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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 durante o mestrado. O artigo
descreve a atividade tripanocida de compostos provenientes do espécimen Piper
marginatum, bem como seus mecanismos de acdo sobre formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi. O artigo cientifico sera submetido na revista PLOS Neglected
Tropical Diseases do grupo editorial Public Library of Science (Qualis CBI — Al).



RESUMO GERAL

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, afeta cerca de
8 milhdes de infectados no mundo. Sua principal forma de transmisséo se da pela via oral
e transfusdo sanguinea, contribuindo para um potencial antropoldgico de distribuicdo. Ao
infectar um hospedeiro, a enfermidade passa por uma fase aguda e uma crénica que causa
danos fisioldgicos e estruturais ao coracdo, figado, entre outros. Hodiernamente, o
tratamento é composto pelo benzonidazol e nifurtimox, farmacos de baixa eficacia e alta
toxicidade. Desta maneira, a busca por novas substancias inspiradas na medicina popular
se tornou uma alternativa promissora, onde os organismos do género Piper se destacam
pela diversidade de metabodlitos secundarios e uso comum na medicina tradicional. A
caracterizacdo fitoquimica do 6leo essencial (PO) e extrato etanolico (PX) de P.
marginatum levaram ao isolado 3’,4” - (metilenodioxi)propiofenona (MP), que apds
avaliagdo mostraram potencial atividade antileishmania. Portanto, baseando-se no uso
tradicional de plantas do género Piper e os resultados promissores de P. marginatum, 0s
objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade antiparasitaria do 6leo essencial de
P. marginatum sobre T. cruzi, assim como, determinar os possiveis mecanismos de acao
que levam a morte celular do parasito. PO apresentou forte atividade seletiva contra todas
as formas evolutivas de T. cruzi. A analise por microscopia eletrdnica de varredura
mostrou torcdo da membrana plasmatica, diminuicdo e arredondamento do corpo celular,
extravasamento do conteudo citoplasmatico e encurtamento do flagelo.
Concomitantemente, 0s mecanismos bioquimicos confirmaram despolarizacdo da
membrana mitocondrial, formacdo de espécies oxidantes, acimulo de corpos lipidicos,
além de alteracdes na integridade da membrana plasmatica do parasito. Em conjunto estes
fatores levaram ao epilogo parasitario, provavelmente, por mecanismos de apoptose
tardia. Portanto, baseando-se nos resultados obtidos, justifica-se a continuidade desta
pesquisa para refino e possivel desenvolvimento destas substancias a cerca do tratamento

da doencga de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; atividade tripanocida, morte celular, apoptose,

Piper sp.



ABSTRACT

The Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, affects about 8 million
people worldwide. Its main form of transmission is through the oral route and blood
transfusion, contributing to a potential anthropological distribution. By infecting a host,
the disease goes through an acute and then chronic phase that presents physiological and
structural damage to the heart, liver, and others. Today, the treatment is composed of
benznidazole and nifurtimox, drugs of low efficacy and high toxicity. Thus, the search
for new new substances inspired by popular medicine has become a promising alternative,
where organisms of the genus Piper stand out for the diversity of secondary metabolites
and common use in traditional medicine. The phytochemical characterization of the
essential oil (PO) and ethanolic extract (PX) of P. marginatum led to the isolate 3°,4’-
(methylenedioxy)propiophenone (MP), which after evaluation showed potential
antileishmanial activity. Therefore, based on the traditional use of plants of the genus
Piper and the promising results of P. marginatum, the objectives of this work were to
evaluate the antiparasitic activity of the essential oil of P. marginatum on T. cruzi, as well
as to determine the possible mechanisms of action that lead to the cell death of the parasite.
PO showed selective activity against all evolutionary forms of T. cruzi. The scanning
electron microscopy analysis showed the twisting of the plasma membrane, decrease and
rounding of the cell body, extravasation of the cytoplasmic content and shortening of the
flagellum. Accordingly, biochemical mechanisms confirmed depolarization of the
mitochondrial membrane, formation of oxidant species, accumulation of lipid bodies, and
changes in parasite plasma membrane integrity. Together, these factors led to prasite
epilogue, probably by mechanisms of late apoptosis. Therefore, based on the results
obtained, the continuity of this research is justified to refine and possibly develop these

substances for the treatment of Chagas disease.

