorbancia foi lida em espectrofotometro
(Power WaveXS, BIO-TEK, EUA) a 450 nm. O valor de Clso (concentracao inibitoria de

50% dos parasitos) foi calculado por analise de regressao nao linear dos dados.
2.6  Ensaio antiproliferativo sobre formas amastigotas de L. amazonensis

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa sobre formas amastigotas,
promastigotas metaciclicas (5x10° células mL') e macrofagos J774A.1
(5x10° células mL') em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB foram
dispensadas sobre laminulas de vidro redondas, em uma placa de 24 pogos por um periodo
de 24 h em estufa com 5% de CO; a 34 °C. Apds a interagdo entre macrofagos e parasitos,

ACET-1 foi adicionado em concentragdes crescentes (0,1 pM — 100 uM), e entdo
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incubados em estufa de 5% COz a 34 °C por 48 h. Depois do periodo de tratamento, as
laminulas foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa/agua destilada 1:10 e
montadas sobre 14mina de vidro com meio de montagem Permount®. A visualizagio de
100 células foi realizada em microscépio Optico comum e o indice de sobrevivéncia foi
estabelecido multiplicando-se o percentual de macrofagos infectados pelo nimero médio
de parasitos por macrofagos totais [26]. O valor de Clso foi determinado por analise de

regressao nado linear dos dados obtidos.
2.7 Ensaio de citotoxicidade sobre macrofagos de linhagem J774A.1

Para a avaliagdo da citotoxicidade de ACET-1, foi utilizado o método
colorimétrico de MTT, um sal de tetrazo6lio que é reduzido por mitocondrias vidveis em
cristais de purpuras de formazan. Para isso, uma suspensdo de macréfagos de linhagem
J774A.1, na densidade de 5x10° células mL! em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB, foi dispensada em placa estéril de 96 pocos e incubados por 24 h, a 37 °Ce
5% de tensdao de CO». Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi retirado, foram adicionadas
concentragdes crescentes de ACET-1 (10 uM — 1000 uM), e as células foram incubadas
por 48 h, nas mesmas condig¢des citadas anteriormente. Posteriormente, as células foram
lavadas com tampdo salina-fosfato (PBS) 0,01 M, e 50 pL de MTT (2 mg mL™) foi
adicionado em cada poco da placa e incubada na auséncia de luz, a 37 °C. Apds 4 h, foi
adicionado 150 pL. de DMSO, a fim de romper as cé€lulas e solubilizar os cristais de
purpuras de formazan, e a absorbancia foi lida em espectrofotometro (Power WaveXS,
BIO-TEK, EUA) a 570 nm [27]. O valor de CCso (concentragdo citotoxica de 50%) foi

calculado por regressao nao linear dos dados.

2.8  Avaliacdo tempo dependente das alteracoes morfoldgicas e ultraestruturais

em formas promastigotas de L. amazonensis por microscopia eletronica

Promastigotas foram tratadas com a concentragado referente ao Clso de ACET-1 e
incubados por 72 h ou de forma tempo-dependente por 4, 8, 12, 24, 36,48, 60 ¢ 72 h, a
25 °C. Apos o periodo de incubagao, foi realizada a fixagao com glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato de so6dio 0,1 M. Para microscopia eletronica de varredura (MEV), os
parasitos foram aderidos a poli-L-lisina em laminula, e lavados trés vezes com PBS. Apos
adesdo dos parasitos, foi realizada a desidratagdo em concentragdes crescentes de alcool

etilico (30 - 100%). Em seguida, foi realizado o ponto critico, metalizagdo com ouro e 0s
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parasitos foram analisados no microscopio eletronico duplo feixe FEI Scios (FEI, EUA).
Para microscopia eletronica de transmissao (MET), os parasitos foram pos-fixados em
uma solugdo de 1% OsO4, 0,8% de K4[Fe (CN)s] € 10 mM CaCl, em 0,1 M de tampao
cacodilato. Apds, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de acetona
(30 — 100%), incluidas em resina epdxi (Polybed® 812) e polimerizadas em estufa a
60 °C por 72 h. Cortes ultrafinos foram obtidos e contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo e observados no microscopico eletronico de transmissdo JEOL JEM

1400 (JEOL, Japdo) [28].

2.9 Avaliacio das alteracdoes morfologicas e ultraestruturais em formas

amastigotas intracelulares de L. amazonensis

Macrofagos J774A.1 infectados com amastigotas foram tratados com
concentragdes referentes ao Clso e 2x Clso de ACET-1 e incubados por 48 h, a 34 °C e
5% de CO». Apo6s o periodo de incubagdo, foi realizada a fixacdo com glutaraldeido 2,5%
em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M. Para microscopia eletronica de varredura (MEV),
foi realizada a desidratacdo em concentragdes crescentes de alcool etilico 30% - 100%.
Em seguida, foi realizado o ponto critico, metalizacdo com ouro e realizada a extragdo
mecanica da membrana dos macrdéfagos, para que os parasitos intracelulares fossem
analisados no microscopio eletronico duplo feixe FEI Scios (FEI, EUA). Para
microscopia eletronica de transmissdao (MET), os parasitos foram pds-fixados em uma
solug@o de 1% de OsOs4, 0,8% de Ks4[Fe (CN)s] e 10 mM CaCl, em 0,1 M de tampao
cacodilato. Apos, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de acetona
(30 — 100%), incluidas em resina epoxi (Polybed® 812) e polimerizadas em estufa a 60 °C
por 72 h. Cortes ultrafinos foram obtidos, contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e observados no microscopico eletronico de transmissdao JEOL JEM 1400 (JEOL

Japao) [29].
2.10 Isolamento de amastigotas de L. amazonensis

Para os subsequentes ensaios, amastigotas intracelulares foram isoladas. Para isso,
macrofagos infectados foram tratados com a concentragiao de Clso e 2xClso de ACET-1
por 24 h a 34 °C e 5% de COz. Depois do tratamento, os macrofagos foram descolados
usando cell scrapper, aspirados com uma seringa e dispensados sob pressdo através de

uma agulha 13x0,3 mm (30G x 2) para lisar as células. Amastigotas foram separadas por
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centrifugacao diferencial (1000 rpm/1 min; 5000 rpm/5 min) e foram coletadas no

sobrenadante, lavadas e ressuspensas em PBS [26].
2.11 Avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio (ERQO)

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentragdo referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram incubadas com 10 uM de H,DCFDA por 45 min, protegidos
da luz. H.DCFDA ¢ um marcador ndo fluorescente permeéavel a célula, que sofre
desesterificagdo pelas esterases intracelulares na presenga de ERO, e apds a oxidagdo ¢
convertido em diclorofluoresceina (DCF) que ¢ altamente fluorescente [29]. A
fluorescéncia foi medida nos comprimentos de onda de excitagcao e de emissao de 488 e
530 nm, respectivamente, em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer, EUA). H2O»

50 uM foi utilizado como controle positivo.

