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Resumo:

Leishmaniose € uma das mais importantes doencas tropicais negligenciadas que
ocorre em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Consequentemente, o
desenvolvimento de novos agentes farmacoldgicos é urgentemente necessario.
Neste estudo, o objetivo foi avaliar os efeitos bioguimicos causados pela substancia
ACET-1 sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis, uma vez que
NOSSO grupo ja mostrou anteriormente que esta substancia tem atividade
anti-leishmania e baixa toxicidade em células de mamiferos. Os resultados
mostraram que essa substancia induziu altera¢cdes morfolégicas e ultraestruturais no
parasito, como alteracbes na membrana plasmatica e citoesqueleto. Também
ocorreram alteracfes bioquimicas, como aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio, peroxidacdo lipidica e oOxido nitrico, além de diminuicdo no volume
celular e despolarizagéo da mitocondria. As alteracdes na integridade da membrana
celular ndo foram muito evidentes. Portanto, a substancia ACET-1 provavelmente
levam a morte do protozoario L. amazonesis por desestabilizacdo da homeostase
redox do parasito.

Introducao

Leishmanioses sédo doencas transmitidas por vetores e causadas por parasitos do
género Leishmania. Amplamente distribuidas, as regides mais afetadas sao
geralmente as mais pobres em paises de clima tropical e subtropical. Estima-se que
cerca de 1,7 bilhdo de individuos vivem em risco de infeccdo (VERMELHO, 2017).
Nas Américas, os casos de leishmaniose visceral atingiram uma taxa de letalidade
de 7,9%, e os casos de leishmaniose cutanea em criancas menores de 10 anos
registraram valores maiores que 15,5%, no ano de 2016 (OPAS/OMS, 2018).

Mosquitos fémeas pertencentes ao género Phlebotomus ou Lutzomyia transmitem
0s protozoarios através da circulagdo sanguinea (LIEVIN-LE, 2016). A resposta
imune gerada durante a infeccdo por Leishmania pode levar a uma resposta
inflamatoéria exacerbada e, consequentemente, a manifestagées clinicas da doenca,
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como febre e lesdo tecidual as quais se caracterizam como Leishmaniose visceral e
cutanea.

Os atuais tratamentos disponiveis incluem antimoniais pentavalentes, anfotericina B,
miltefosina, paramomicina e pentamidina, mas esses farmacos sao normalmente
toxicos para o paciente, mesmo em doses baixas (LOPEZ, 2016) e por isso, ha a
necessidade de se desenvolver novos agentes terapéuticos para o tratamento de
pacientes com leishmaniose.

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa ja mostrou que a substancia 4-(5'-formil-
[2,2'-bitiofeno]-5-il)but-3-in-1-il acetato (ACET-1) tem atividade anti-leishmania com o
valor de ICsy de 28,9 uM. Baseado nisso, o objetivo desse trabalho foi avaliar os
efeitos bioquimicos causados pela substancia ACET-1 sobre formas promastigotas
de L. amazonensis.

Materiais e métodos

Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
lipoperoxidacao

Promastigotas de L. amazonensis tratadas com concentracdo referente ao ICsy €
2XICsp (28,9 uM e 57,8 uM) de ACET-1 por 24 h foram incubadas com 10 pM de
H,DCFDA ou DPPP para a deteccdo de espécies reativas de oxigénio e
lipoperoxidacao, respectivamente. A fluorescéncia foi medida nos comprimentos de
onda de excitagao e de emissao de 488 e 530 nm, para H,DCFDA e 355 e 460 nm
para DPPP, respectivamente, em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer).

Avaliagdo da producéo de oxido nitrico

Promastigotas de L. amazonensis tratadas com ACET-1 por 24 h foram incubadas
com 1 uM de DAF-FM diacetato por 30 min, protegidos da luz. A fluorescéncia foi
medida nos comprimentos de onda de excitacdo e de emissédo de 495 e 515 nm
respectivamente, em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer).

Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m), da integridade da
membrana celular e do volume celular

Promastigotas de L. amazonensis tratadas com ACET-1 por 24 h foram incubadas
com 5 ug ml* de Rodamina 123 (Rh123) ou lodeto de propidio (IP) para avaliacdo
do potencial de membrana mitocondrial e da integridade de membrana,
respectivamente. Para a avaliacdo do volume celular, a analise foi feita através de
graficos da densidade (FSC-H) versus a dispersdo (Counts). A analise foi realizada
em citdbmetro de fluxo FACSCalibur equipado com o software CellQuest. Um total de
10.000 eventos foi adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Transmiss&o (MET) e Confocal

Promastigotas foram tratadas com a concentracdo referente ao 1Csp € 2xICsp da
substancia ACET-1 e incubados por 72 h. Apdés o periodo de incubacédo, foi
realizada a fixacdo com glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato de sédio 0,1 M.
Para MEV, foram aderidos a poli-L-lisina na laminula, e realizado a desidratacdo em
concentracdes crescentes de alcool etilico. Em seguida, foi realizado o ponto critico,
metalizacdo com ouro e os parasitos foram analisados no microscépio eletrénico de
varredura FEI Scios. Para MET, as amostras foram poés-fixadas em uma solucéao de
1% de OsQO,4, 0.8% de ferrocianeto de potassio e 10 mM CaCl, em 0.2 M de tampao
cacodilato. Apds, as amostras foram desidratadas em concentracfes crescentes de
acetona e incluidas em resina Polybed 812. Cortes ultrafinos foram obtidos e
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados no
microscépico eletrébnico de transmissdo JEOL JEM 1400. Para a microscopia
confocal a laser, as promastigotas foram tratadas por 24 h e incubadas com 10
ug mi* de Vermelho do Nilo por 30 min a 22 °C. A fluorescéncia foi observada em
microscépio confocal (Zeiss LSM-5 Pascal), e as imagens foram obtidas com a
camera AxioCam HRc (Zeiss). Adicionalmente a fluorescéncia foi medida no leitor de
microplacas (Victor X3; PerkinElmer) em um comprimento de onda de excitagédo e de
emissao de 485 nm e 535 nm, respectivamente.

Resultados e Discussao

A substancia ACET-1 induziu a producdo de EROs sobre promastigotas de L.
amazonensis de forma dose dependente, com um aumento de 3,0 e 5,0 vezes, apos
o tratamento com ICsy e 2xICso respectivamente. J4 os niveis de Oxido nitrico
aumentaram 10,0 vezes apos o tratamento com ICsp € 5,0 vezes ap0s o tratamento
com 2xICs. Altos niveis de peroxidacéo lipidica também foram observados, com um
aumento significativo de 10,0 vezes em ambos o0s tratamentos.

A perda do potencial de membrana mitocondrial sé foi evidente ap6s o tratamento
com 2xICsp de ACET-1, enquanto a reducdo do volume celular foi notada apos o
tratamento tanto com ICsp quanto com 2xICsy. As alteragbes na membrana
plasmatica indicadas pela fluorescéncia de IP ndo foram significativas indicando que
a integridade da membrana celular foi mantida.

Por MEV, foi possivel observar alteragbes morfologicas como torcdo, perda de
conteado e diminuicdo do volume celular e as imagens de MET mostraram
alteracdes no nucleo, na bolsa flagelar, com aumento da quantidade de vesiculas do
complexo de Golgi, alteracdes na membrana plasmatica e citoesqueleto e, presenca
de corpos lipidicos.
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A formacdo e acumulo de corpos lipidicos apos o tratamento com ICsp e 2xICsp de
ACET-1 foi observada também por microscopia confocal a laser usando o marcador
fluorescente vermelho do Nilo, o qual se liga a lipidios neutros. O aumento desses
corpos lipidicos pode ser confirmado por espectrofluorimetria, no qual houve um
aumento de 1,6 e 2,0 vezes na intensidade da fluorescéncia.

Conclusodes

Os resultados demonstraram que a substancia sintética ACET-1 atua como forte
ativador da morte de promastigotas de L. amazonensis pela desestabilizacdo da
homeostase do sistema redox, acrescentado das alteracdes ultraestruturais e
morfolégicas que sdo de grande importancia biolégica. Estudos adicionais sobre
essas alteracbes podem abrir caminhos para o desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos contra Leishmania amazonensis.
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