Keywords: Chagas disease, trypanocidal activity, cell death, apoptosis, Piper sp.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoéario Trypanosoma cruzi, € reconhecida pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenca tropical negligenciada. Inicialmente
endémica das Américas do Sul e Central, se propagou através dos processos de globalizacdo e
causa mais de 10 mil novos casos anuais tendo atualmente cerca de 8 milhGes de infectados
(LIDANI et al., 2019; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

T. cruzi faz parte da classe Kinetoplastea, grupo caracterizado pela presenca de uma
unica mitocdndria que se ramifica pelo corpo celular do protozoario e contém em seu interior
o cinetoplasto, organela onde se o encontra material genético organizado em maxicirculos e
minicirculos (DE SOUZA, 2009). O parasito possui em seu ciclo de vida, trés formas evolutivas
principais: 1. Tripomastigotas, infectantes, caracterizadas pela vida livre e flagelo externo, séo
denominadas metaciclicas quando presentes nas excretas do vetor, e, quando no sangue de
vertebrados, sanguineas; 2. Epimastigotas, formas com flagelo externo, alta mobilidade e
multiplicativas no inseto vetor; e 3. Amastigotas que se multiplicam dentro das células do
hospedeiro vertebrado (ELIAS et al., 2007).

Preliminarmente a principal via de transmissdo da doenca de Chagas era vetorial, e seus
vetores, os triatomineos (Hemiptera, Reduviidae) possuem habitos noturnos e s6 sdo capazes
de se desenvolver e procriar realizando a hematofagia. Existem descritas cerca de 151 espécies
de triatomineos agrupadas em 18 géneros, dentre eles os de maior importancia epidemiolégica
sdo: Triatoma, Rhodnius, Eratyrus e Panstrongylus (DOCAMPO; MORENO, 2017;
GURGEL-GONCALVES et al., 2012). Entretanto, com 0s programas de conscientizacao e
controle da propagacéo acerca dos vetores, atualmente a principal forma de transmissdo da
doenca de Chagas se d& pela via oral e transfusdo sanguinea (MANGANO et al., 2021;
BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015; ASSAL; PASSOS et al., 2012; CORBI, 2011).

Ao infectar um hospedeiro humano, a enfermidade passa uma fase inicial aguda,
caracterizada por parasitemia aparente, onde os sintomas (febre prolongada, dor de cabeca,
fraqueza intensa, inchago no rosto e pernas), se houverem, aparecem em um periodo de cerca
de trés meses, variando de acordo com o processo de infecgdo. Esta fase pode ser caracterizada
pelo aparecimento do chagoma de inoculagdo (somente pela infecgéo vetorial) e sinal de
Romana. Em seguida o quadro febril e a parasitemia tendem a diminuir, definindo a transi¢éo
para a fase cronica, que geralmente comeca com um longo periodo de laténcia clinica chamado

de forma indeterminada. Pds forma indeterminada, muitos pacientes infectados apresentam
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danos fisioldgicos e estruturais no coracdo, figado, célon, baco, pulmdes, entre outros (PRATA,
2001).

Hodiernamente, o tratamento é composto pelos medicamentos benznidazol e nifurtimox,
farmacos de resposta insatisfatoria devido a baixa eficacia durante a fase cronica da doenca e
alta toxicidade, que levam a interrupcdo do tratamento (MORILLO et al., 2015, 2017;
VALLEJO etal., 2016; RUMI et al., 2013; VIOTTI et al., 2006). Da mesma maneira, ainda ndo
foi encontrado alvo adequado para o desenvolvimento de vacinas eficientes, impedindo a
continuidade do desenvolvimento de condutas para prevencdo da doenca de Chagas, além das
ja existentes que se alicercam somente no controle populacional do inseto vetor (FERRAGUT;
ACEVEDO; GOMEZ, 2021; RAWAL et al., 2021). Portanto, baseando-se no que foi descrito
acima, se faz necessaria a busca por novos compostos que visam melhorar a qualidade de vida
dos atuais enfermos, além de tornar seguro e eficaz o tratamento de novos infectados.