2.12 Avaliacao da peroxidacio lipidica

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentracdo referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram incubadas com 50 uM de DPPP durante 15 min a temperatura
ambiente. DPPP ¢ uma molécula nao fluorescente até ser oxidado por hidroperéxidos a
um 6xido de fosfina (DPPP-O) que se torna fluorescente [30]. A fluorescéncia foi medida
nos comprimentos de onda de excitacdo e de emissao de 355 e 460 nm, respectivamente,
em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer, EUA). H2O> 50 uM foi utilizado como

controle positivo.
2.13 Avaliacio dos niveis de ATP intracelular

Promastigotas e amastigotas foram tratadas com concentragao referente ao Clso e
2xClso de ACET-1 por 24 h e foram lavados e ressuspensos em PBS, e os niveis de ATP
foram analisados seguindo o protocolo do kit CellTiter-GLO®, utilizado para determinar
a viabilidade celular. Este ki baseia-se na reag¢do catalisada pela luciferase
luciferina/oxiluciferina para a quantificagdo de [31] A luminescéncia foi determinada
utilizando leitor de microplacas (Victor X3; iaPerkinElmer, EUA). KCN 500 uM foi

utilizado como controle positivo [32].

2.14 Avaliacio de corpos lipidicos

Promastigotas e amastigotas foram tratadas com Clso e 2xClso de ACET-1 por

24 h ou de forma tempo-dependente (como descrito no item 2.8) e incubadas com
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10 pg mL™!' de vermelho do Nilo, um marcador lipofilico, por 30 min a 25 °C [6,33]. A
fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer, EUA),
nos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 485 e 535 nm. Adicionalmente, a
fluorescéncia foi visualizada utilizando microscopio de fluorescéncia Olympus BX51
(Olympus, Tokyo, Japan), e as imagens capturadas por camera UC30 (Olympus, Toquio,

Japao). H>O2 50 uM foi utilizado como controle positivo.
2.15 Avaliacio de vacuolos autofagicos

Promastigotas e amastigotas foram tratadas com Clso ¢ 2xClso de ACET-1 por
24 h. Como controle de autofagia, as células foram tratadas com 1 uM de wortmanina,
um potente inibidor da fosfatidilinositol 3-kinase (PI3-quinase), uma enzima que esta
envolvida na regulacdo da autofagia [34]. Apoés, as células foram incubadas com MDC
0,05 mM, um marcador fluorescente que se acumula em vactolos autofagicos, por 1 h a
37 °C [35]. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e a fluorescéncia foi
quantificada em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer, EUA) nos comprimentos
de onda de excitagdo e emissdo de 380 nm e 525 nm. Adicionalmente, a fluorescéncia foi
visualizada utilizando microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 (Olympus, Téquio,
Japao), e as imagens capturadas por caAmera UC30 (Olympus, Téquio, Japao). PBS foi

usado como controle positivo a fim de induzir estresse nutricional.

2.16 Avaliacao de vacuolos acidos

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentragdo referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram incubadas com 1 ug mL"' de laranja de acridina durante
15 min a temperatura ambiente. Apo6s o periodo de incubagdo os parasitos foram lavados
e ressuspensos em PBS. Laranja de acridina ¢ um marcador permeavel a membrana que
apresenta fluorescéncia verde. Sua caracteristica de base fraca permite que quando em
meios acidos receba um proton e forme um dimero, se tornando ndo permeavel as
membranas e apresentando fluorescéncia vermelha [36]. A aquisicdo dos dados foi
realizada em citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA)
equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla,
CA, EUA). Um total de 30.000 eventos foram adquiridos na regido previamente
estabelecida com o parasito e a razao entre a fluorescéncia vermelha e verde foi calculada
e relacionada com a quantidade de compartimentos acidos presentes nas células [37].

H>0: 50 uM foi utilizado como controle positivo.
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2.17 Avaliacio da producio de oxido nitrico

Promastigotas, amastigotas, macrofagos infectados e ndo infectados tratados com
concentragao referente ao Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h foram incubados no escuro
com DAF-FM DA 1 uM por 30 min a 37 °C. Depois, os parasitos foram lavados e
ressuspensos em PBS, e incubados por mais 15 min. DAF-FM diacetato ¢ um marcador
ndo fluorescente permedvel a membrana plasmatica. Uma vez dentro das células, ¢
desacetilado por esterases intracelulares para se tornar um benzotriazol fluorescente [38].
A aquisicdo dos dados foi realizada em citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-
Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos foram
adquiridos na regido previamente estabelecida com as células. H>O> 50 uM foi utilizado

como controle positivo.
2.18 Avaliacio do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentracao referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram incubadas com 5 pg mL™! de Rh123 por 15 min a 37 °C, a
fim de verificar o AYm. Rh123 ¢ um marcador especifico mitocondrial, dependente de
sua polarizagdo e, desse modo, células com potencial mitocondrial inalterado acumulam
Rh123 e apresentam alta fluorescéncia, enquanto mitocondrias com alteragcdes no A¥Ym
levam ao efluxo da Rh123 de dentro da mitocondria, apresentando baixa fluorescéncia
[39,40]. Assim, apds o periodo de incubacdo inicial com Rh123, os parasitos foram
lavados e ressuspensos em PBS para andlise em citdometro de fluxo FACSCalibur
(Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph
Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos
foram adquiridos na regido previamente estabelecida com o parasito. CCCP 100 uM foi

utilizado como controle positivo.
2.19 Avaliacio da integridade da membrana celular

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentragao referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram incubadas com 0,2 ug mL! de IP por 10 min em temperatura

ambiente. Células com membrana integra captam pouco IP, apresentando baixa
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fluorescéncia, porém, células cuja membrana esteja alterada permitirao entrada de IP, que
se intercala ao DNA, emitindo alta fluorescéncia [38]. A aquisi¢do de dados e analise
foram realizadas imediatamente ap6s a marca¢ao em um citometro de fluxo FACSCalibur
(Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph
Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos
foram adquiridos na regido previamente estabelecida com o parasito. Alteragdes na
fluorescéncia do IP foram quantificadas como percentual de células alteradas para

membrana plasmatica. Digitonina 40 uM foi utilizada como controle positivo.