Diante da limitada eficacia terapéutica e elevada toxicidade dos farmacos disponiveis,
somadas a rica biodiversidade botanica local, a busca de novas substancias inspiradas na
medicina popular tornou-se uma alternativa promissora, ampliando a busca para eficacia no
tratamento da doenca de Chagas (FERREIRA; DE MORAES; ANDRICOPULO, 2022;
GARCIA-HUERTAS; CARDONA-CASTRO, 2021).

Dentre as espécies de interesse presentes na flora brasileira, as representantes do género
Piper se destacam. Pertencentes a Familia Piperacea, este género, compreende cerca de 2000
espécies de ervas e arbustos distribuidos por florestas tropicais e subtropicais, principalmente
nas Américas Central e do Sul, Caribe, Africa, Asia e Ilhas do Pacifico (MACEDO; CASTRO;
SILVA, 2021; MGBEAHURUIKE et al., 2017). Estes vegetais, comumente utilizados na
medicina tradicional e diversos na composicdo quimica de metabdlitos secundarios, guarnecem
de uma importante fonte de agentes terapéuticos que apresentam atividades antimicrobiana,
antiparasitaria e anti-inflamatéria (VASQUEZ-OCMIN et al., 2021; GAMBOA et al., 2018;
D’ANGELO et al., 1997).

Macédo e colaboradores (2020), caracterizaram fitoquimicamente o dleo essencial de P.
marginatum, o extrato etanolico e fragbes obtidas a partir das folhas secas, assim como
avaliaram sua possivel atividade antileishmania. Foram identificados principalmente
compostos  fenolicos e terpenoides, tendo como composto  majoritario a
3’,4’-(metilenodioxi)propiofenona (22,90%).

Portanto, baseando-se no uso tradicional de plantas do género Piper e o0s resultados

promissores de P. marginatum frente a Leishmania amazonensis, um tripanossomatideo assim
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como T. cruzi, os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade tripanocida dos compostos
provenientes de P. marginatum sobre formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de
T. cruzi assim como, determinar os possiveis mecanismos de acdo do 6leo essencial que levam

a morte celular do parasito.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Acido félico, carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona (CCcCpP),
cianeto de potassio (KCN), 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H.DCFDA),
3,4’ - (metilenodioxi)propiofenona (MP), digitonina, dimetilsulféxido (DMSO), hemina,
miltefosina, 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, EUA). Anexina V-FITC, 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina
diacetato (DAF-FM DA), hidroxido de (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
[(fenilamino)carbonil]-2H tetrazolio (XTT), iodeto de propidio (IP) e RNase A foram obtidos da
Invitrogen (Grand Island, NY, EUA). Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) e soro
fetal bovino (SFB) foram obtidos da Gibco (NY, EUA). Acetato de uranila, cacodilato de sédio,
citrato de chumbo, ferrocianeto de potassio, glutaraldeido, resina Polybed® 812 e tetroxido de
6smio foram obtidos da Electron Microscopy Sciences (EMS - Hatfield, EUA). Kit de
viabilidade celular luminescente CellTiter-GLO foi obtido da Promega (Madison, Wisconsin,

EUA). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2. Parasitos

Todos os experimentos foram realizados utilizando-se a cepa Y de T. cruzi.

Formas epimastigotas com passagens de 96 h foram mantidas em meio LIT (pH 7,4)
suplementado com 10% de SFB (inativado a 56 °C) e 5000 U mL™* de penicilina e 5 mg mL™*
de estreptomicina e as culturas mantidas em estufa BOD a 28 °C.

Formas tripomastigotas e amastigotas foram isoladas a partir de monocamadas
confluentes de células LLC-MK2 infectadas.