2.20 Determinacio do volume celular

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentracdo referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram lavadas duas vezes em PBS, e ressuspensas no mesmo
tampao. Em seguida, o volume celular foi analisado por citdmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph
Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Graficos da densidade (FSC-H)
versus a dispersdo (Counts) representam a aquisi¢ao de 30.000 eventos. Histogramas e
analises foram realizados utilizando o software CellQuest [38]. Miltefosina 40 uM foi

utilizada como controle positivo.
2.21 Detecciio da exposicao de fosfatidilserina

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentragdo referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram lavadas duas vezes em PBS, ressuspensas em tampao de
ligagdo (140 mM NaCl, 5 mM CaCl,, and 10 mM HEPES-Na, pH 7,4), marcadas com
anexina V-FITC e incubadas por 15 min em temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado IP 2 pg mL™! e a aquisi¢do de dados e anélise foram realizadas imediatamente
ap6s a marcacao em um citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford,
NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute,
La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos foram adquiridos na regido previamente
estabelecida com o parasito. Células marcadas com anexina-V (IP positivo ou negativo)
foram consideradas apoptdticas, e células somente positivas para IP, foram consideradas

necroticas [41-43]. Miltefosina 40 uM foi utilizada como controle positivo [44].
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2.22  Analise do ciclo celular

Promastigotas e amastigotas tratadas com concentragao referente ao Clso e 2xClso
de ACET-1 por 24 h foram fixadas em metanol-PBS 70% a 4 °C por 24 h. Apés esse
periodo, os parasitos foram lavados em PBS e incubados com 10 ug mL! de IP-RNAase,
seguido de incubagao a 37 °C por 45 min [44]. A aquisicdo de dados e analise foram
realizadas em um citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ,
EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos foram adquiridos na regido previamente
estabelecida com o parasito. A porcentagem de células em cada estagio do ciclo celular
foi determinada de acordo com a fluorescéncia de IP, que ¢ diretamente proporcional ao
conteudo de DNA [46]. Miltefosina 40 uM e Taxol 10 uM foram usados como controle

positivo.
2.23 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + desvio padrao de pelo menos trés
experimentos independentes. Andlise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA
(one-way ou two-way), seguido do pos-teste de Tukey. Valores p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. As andlises estatisticas foram realizadas no

software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacio da atividade antiproliferativa de ACET-1 sobre formas

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade sobre macrofagos

J774A.1

A atividade antiproliferativa realizada pelo método de XTT demonstrou que
ACET-1 tem capacidade de inibir o crescimento de 50% das promastigotas na
concentragdo de 28,9 uM ap6s 72 h de tratamento, e de amastigotas na concentracdo de
50 uM, ao passo que a citotoxicidade avaliada pelo método de MTT apresentou um valor
de 234,4 uM para macréfagos. Dessa forma, a razao de Clso/CCso nos apresenta um valor

de indice de seletividade de 4,69 (Tab. 1, Fig. 2).

H 0
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Figura 1: Estrutura molecular de 4-(5’-formil-[2,2’-bitiofen]-5-il)but-3-in-1-il acetato
(ACET-1).

Tabela 1: Atividade antiproliferativa in vitro de ACET-1 frente a promastigotas e

amastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade sobre macrofagos J774A.1.

Macrofago
L. amazonensis L. amazonensis IS
J774A.1
(promastigota) Clso (uM) (amastigota) Clso (uM) (amastigota)
CCso (pM)
28,9+ 1,8 50,0 + 0,66 234,7+24 4,69

*IS: indice de seletividade, obtido pela equagdo: IS=CCso/Clso.
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Figura 2: Microscopia Otica de macréfagos J774A.1 infectados com formas amastigotas

de L. amazonensis tratados com ACET-1 por 48 h e corados com Giemsa. (A) células
ndo tratadas; (B) células tratadas com 50 uM (Clso); (C) células tratadas com 2xClso
(100 uM). Barra de escala: 10 um.

3.2  Efeitos de ACET-1 sobre a ultraestrutura, morfologia e formacao de corpos

lipidicos em promastigotas de L. amazonensis avaliados de forma tempo-dependente

ApoOs determinacdo das concentragdes inibitérias de ACET-1 frente a
L. amazonensis, foi realizada microscopia eletronica dos parasitos, com a finalidade de
acessar possiveis alteragdes morfologicas e ultraestruturais causadas pela substancia.
Tanto por MEV (Fig. 3) quanto por MET (Fig. 4) foi observado a presenga de alteragdes
na organiza¢do da membrana plasmadtica e citoesqueleto de promastigotas tratadas com
28,9 uM de ACET-1 por 72 h. Para mais detalhes, na andlise tempo-dependente
observou-se o surgimento das alteragdes na membrana plasmatica e no citoesqueleto
somente a partir de 8 h apds o tratamento, e se tornaram mais evidentes de forma tempo-
dependente, enquanto o acumulo de corpos lipidicos foi observado em todos os tempos

de tratamento analisados (Fig. 5).

Por MEV ¢ possivel observar também o arredondamento do corpo celular de
promastigotas, extravasamento de conteudo celular, diminuicdo do tamanho do flagelo
(Fig. 3C-D), ao passo que parasitos ndo tratados apresentaram flagelo proporcional ao

tamanho do corpo e membrana lisa e integra (Fig. 3A-B).

Desorganizacao do contetdo e da membrana nuclear, inchago mitocondrial, alta
atividade exocitica e presenca de vactolos autofagicos sdo alteragdes ultraestruturais
observadas a partir das andlises de MET (Fig. 4D-H), enquanto parasitos ndo tratados

exibiram estruturas bem preservadas (Fig. 4A-C).
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Figura 3: Microscopia eletronica de varredura de promastigotas de L. amazonensis

tratadas com Clso de ACET-1 por 72 h. (A-B) promastigotas ndo tratadas. (C-D)
promastigotas tratadas com 28,9 uM (Clso). Barra de escala: (A,C) 30 pm; (B) 10 pm;
(D) 5 pm.
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Figura 4: Microscopia eletronica de transmissdo de promastigotas de L. amazonensis

tratadas com Clso de ACET-1 por 72 h. (A-C) promastigotas nao tratadas. (D-H)
promastigotas tratadas com 28,9 uM (Clso); (k) cinetoplasto; (m) mitocondria; (m’)
mitocondria inchada; (n) ntcleo; (n’) conteudo nuclear desestruturado; (p) bolsa flagelar;
(cg) complexo de Golgi; (re) reticulo endoplasmatico; (* branco): corpos lipidicos;
(* preto): vactiolos autofagicos; (>>) aumento no numero de vesiculas na bolsa flagelar;
() alteracdes na membrana celular e no citoesqueleto. Barra de escala: (A-E, G) 0,5 um;

(F) I um; (H) 0,2 pm.
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Figura 5: Alteragdes ultraestruturais, morfoldgicas e acaimulo de corpos lipidicos tempo-
dependente em promastigotas de L. amazonensis tratadas com Clso de ACET-1.
(n) ntcleo; (m) mitocondria; (k) cinetoplasto; (p) bolsa flagelar; (* branco): corpos
lipidicos; (* preto): vactiolos autofagicos; (P ) alteragdes na membrana plasmatica. Barra
de escala: (A1-A9,B1-B2,B4-B7,B9) 5 um; (B3, B8) 2 um; (C1) 1 um; (C2-C9) 0,5 um;
(D1-D9) 0,2 um; (E1-E9,F1-F9) 20 um.
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33 Efeitos de ACET-1 sobre a morfologia e ultraestrutura de amastigotas de

L. amazonensis

Através das imagens de MEV (Fig. 6) foi possivel observar também que a
substancia ACET-1 reduziu a quantidade de amastigotas por macréfago apos o
tratamento, além de possibilitar a observagao do formato oval tipico de amastigotas. No

entanto, nenhuma alteragdo morfoldgica explicita foi observada nas amastigotas.

Através das micrografias obtidas por MET (Fig. 7), é possivel observar claramente
as amastigotas dentro dos vacuolos fagociticos do macréfago, bem como alta atividade
metabolica dessas células infectadas, indicada pela grande quantidade de vesiculas
excretoras, na tentativa de combater o parasito. Alteracdes como desorganizagdo dos
compartimentos celulares, alteragdo nuclear e presenga de vactiolos apds o tratamento

com ACET-1 foram observadas em amastigotas intracelulares.
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Figura 6: Microscopia eletronica de varredura de macréfagos infectados com

amastigotas de L. amazonensis e tratados com ACET-1 por 48 h. (A-C): células nao
tratadas; (D-F): células tratadas com valor referente ao Clsp (50 uM); (G-I): células
tratadas com valor referente a 2xClso (100 uM). Barra de escala: (A,G) 5 um;
(C-E,H-I) 10 um; (B,F) 20 pm.
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Figura 7: Microscopia eletronica de transmissdo de macrofagos infectados com

amastigotas de L. amazonensis e tratados com ACET-1 por 48 h. (A-C): células ndo
tratadas; (D-F): células tratadas com valor referente ao Clso (50 uM); (G-I): células
tratadas com valor referente a 2xClso (100 uM). (n) nucleo de amastigotas; (N) mucleo
de macréfagos; (k) cinetoplasto; (*) preto: vacuolos autofagicos; (#) vacuolos
parasitoforos; (>>) vesiculas secretoras de macrofagos; Barra de escala:

(A-B, D,G-H) 2 um; (C,E-F.I): 1 um;
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3.4  Efeitos de ACET-1 sobre o aumento de espécies reativas de oxigénio em

L. amazonensis

A avaliagdo de ERO foi realizada por espectrofluorimetria, através do marcador
nao fluorescente HxDCFDA. Um aumento significativo de ERO totais em promastigotas
ap6s 24 h de tratamento com ACET-1 pdde ser detectado (Fig. 8A), enquanto em
amastigotas a diferenca de ERO totais ndo foi significativa (Fig. 8B), quando comparado
aos grupos controles. Esse aumento de ERO em promastigotas foi dose-dependente, de
1,59 e 2,56 vezes apds o tratamento com Clso e 2xClso, respectivamente. Células tratadas
com H>O; apresentaram aumento de 3,76 e 2,92 vezes em promastigotas € amastigotas,

respectivamente.
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Figura 8: Determinacao de ERO totais em parasitos de L. amazonensis tratados com Clso
e 2xClso de ACET-1 por 24 h, usando o marcador nao-fluorescente HDCFDA. Parasitos
tratados foram incubados com H>DCFDA e a fluorescéncia de DCF foi medida. (A)
promastigotas; (B) amastigotas. (*) indicam diferengas significativas em relacdo ao grupo

controle (p < 0,05).
3.5  Efeitos de ACET-1 sobre a peroxidacao lipidica em L. amazonensis

A avaliagdo da peroxidacao lipidica foi realizada por espectrofluorimetria, através
do marcador nao fluorescente DPPP. Foi possivel observar que promastigotas tratadas
com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h exibiram um aumento significativo da
peroxidacao lipidica de 3,38 e 3,29 vezes, respectivamente, quando comparado com o
grupo controle (Fig. 9A), enquanto em amastigotas observou-se apenas um aumento

significativo de 1,33 vezes apds o tratamento com 2xClso de ACET-1 (Fig. 9B). Em
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promastigotas, o tratamento com H>O, aumentou em 3,52 vezes a peroxidagao lipidica,

enquanto em amastigotas o aumento foi de 1,24 vezes.
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Figura 9: Determinacgdo da peroxidacao lipidica em parasitos de L. amazonensis tratados
com Clso e 2xClIso com ACET-1 por 24 h usando o marcador ndo-fluorescente DPPP.
Parasitos tratados foram marcados com DPPP e a fluorescéncia de DPPP-O foi medida.
(A) promastigotas; (B) amastigotas. (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao

grupo controle (p < 0,05).
3.6 Efeitos de ACET-1 sobre os niveis de ATP intracelular de L. amazonensis

Os niveis de ATP intracelular foram avaliados pelo método luminescente usando
o kit CellTiter-GLO. Um aumento significativo de ATP intracelular em promastigotas
tratadas com ACET-1 ap6s 24 h de tratamento foi observado quando comparado com o
grupo controle. Esse aumento foi de aproximadamente 2,36 e 2,25 vezes, apds o
tratamento com Clso e 2xClso, respectivamente (Fig. 10A). J& em amastigotas, foi possivel
observar uma diminui¢do de 1,16 vezes dos niveis de ATP intracelular quando tratadas
com Clso de ACET-1 e um aumento de 1,10 vezes quando tratadas com 2xClso de
ACET-1 (Fig. 10B). O inibidor do complexo citocromo-oxidase KCN, foi utilizado como
controle positivo e apresentou reducdo significativa dos niveis de ATP intracelular, com

redugdo de 2,11 e 1,37 vezes em promastigotas e amastigotas, respectivamente.
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Figura 10: Determinacao de ATP intracelular em parasitos de L. amazonensis tratados
com Clso e 2xClso uM de ACET-1 por 24 h. (A) promastigotas; (B) amastigotas. (*)

indicam diferencgas significativas em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
3.7  Efeitos de ACET-1 no acimulo de corpos lipidicos em L. amazonensis

Para a avaliagdo da presenga de corpos lipidicos nos parasitos, o corante
fluorescente vermelho do Nilo foi utilizado, devido a sua afinidade por lipidios neutros.
A formagdo e actiimulo de corpos lipidicos apos o tratamento com Clso e 2xClso de
ACET-1 por 24 h foram observados por microscopia de fluorescéncia e quantificados por
espectrofluorimetria. O aumento na quantidade de vactiolos lipidicos em promastigotas
tratadas com ACET-1 foi significativamente maior quando comparado com parasitos nao
tratados (Fig. 11A), apresentando um aumento de 1,33 e 1,92 vezes apds o tratamento
com Clso e 2xClso, respectivamente, enquanto amastigotas ndo apresentaram aumento
significativo na quantidade de vacuolos lipidicos apds o tratamento com ACET- 1
(Fig. 11B). Parasitos tratados com H>O; apresentaram um aumento significativo na
presenca de corpos lipidicos, com valor de 1,26 vezes sobre promastigotas e 1,66 vezes
sobre amastigotas, quando comparadas ao controle. Esses dados confirmam os resultados
obtidos pela andlise tempo dependente sobre promastigotas, realizada por microscopia

eletronica e de fluorescéncia.
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Figura 11: Actimulo de corpos lipidicos em parasitos de L. amazonensis tratados com
Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h. (A) promastigotas; (B) amastigotas. Imagens de
microscopia de fluorescéncia de (a) parasitos ndo tratados, (b) parasitos tratados com
controle positivo, (c) parasitos tratados com Clso, (d) parasitos tratados com 2xClso. ()
Intensidade da fluorescéncia obtida por espectrofluorimetria. Barra de escala: 20 pm; (*)

indicam diferencas significativas em relag¢do ao grupo controle (p < 0,05).