2.3. Células LLC-MK2

Células da linhagem LLC-MK?2 (Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil) foram mantidas em DMEM suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina,
5000 U mL* de penicilinae 5 mg mL™ de estreptomicina. As culturas foram mantidas em estufa
com atmosfera de 5% de CO a 37 °C e as passagens realizadas com a formacao da monocamada

confluente.
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2.4. Material botanico

Folhas de P. marginatum foram coletadas na area de floresta natural da Universidade
Federal do Oeste do Pard (UFOPA), Unidade Tapajds, municipio de Santarém, Estado do Para
(coordenadas 02°25°04,7” S e 054°44°27,8” O). O material vegetal foi identificado pela Dr?.
Thais Elias Almeida e a exsicata depositada no Herbario UFOPA sobre registro HSTM — n°
00370.

2.5. Obtencao do 0leo essencial e extrato etandlico

O oleo essencial (PO) e extrato etandlico (PX) foram obtidos como descrito por
(MACEDO et al., 2020). Ja o isolado 3’,4’-(metilenodioxi)propiofenona (MP) foi obtido
comercialmente. Seguidamente foi confeccionada uma solucdo estoque asséptica diluindo-se
em DMSO e armazenada a -6 °C. A partir da solucdo estoque foram obtidas as concentracdes
de interesse diluindo-se o composto em meio de cultura, de maneira que a concentracao final
de DMSO néo excedeu 1%.

2.6. Ensaio antiproliferativo sobre formas epimastigotas

1x10° epimastigotas mL ™ suplementadas com 10% de SFB foram adicionadas em placa
estéril de 96 pocos, em seguida o tratamento (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e
3,125 ug mL* de PO; 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ug mL™* de PX; 17,82, 8,91, 1,78,
0,89 € 0,17 pg mL* de MP) ou meio LIT foram incorporados e, prontamente a placa incubada
em estufa BOD a 28 °C.

Pés 96 h o ensaio foi avaliado pelo método colorimétrico adicionando-se
XTT (0,5 mg mL™Y). O XTT ¢é reduzido pela enzima desidrogenase presente nas mitocondrias
viaveis, dando origem ao composto soltvel em agua, formazan. Ap6s incubacdo por 4 h na
auséncia de luz a 28 °C, as placas foram lidas na absorbancia de 450 nm em espectrémetro de
luz (Power WaveXS, BIO-TEK, EUA) e o Clso, determinado através da analise de regresséo

nao linear dos dados.

2.7. Ensaio antiproliferativo sobre formas amastigotas

Para visualizar o efeito antiproliferativo de PO sobre formas amastigotas intracelulares,
em placa de 24 pocos, foi posicionada uma laminula circular lavada e estéril em cada poco.
Prontamente foi adicionado células LLC-MK2 (2,5x10° células mL™?) suplementadas com 10%

de SFB, e incubado por 24 h em estufa com atmosfera de 5% de CO. a 37 °C. Pés incubacéo,
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1x107 tripomastigotas mL™ (isoladas como descrito no tdpico 2.8) foram adicionadas e ap6s
24 h os pocgos foram lavados com PBS e entdo adicionado o tratamento (120, 60, 30, 15 e
7,5 ug mL* de PO) ou DMEM e incubado por 96 h.

Finalizado o tratamento, as laminulas foram fixadas com metanol puro, coradas com
giemsa/agua destilada (1:20) e coladas sobre Iaminas de vidro com Permount®. Pds secagem,
100 celulas (saudaveis ou infectadas) e amastigotas foram quantificados em microscépio éptico
(AFI: 1000 vezes) e calculou-se o indice de sobrevivéncia multiplicando-se o percentual de
células LLC-MK2 infectadas pelo nimero médio de parasitos e células totais. O valor de Clso

foi determinado através da analise de regressao nao linear dos dados.

2.8. Ensaio de viabilidade celular de formas tripomastigotas

Formas tripomastigotas foram isoladas da seguinte maneira: primeiramente 0 meio
recolhido de culturas de células LLC-MK?2 infectadas foi centrifugado a 1000 rpm por 1 min,
em seguida o sobrenadante foi recolhido, centrifugado a 3000 rpm por 8 min e incubado por
30 min em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37 °C, p6s incubagdo o sobrenadante foi
coletado e centrifugado a 3000 rpm por 8 min e o pellet ressuspendido em DMEM. Em seguida,
1x107 tripomastigotas mL™ suplementadas com 10% de SFB foram adicionadas em placa de
96 pogos juntamente com o tratamento (3, 1,5, 0,75, 0,375 € 0,1875 ug mL* de PO; 17,82, 8,91,
1,78,0,89 € 0,17 pg mL de MP) ou DMEM. Prontamente a placa foi incubada em estufa com
atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por 24 h.

Ao final do tratamento, os parasitos foram contados em 50 campos de ldmina e laminula,
sob microscaopio otico (AFI: 400 vezes) e 0 ECs calculado por analise de regressdo néo linear

dos dados.

2.9. Ensaio de citotoxicidade sobre células LLC-MK?2

Células LLC-MK2 (2,5x10° células mL™?) suplementadas 10% de SFB foram
adicionadas em placa de 96 pocos e incubadas por 24 h em estufa com atmosfera de 5% de CO>
a 37 °C. Pos incubacao, o meio foi removido e adicionado o tratamento (2000, 1000, 500, 250,
125, 62,5 e 31,25 ug mL* de PO ou PX; 178,20, 89,10, 17,80, 8,90 e 1,70 pug mL"* de MP) ou
DMEM e incubado.

Apds 96 h foi realizada a leitura do ensaio de citotoxicidade pelo método colorimétrico,
adicionando-se MTT (2 mg mL™). O MTT é reduzido pela enzima desidrogenase presente nas

mitocondrias viaveis, dando origem a cristais purpuras de formazan. Incubado por 4 h na
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auséncia de luz a 37 °C, o meio contendo MTT foi removido e adicionado DMSO com intuito
de romper as células e solubilizar os cristais de formazan. O ensaio foi lido na absorbancia de
570 nm em espectrometro de luz (Power WaveXS, BIO-TEK, EUA) e o CCsg determinado

através da analise de regressdo ndo linear dos dados.

2.10. Atividade hemolitica

O potencial hemolitico do PO foi avaliado através da suspensdo de 4% de sangue
carneiro (obtido comercialmente) fresco, desfibrinado em solucdo de glicose 5% estéril e
dispensado em placa de 24 pocos sob as seguintes concentracfes de PO (800, 400, 200, 100, 50
ou 25 ug mL™) ou solucgdo de glicose 5%. Em seguida, a placa foi incubada em estufa com
atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C e ap0s 3 h as amostras foram centrifugadas (1000 rpm/10 min)
e a absorbancia determinada a 540 nm. Triton X-100 foi utilizado como controle positivo e uma
suspencdo de heméacias como controle negativo. O resultado foi determinado como

porcentagem de hemdlise:

Ap—As

(%) = 100 — [m],

onde: Ap — absorbancia do controle positivo; As — absorbancia da amostra teste; e Ac —
absorbéancia do controle negativo (VALDEZ et al., 2009; VEIGA-SANTOS et al., 2010).

2.11. Avaliacdo das alteracGes morfolégicas por microscopia eletrénica de

varredura

Formas epimastigotas  (1x10°®  epimastigotas mL?) e tripomastigotas
(1x107 tripomastigotas mL™) foram tratadas por 96 h e 24 h, respectivamente, com BZN
(epimastigotas: 1,67 pg mL™ ou tripomastigotas: 1,93 pug mL™), Clso ou 2xClso de PO. Apds,
os parasitos foram recolhidos por centrifugacdo (3000 rpm/5 min) e ressuspendidos em
glutaraldeido 2,5% e tampdo cacodilato de sodio 0,1 M. Posteriormente, as células foram
aderidas a poli-L-lisina, desidratadas em concentracfes crescentes de etanol (30%-100%),
submetidas ao ponto critico, metalizadas com ouro e analisadas em microscopio eletronico
duplo feixe FEI Scios (FEI, EUA) (DE PAULA et al., 2020).