3.8  Efeitos de ACET-1 na formacao de vacuolos autofagicos em L. amazonensis

O marcador fluorescente MDC, que se acumula em vactolos 4cidos, foi utilizado
para a avaliagdo de vactiolos autofagicos. E possivel observar através da microscopia de
fluorescéncia a presenga dos vactiolos autofagicos, corroborando com as observacoes
feitas a partir das imagens de MET. Na quantificacdo, os dados mostram que, apos o
tratamento com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h sem wortmanina, ocorreu um aumento
significativo na formagao de vactiolos autofagicos tanto em promastigotas de 2,86 e 20,35
vezes (Fig. 12A) quanto em amastigotas de (Fig. 12B) de 1,38 e 1,58 vezes

respectivamente, representados pelo aumento da fluorescéncia de MDC, quando
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comparado aos grupos controles. Os controles positivos apresentaram um aumento de
2,06 e 1,22 vezes, em promastigotas e amastigotas respectivamente. Porém, somente em
promastigotas o inibidor de apoptose wortmanina foi capaz de prevenir a formacdo dos
vactolos autofagicos, gerando uma diminuicao de 2,57, 5,90 e 1,94 vezes apds o

tratamento com controle positivo, Clso e 2x Clso, nessa ordem.
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Figura 12: Presenca de vactolos autofagicos em parasitos de L. amazonensis tratados
com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h. (A) promastigotas; (B) amastigotas. Imagens de

microscopia de fluorescéncia de (a) parasitos ndo tratados, (b) parasitos tratados com
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PBS, como controle positivo, (c) parasitos tratados com Clso, (d) parasitos tratados com
2xClso, (a’) parasitos tratados somente com wortmanina, (b’) parasitos tratados com
controle positivo e wortmanina, (c’) parasitos tratados com Clso e wortmanina, (d”)
parasitos tratados com 2xClso ¢ wortmanina; (e) Intensidade da fluorescéncia obtida por
espectrofluorimetria. Barra de escala: 20 um; (*) indicam diferengas significativas em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05). (#) indicam diferencas significativas em relagdo ao

grupo com wortmanina.

3.9 Efeitos de ACET-1 sobre a formacio de compartimentos acidos em
L. amazonensis

A avaliagdo da presencga de vacuolos acidos foi realizada por citometria de fluxo,
através da fluorescéncia do marcador laranja de acridina. A partir dos graficos de pontos,
pode-se observar a populacdo de células concentradas no quadrante inferior direito, as
quais apresentam fluorescéncia na faixa do verde devido ao pH neutro intracelular
(Fig. 13Aa 13Ba). Apos os tratamentos com H2O», Clso e 2xClso de ACET-1, houve um
deslocamento de células para o quadrante inferior esquerdo, indicado a diminui¢do da
fluorescéncia verde, adicionado ao deslocamento para o quadrante superior direito,
indicando aumento da fluorescéncia vermelha devido ao aumento de compartimentos
acidos nas células (Fig. 13Ac-d e 13Bc-d). No grafico de barras ¢ possivel observar que
somente em promastigotas houve o aumento da razdo da fluorescéncia vermelha/verde, o
que representa um aumento significativo de vactiolos acidos de 7,95 e 22,03 vezes, depois

do tratamento com H>O» e Clso respectivamente.
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Figura 13: Determinagdo da presenca de vacuolos acidos em L. amazonensis tratados
com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h, utilizando o marcador laranja de acridina. (A)
promastigotas; (B) amastigotas. (a) parasitos nao tratados; (b) parasitos tratados com
H20: 50 uM; (c) parasitos tratados com Clso; (d) parasitos tratados com 2xClso; (e) Razdo
de células que apresentaram fluorescéncia vermelho e verde. (*) indicam diferengas

significativas em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).

3.10 Efeitos de ACET-1 sobre a producio de 6xido nitrico em L. amazonensis

A produgdo de oxido nitrico foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando o
marcador nio fluorescente DAF-FM DA. E possivel observar um aumento significativo
da produgdo de 6xido nitrico intracelular de 15,31 vezes em promastigotas tratadas com
2xClso de ACET-1 apos 24 h de tratamento, quando comparado com o grupo controle
(Fig. 14A). Em amastigotas foi observado um aumento significativo da produgao de 6xido
nitrico de forma dose-dependente, sendo de 2,36 e 3,17 vezes quando comparado ao

grupo controle (Fig. 14B). Células tratadas com H»O» apresentaram um aumento
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significativo na producao de oxido nitrico, de 6,63 e 1,82 vezes em promastigotas e

amastigotas, respectivamente.
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Figura 14: Determinagdo da produ¢do de 6xido nitrico em parasitos de L. amazonensis
tratados com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h, utilizando o marcador DAF-FM DA.
(A) promastigotas; (B) amastigotas. (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao

grupo controle (p < 0,05).

3.11 Efeitos de ACET-1 sobre o potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) de

L. amazonensis

O marcador fluorescente Rh123 foi utilizado neste ensaio a fim de avaliar o
potencial mitocondrial, uma vez que sua afinidade pela mitocondria ¢ dependente do
potencial eletroquimico. Os histogramas mostram uma diminui¢do na intensidade de
fluorescéncia total de Rh123, que em promastigotas apresentou uma redugao significativa
de 1,91 vezes apds 24 h de tratamento com 2xClso de ACET-1 (Fig. 15A), enquanto em
amastigotas apresentou uma redugao significativa de 1,96 vezes apos 24 h de tratamento
com Clsode ACET-1 (Fig. 15B). O desacoplador mitocondrial CCCP foi utilizado como
controle positivo e foi apresentou uma redugdo na fluorescéncia de Rh123 em 342,64
vezes em promastigotas (Fig. 15C) e 2,17 vezes em amastigotas (Fig. 15D). Ambas

redug¢des no A¥Ym indicam despolarizagao mitocondrial.
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Figura 15: Ensaio do AYm em parasitos de L. amazonensis, usando o marcador Rh123,
tratados com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h. (A e C) promastigotas; (B e D)
amastigotas. Controle negativo (C); (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao

grupo controle (p <0,05).