2.12. Condices de tratamento para avaliagdo dos parametros bioquimicos

Para 0s seguintes ensaios, formas epimastigotas foram tratadas com BZN (1,67 ug mL™),

Clso ou 2xClso de PO e o respectivo controle positivo de cada ensaio bioquimico por 24 h, com
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excecdo dos ensaios com H2O2 (1 mM), em que o tratamento foi de 2 h. Posteriormente, as
células foram lavadas por centrifugagdo (3000 rpm/5 min), marcadas e ressuspensas para

avaliacdo dos parametros bioquimicos.

2.13. Determinacéo da integridade da membrana plasmatica

A integridade de membrana foi determinada utilizando o marcador IP, que atravessa
com facilidade membranas plasmaticas danificadas, ligando-se & &cidos nucleicos e emitindo
alta fluorescéncia. Os parasitos foram incubados no escuro com IP (2 pug mL™) por 5 min em
temperatura ambiente. Digitonina (40 uM) foi utilizada como controle positivo. A aquisicao de
dados e anélise foi feita em citdmetro 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 foi adquirido na regido previamente estabelecida
como parasito (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).

2.14. Determinacéo do grau de lipoperoxidacao

Pds lavagem, os parasitos foram incubados no escuro com DPPP por 15 min, molécula
ndo fluorescente que quando oxidada por hidroperoxidos a 6xido de fosfina (DPPP-O) se torna
fluorescente (OKIMOTO et al., 2000). Como controle positivo foi utilizado H202 (1 mM). A
fluorescéncia foi medida sob o Aex = 355 nm e Aem = 460 nm em espectrofluorimetro (Victor
X3; Perkin Elmer, EUA).

2.15. Determinacéo da exposicéo de fosfatidilserina

Pds lavagem, as células foram ressuspensas com tampao de ligacdo (140 mM de NacCl,
5 mM de CaClz e 10 mM de HEPES-Na, pH 7,4) e incubadas no escuro a temperatura ambiente
com Anexina V-FITC por 15 min. Em seguida foi adicionado IP (2 pg mL™) e os dados obtidos
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 foi adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito. Como
controle positivo foi utilizada ActD (20 uM) (STEFANELLO et al., 2014; ZWAAL,
COMFURIUS; BEVERS, 2005).
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2.16. Determinagéo do tamanho celular

A aquisicdo de dados e andlise do volume celular de formas epimastigotas isoladas foi
feita em do citémetro 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 foi adquirido na regido previamente estabelecida com o
parasito. Como controle positivo foi utilizada a ActD (20 uM) (VOLPATO et al., 2018).

2.17. Determinacéo do ciclo celular

Parasitos lavados foram fixados em metanol 70% a 4 °C e homogeneizados
periodicamente, apds 24 h foram lavados com PBS e incubados no escuro por 45 min a 37 °C
com IP (2 ug mL?) e RNAse A (10 pg mL1). Como controle positivo foi utilizado Taxol (10
KUM). A aquisicdo de dados foi feita em citémetro 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 foi adquirido na regido previamente
estabelecida com o parasito. A andlise de dados foi realizada com software FlowJo 10.6.1
(Becton-Dicison, R utherford, NJ, EUA), sendo a porcentagem de células em cada estagio do

ciclo celular determinadas por meio do modelo Dean-Jett-Fox (FERREIRA et al., 2011).

2.18. Determinacdo da formacao de corpos lipidicos

Pds lavagem, formas epimastigotas foram incubadas no escuro por 30 min a 28 °C com
o marcador lipofilico vermelho do Nilo (10 pg mL™). Vermelho do Nilo é uma molécula que
atravessa com facilidade membranas células e se acumula em ambientes apolares e hidrofébicos.
A estrutura molecular do marcador € dividida em dois grupos funcionais principais, um grupo
dietilamino doador de elétrons e um sistema aromatico neutro. Ao ser excitado, através de um
processo de transferéncia de carga intramolecular, a molécula fluoresce, permitindo a
visualizacdo de goticulas lipidicas (GREENSPAN; MAYER; FOWLER, 1985; SARKAR et al.,
1994). Foi utilizado como controle positivo H202 (1 mM). A aquisicdo de dados e analise foi
feita em citdmetro 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 foi adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito.