3.12 Efeitos de ACET-1 sobre a integridade da membrana celular de

L. amazonensis

IP ¢ um agente intercalante fluorescente de 4cidos nucleicos, porém impermeavel
a membrana plasmatica e, por isso, foi utilizado para avaliar a integridade da membrana
celular dos parasitos. Os graficos de pontos mostram um aumento na intensidade de
fluorescéncia de IP em promastigotas tratadas com Clso (Fig. 16Ac) e 2xClso (Fig. 16Ad)
de ACET-1 por 24 h, indicando ruptura da membrana celular, ao passo que, em
amastigotas, ndo houve aumento significativo de fluorescéncia de IP (Fig. 15Bc e 15Bd),
indicando que a integridade da membrana celular das amastigotas nao foi afetada por
ACET-1. Células tratadas com digitonina tiveram a integridade de suas membranas

afetada, apresentando altos valores de fluorescéncia de IP (Fig. 16Ab e 16Bb). A partir
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do grafico de barras, pode-se concluir que o aumento da fluorescéncia de IP em
promastigotas tratadas com Clso e 2xClso foi de 8,15 e 7,35 vezes, respectivamente, e em

células tratadas com digitonina foi de 32,96 e 15,80 vezes, em promastigotas e

amastigotas, respectivamente.
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Figura 16: Ensaio da integridade de membrana em parasitos de L. amazonensis tratados
com ACET-1 por 24 h usando IP, um marcador que se liga ao DNA de células com a
membrana rompida. (A) promastigotas; (B) amastigotas. (a) parasitos nao tratados; (b)
parasitos tratados com digitonina 40 uM; (c) parasitos tratados com Clso, (d) parasitos
tratados com 2xClso; (e) Andlise quantitativa de % de células IP-positivas. (*) indicam

diferengas significativas em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
3.13 Efeitos de ACET-1 sobre o volume celular de L. amazonensis

O volume das células foi avaliado por citometria de fluxo e, a partir dos graficos

de barras, ¢ possivel observar uma ligeira reducao no volume total das promastigotas, de
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cerca de 1,10 vez apos o tratamento com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h, quando
comparado ao grupo controle (Fig. 17A). J4 em amastigotas, foi observado um aumento
de 1,78 vez no volume das células apos o tratamento com Clso de ACET-1, seguido da
diminui¢do do volume total das células apds o tratamento com 2xClsode ACET-1, porém,
essa reducdo nao foi significativa quando comparada ao controle (Fig. 17B). Células
tratadas com miltefosina apresentaram reducgdo significativa de 2,54 e 1,62 vezes, em

promastigotas e amastigotas, respectivamente.
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Figura 17: Determinac¢ao do volume celular em parasitos de L. amazonensis tratados com
Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h. (A) promastigotas; (B) amastigotas. (*) indicam

diferencas significativas em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
3.14 Efeitos de ACET-1 sobre a exposiciao de fosfatidilserina de L. amazonensis

A partir dos graficos de pontos, pode-se observar em promastigotas um aumento
de 3,88 e 3,64 vezes da porcentagem de células anexina-V positivas (representadas no
quadrante superior e inferior direito dos graficos de pontos) quando comparadas ao
controle, indicando que o tratamento com Clso (Fig. 18Ac) e 2xClso (Fig. 18Ad) de
ACET-1 por 24 h induziu a exposicdo da fosfatidilserina na membrana dos parasitos. Em
amastigotas, o aumento da porcentagem das células anexina-V positivas ndo foi
significativo (Fig. 18Ac-d). Parasitos tratados com miltefosina (Fig. 18Ab e 18Bb)
apresentaram aumento significativo de 7,87 e 1,62 vezes na quantidade de células
anexina-V positivas, em promastigotas e amastigotas, respectivamente. Fosfatidilserina é
um fosfolipidio presente na face interna da membrana plasmatica em condigdes

saudaveis, mas que se expde na superficie de células que sofrem apoptose, indicando que
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ACET-1 pode ter induzido um processo semelhante a apoptose em formas promastigotas

de L. amazonensis.
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Figura 18: Determinagdo da exposicao de fosfatidilserina em parasitos tratados com
ACET-1. Foi utilizado IP e anexina-V, um intercalante do DNA e um marcador que se
liga ao fosfolipidio de membrana. (A) promastigotas; (B) amastigotas. (a) parasitos nao
tratados; (b) parasitos tratados com miltefosina 40 uM; (c) parasitos tratados com Clso;
(d) parasitos tratados com 2xClso; () Andlise quantitativa de % de células anexina-V

positivas. (*) indicam diferengas significativas em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).
3.15 Efeitos de ACET-1 sobre o ciclo celular de parasitos de L. amazonensis

O ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo, com a finalidade de observar

as mudangas no conteudo de DNA presente nos parasitos através da intensidade de
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fluorescéncia de IP. Miltefosina, usado como controle positivo, notadamente induziu
parada na fase sub Gy do ciclo celular tanto em promastigotas quanto em amastigotas, o
que pode ser observado pelo aumento significativo do nimero de células em <2n,
indicando assim, fragmentacdo do DNA (Fig. 19A e 19B). Taxol claramente também
causou parada no ciclo celular, uma vez que ¢ possivel observar um acimulo de células
aneuploides, com >4n, sugerindo o impedimento da realizacdo da citocinese. Ja o
tratamento com ACET-1 resultou em um ligeiro acimulo de células em fase Go/G1 (2n)
em promastigotas (Fig. 19A) e uma diminui¢do do nimero de células em fase S e Go/M
(2n-4n e 4n), porém essa diferenga ndo foi significativa quando comparada ao controle.
Em amastigotas, nenhuma diferenga nas fases do ciclo celular foi observada, sinalizando

que a substancia avaliada ndo altera o ciclo de promastigotas e amastigotas de

L. amazonensis.
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Figura 19: Analise de conteido de DNA de parasitos de L. amazonensis apds 24 h de
tratamento com ACET-1. Representacao grafica do contetido de DNA de cada populagado
com base nos graficos de citometria de fluxo. (A) promastigotas; (B) amastigotas. As
fases do ciclo sdo indicadas pela intensidade da fluorescéncia de IP, que € diretamente
proporcional ao contetido de DNA. Fase subGo: células com DNA fragmentado (<2n);
Fase Go/Gi: células diploides (2n); Fase S: replicagdo do DNA (2n-4n); Fase G2/M:
Células com contetido de DNA duplicado (4n); Células que apresentaram conteudo de

DNA alto: aneuploides (>4n). Valor de p <0,05.
3.16 Efeitos de ACET-1 sobre a produc¢ao de 6xido nitrico em macrofagos J774A.1

Através da citometria de fluxo, utilizando o marcador DAF-FM DA, a producao

de oOxido nitrico também foi avaliada sobre macrofagos infectados ou ndo com
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L. amazonensis. E possivel observar que a produgdo de 6xido nitrico foi aumentada em
macrofagos infectados quando comparados aos ndo infectados, sendo ainda mais
expressivo esse aumento, apds os tratamentos com Clso e 2xClso de ACET-1. Quando
comparados ao controle nao infectado, macréfagos nao infectados e tratados com H>O»
apresentaram uma diminuicao significativa de 1,72 vezes na produgao de 6xido nitrico,
ao passo que os macrofagos infectados tratados com Clso e 2xClso de ACET-1 exibiram
um aumento significativo de 1,93 e 1,55 vezes. Todos os tratados e infectados, quando
comparados aos tratados ndo infectados apresentaram um aumento significativo nos
niveis de 6xido nitrico de 1,99, 1,93 e 1,44 vezes nos tratamentos de H2O», Clso  2xClso,

respectivamente.
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Figura 20: Determinacdo da produc¢do de o¢xido nitrico em macréfagos J774A.1
infectados ou ndo com L. amazonensis tratados com Clso e 2xClso de ACET-1 por 24 h,
utilizando o marcador DAF-FM DA. (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao
grupo controle (p < 0,05). (#) indicam diferengas significativas em relacao ao grupo nao

infectado (p < 0,05).
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4. DISCUSSAO

E notavel que algumas DTNs sdo mais negligenciadas que outras. Podemos
enquadrar a leishmaniose neste contexto, uma vez que o tratamento se baseia quase
exclusivamente em medicamentos que existem ha 80 anos e que exibem alta toxicidade,
administracao parenteral com efeitos adversos potencialmente fatais, podendo nao atingir
o nivel clinico e cura parasitologica [47-51].

Apesar dos avancos recentes, o tratamento da leishmaniose continua
insatisfatorio e, considerando que as industrias farmacéuticas tém pouco interesse em
DTNs do ponto de vista comercial, a pesquisa académica continua como Unica alternativa
para o desenvolvimento de novos métodos que poderiam ser aplicados no tratamento da
leishmaniose [51,52]. Dado este cendrio, o presente estudo objetivou a avaliagdo da
atividade antiparasitaria da substancia tiofénica ACET-1, motivado por estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa, que relataram potencial leishmanicida desta classe
de compostos [21].

Inicialmente, foi investigada a atividade antiproliferativa de ACET-1, e os dados
mostraram a eficacia contra parasitos de L. amazonensis em concentragdes nao toxicas
para macrofagos, apresentando um valor de Clso de 28,9 uM sobre promastigotas e 50 uM
sobre amastigotas e um interessante indice de seletividade de 4,69 sobre amastigotas,
corroborando com os estudos anteriores que comprovaram a atividade leishmanicida de
tiofenos [22,23].

Sendo assim, para a determinacdo das vias de morte induzidas por ACET-1
sobre L. amazonensis, foram realizadas andlises por microscopia eletronica, dado que
estas técnicas sdo consideradas valiosas para deteccdo da morte celular [53-55]. Por
MEV, as alteragdes morfologicas observadas em promastigotas, como arredondamento
do corpo celular, extravasamento de contetido citoplasmatico, diminui¢do do tamanho do
flagelo, além das altera¢des superficiais da membrana plasmatica, sugerem que as células
estdo submetidas a um estresse oxidativo. Hipotese essa que foi sustentada pelas imagens
de MET, nas quais as alteracdes estruturais ficaram mais explicitas, sendo possivel
observar desorganizacdo do conteudo e da membrana nuclear, presenca de corpos
lipidicos, alta atividade exocitica e presenca de vacuolos autofagicos, tanto em
promastigotas quanto em amastigotas. Resultados similares foram obtidos em outros

trabalhos do nosso grupo de pesquisa [18,26,56].
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A atividade exocitica pode estar relacionada a secrecdo de moléculas que
sofreram danos e ndo sdo mais uteis a célula, ou ainda a produgao excessiva de proteinas
que gera um mau enovelamento proteico e devem ser recuperadas. Estas avarias podem
ser causadas pela perturbagao da homeostase do reticulo endoplasmatico (RE), como
consequéncia da acdo das ERO [57-61]. O RE e complexo de Golgi sdo organelas
envolvidas tanto no processo de biossintese de moléculas quanto no processo de secregao,
e podem atuar como sensores do estresse celular, participando na inicializacdo da morte
celular semelhante a apoptose quando lesionados [62]. O inchago mitocondrial observado
pode indicar um interessante alvo de ACET-1, visto que parasitos tripanossomatideos
apresentam uma mitocondria Unica e ramificada [26,39].

Adicionalmente, foi observado uma alteragao ultraestrutural inédita na interface
membrana/microtibulos-subpeliculares das promastigotas tratadas com ACET-1. O
citoesqueleto localizado abaixo da membrana plasmatica apresenta um rigido arranjo de
microtubulos subpeliculares que correm paralelamente ao longo do eixo do corpo do
parasito e outros componentes estruturais, sendo responsavel pela manutencao da forma
do parasito durante as fases de diferenciacao no seu ciclo de vida e para a divisao celular.
A presenca deste corset inflexivel ndo permite a formacgao de vesiculas ao longo do corpo
celular, portanto esta desorganizacao arquitetonica pode ser crucial para a manutengdo da
célula [63,64]. A endocitose e exocitose ocorre exclusivamente na bolsa flagelar, uma
invagina¢do da membrana responsavel por permitir a formagdo de vesiculas para a
entrada de nutrientes e excrecdo, sendo também de onde emerge o flagelo, ja que € o
unico local que ndo se encontra microtiibulos subpeliculares. O flagelo ¢ formado por um
arranjo de 11 filamentos proteicos conectados aos pares de microtubulos, e € responsavel
pela motilidade dos parasitos e adesdo as células-alvo [65,66].

Todas essas alteragdes, sejam elas morfolégicas ou ultraestruturais, foram
reafirmadas pelas analises tempo-dependente que revelaram que os corpos lipidicos estao
presentes logo nas primeiras horas de tratamento com ACET-1, ao passo que as
alteracdes na membrana plasmatica comecam a se tornar evidentes apds as 8 h de
tratamento e sdo intensificadas de forma tempo-dependente.

Os corpos lipidicos sdo organelas intracelulares dindmicas compostos por um
nucleo de lipidios neutros envoltos por uma monocamada de fosfolipidios e proteinas
associadas, que interagem com outros componentes celulares. A formagdo dessas
estruturas ¢ um processo comum na célula e seu papel € funcionar como reservatdrio de

energia, mas o seu acimulo pode ser indicativo de degeneracdo patoldgica causada por
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exemplo, pela inibi¢do da via sintética lipidica, ou pelo efeito oxidativo das espécies
reativas sobre os lipidios [67-70].

As ERO abrangem diversas moléculas quimicamente reativas derivadas da
redugdo incompleta de um elétron do oxigénio molecular, as quais sdo formadas e
degradadas por todos os organismos aerobios, mas altas concentracdes podem induzir
danos oxidativos [70-72]. Além das ERO, outras moléculas com alto poder oxidante
podem ser deletérias as células, como por exemplo, as espécies reativas de nitrogénio
(ERN), compostos derivados do 6xido nitrico (NO) que estao relacionados a regulagdo
fisiologica das células, mas que em altos niveis podem induzir o estresse nitrosativo [73].
Estes radicais livres contém um nimero impar de elétrons na ultima camada eletronica, e
o ndo-emparelhamento de elétrons conduz a alta reatividade destas moléculas. [74].

A formacdo de ERO e ERN sdo processos significantes envolvidos em
degeneracdo de macromoléculas, principalmente proteinas, lipidios, DNA, e também
aumento da formacdo de corpos lipidicos [75]. Como esperado, constatou-se que a
produgdo de ERO e ERN foi aumentada em ambas formas parasitarias de L. amazonensis
apos o tratamento com ACET-1, bem como a lipoperoxidacdo, que pode ser uma
consequéncia da acdo oxidante dessas moléculas. A producdo de energia também foi
afetada, representada pelo aumento nos niveis intracelulares de ATP em promastigotas, e
uma reducdo seguida de aumento de ATP em amastigotas. O aumento exacerbado de ATP
pode ser considerado como uma tltima tentativa das células para evitar morte, antes que
ocorra a despolariza¢do mitocondrial [76].

A peroxidagao lipidica pode interferir na integridade funcional e estrutural das
membranas celulares, induzindo a ruptura da membrana [77,9], e alterando o0 A¥Wm, além
de contribuir também para o acimulo de corpos lipidicos [75]. Por isso, a despolarizagao
da mitocondria observada no presente estudo nos leva a supor que ACET-1 pode causar
um aumento do conteudo de espécies reativas que culminam em uma disfuncao
mitocondrial, ou, de forma reciproca, afeta a mitocondria e consequentemente gera mais
espécies reativas [78], uma vez que, durante a fosforilacdo oxidativa pela cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, os elétrons podem ser transferidos diretamente
para as moléculas de oxigénio, gerando O>*", podendo resultar na geragdo de outras
espécies, como H>O» e *OH, e, consequentemente, danos celulares [6,79].

A formacgao rapida verificada pela analise tempo-dependente e acimulo de

corpos lipidicos reforcam ainda mais a hipdtese de morte celular apoptotica [70,75].
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Outros estudos também relataram um aumento na formacgdo de corpos lipidicos em
tripanossomatideos sob condi¢des de estresse [6,80].

Perda da integridade da membrana plasmadtica, diminui¢do do volume celular
(picnose) e exposicao da fosfatidilserina, também sdo caracteristicas que marcam
fendtipos apoptoticos e que foram observadas apenas em promastigotas tratadas com
ACET-1. Em condig¢des fisiologicas normais, fosfatidilserina esta predominantemente
localizada no folheto interno da membrana plasmatica. Sob inicio de apoptose, este lipidio
perde sua distribui¢ao assimétrica na bicamada fosfolipidica e ¢ translocado para o folheto
da membrana extracelular, onde identifica tais células como alvos para fagocitose
[81-83].

Em contrapartida, os vactiolos autofagicos observados sugerem também a morte
dos parasitos por autofagia, processo que pode ser desencadeado pela presenga de ERO e
ERN. De modo a prevenir maiores danos, a autofagia ¢ caracterizada pela agregacao de
material citoplasmatico dentro de vactiolos dupla-membranosos denominados vacuolos
autofagicos [84,85]. E através destes vactiolos que as células coordenam respostas ao
estresse oxidativo, degradando componentes que tenham sofrido algum dano, para ser
reciclado ou eliminado. Em protozoarios cinetoplastideos, a autofagia parece ter um
grande papel durante as diferentes fases do ciclo de vida de acordo com as alteracdes
ambientais. No entanto, apesar de seu papel benéfico, dependendo das condicdes
fisiologicas, a autofagia pode resultar em morte [86].

Wortmanina, usado para prevenir a autofagia, foi capaz de reduzir os vactiolos
autofagicos somente em promastigotas, sugerindo que em amastigotas, a via autofagica
nao foi significativamente importante para a morte dos parasitos. Esse inibidor atua na
proteina PI3k, que desempenha papel essencial para iniciar a maturagdo do
autofagossomo e promover a interagdo com endossomos iniciais e tardios e lisossomos.
[87,88].

Além dos vactiolos autofagicos, outros compartimentos celulares acidos como
os acidocalcissomos foram detectados em niveis aumentados em promastigotas de
L. amazonensis apos o tratamento com ACET-1. Os acidocalcissomos sdo estruturas
esféricas, distribuidas por todo o corpo do parasita e com didmetro de 0.2 — 0.6 um,
contendo em seu interior uma matriz eletronluscente, encontradas em maior nimero nas
formas amastigotas, estdo envolvidas principalmente na reserva de ions tais como: o
calcio, magnésio, sodio, potassio, zinco, ferro e de compostos fosfatados, além de

desempenhar um papel na regulacdo do pH intracelular e na osmorregulacdo em
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associacao com o vacuolo contratil [89-91] O aumento da quantidade dessas estruturas
intracelulares pode ser uma tentativa de regulagdo homeostatica por consequéncia de todo
desequilibrio osmoético e energético causada por ACET-1 [92].

Podemos considerar outras caracteristicas autofagicas identificadas nos parasitos
tratados com ACET-1, como por exemplo, a extensdo do RE, presen¢a de vacuolizacao
citoplasmatica, degeneracdo da organizacdo intracelular e degradacdo do aparelho de
Golgi [57,93].

O ciclo celular das formas parasitarias também foi analisado, mas ACET-1 nao
foi capaz de causar quaisquer alteragdes no ciclo de vida de parasitos de L. amazonensis.

Por ultimo, a ativagdo de macréfagos foi observada pelo aumento de 6xido
nitrico em células infectadas quando comparadas as células ndo infectadas. Isso acontece
porque apos o reconhecimento de Leishmania spp., macréfagos sdo ativados e se tornam
as chamadas “células efetoras” que podem fagocitar e destruir o hospede indesejado[94].
Viarios processos celulares comecam apo6s a ativagao de macrofagos, incluindo a produgao
de fagolisossomos enzimas de degradacao (por exemplo, proteases, nucleases, fosfatases,
lipases e esterases), geragdo de explosdo oxidativa e 0xido nitrico (*NO) [95]. Esse fato
confirma a seletividade de ACET-1 sobre macrofagos, e corrobora com as imagens de
MET, nas quais foi visualizado grande atividade metabolica dos macrofagos e intensa
deposicao vesicular dentro dos vactiolos parasitoforos.

Leishmania pode ser amplamente adaptada para a sobrevivéncia e replicacdo no
vetor ou hospedeiro macrofago, utilizando um conjunto apropriado de genes e proteinas
para diferentes ambientes e, apesar da maioria de seus mRNAs serem expressos
constitutivamente, a viruléncia e a patogénese podem ser dependentes da abundancia de
nutrientes disponiveis para estes parasitos [96,97]. Dessa forma, fica claro o porqué que
a resposta a substancia pode ndo ser a mesma entre as formas parasitarias, dependendo
do estagio de vida que o parasito se encontra e a forma de experimentagdo. Dada a
limitagdo das técnicas utilizadas neste trabalho para a avaliagdo das amastigotas
intracelulares, a via intrinseca de morte das amastigotas nao foi identificada.

Em conclusdo, demonstramos que ACET-1 possui atividade antileishmania
seletiva, e que o tratamento induziu ativamente a perda de funcdo dos parasitos de
L. amazonensis, tendo como principal mecanismo de a¢do a inducdo de um estresse
oxidativo nas células, desencadeando morte semelhante a apoptose e/ou autofagia em
promastigotas, e a morte das amastigotas foi consequéncia da atividade efetora dos

macrofagos, que por sua vez foram ativados por ACET-1. Todavia, nenhum relato na
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literatura foi encontrado em relacao as alteracOes ultraestruturais inéditas encontradas
neste trabalho e, por isso, mais estudos a nivel molecular devem ser realizados, a fim de

estabelecer o mecanismo de agdo de ACET1 sobre formas parasitarias de L. amazonensis.
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