Complementarmente, a fluorescéncia foi visualizada em microscopio de fluorescéncia
Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japdo), e as imagens capturadas por camera UC30
(Olympus, Toquio, Japéo).
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2.19. Determinacéo da formagc&o de vacuolos autofagicos

Para avaliar a presenca de vacuolos autofagicos, formas epimastigotas foram incubadas
no escuro com o marcador MDC (0,05 mM) por 1 h a 37°C. O MDC é um marcador
fluorescente que se acumula em vacuolos autofagicos por aprisionamento de ions e interacdo
com lipidios da membrana vacuolar. Também foi feita uma replicada de cada tratamento onde
adicionou-se wortimanina (1 pM), inibidor da fosfatidilinositol 3—cinase (P13-K), familia de
enzimas reguladoras da autofagia (MENNA-BARRETO, 2019; LAZARIN-BIDOIA et al.,
2016). Como controle positivo foram utilizadas epimastigotas com passagens de 120 h tratadas
com PBS para induzir o estresse nutricional. A fluorescéncia foi quantificada sob o Aex = 380
nm e Aem = 525 nm em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer, EUA).

2.20. Determinacéo da formacéo de vacuolos acidos

Epimastigotas lavadas foram incubadas em temperatura ambiente por 15 min com o
marcador laranja de acridina (1 pg mL™). Laranja de acridina é um marcador permeével a
membrana de vacuolos e apresenta fluorescéncia verde, mas quando acumulado em ambientes
de baixo pH, as moléculas sdo protonadas e a carga elétrica dificulta a saida do marcador para
o citoplasma, formando dimeros que emitem fluorescéncia vermelha (PIERZYNSKA-MACH;
JANOWSKI; DOBRUCKI, 2014). Como controle positivo foi utilizado H20. (1 mM). A
aquisicdo de dados e analise do das formas epimastigotas foi feita em citdmetro 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

foi adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito.

2.21. Determinacéo dos niveis de 6xido nitrico

Lavadas, epimastigotas foram incubadas no escuro por 30 min a 37 °C com o marcador
DAF-FM DA (1 uM), seguidamente os parasitos foram lavados e ressuspensos em PBS, e,
incubados por mais 15 min. DAF-FM DA ¢é permeavel a membrana plasmatica, dentro da célula
é hidrolisado a DAF-FM por esterases e 0 produto reage com NO, formando um composto
triazol que emite fluorescéncia (KOJIMA et al., 1999). Como controle positivo foi utilizado
H202 (1 uM). A aquisicdo de dados e andlise foi feita em citdmetro 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 foi adquirido na
regido previamente estabelecida com o parasito (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).
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Em adicéo, a fluorescéncia foi visualizada em microscopio de fluorescéncia Olympus
BX51 (Olympus, Téquio, Japdo), e as imagens capturadas com camera UC30 (Olympus,

Téquio, Japao).

2.22. Determinacéo do potencial de membrana mitocondrial

Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial, os parasitos foram incubados no
escuro por 15 min a 37 °C com Rh123 (5 pg mL™?), marcador especifico dependente do A¥m
que se acumula no interior de mitocéndrias saudaveis. Em seguida, os parasitos foram lavados
e ressuspendidos em salina 0,9% e incubados por mais 30 min. O desacoplador da fosforilacédo
oxidativa mitocondrial CCCP (100 uM) foi utilizado como controle positivo. Logo apds, foi
feita a aquisicdo de dados e analise em citdmetro 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 foi adquirido na regido previamente
estabelecida com o parasito (DE PAULA et al., 2020).

2.23. Determinacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) totais

Epimastigotas foram incubadas no escuro com HDCFDA (10 puM) por 45 min, um
marcador que é clivado por esterases e oxidados por EROs dando origem ao produto
fluorescente DCF. Para controle do experimento foi utilizado H2O2 (1 mM). A aquisicdo de
dados e anélise foi feita em citdmetro 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 foi adquirido na regido previamente estabelecida
com o parasito. (SHUKLA; PATRA; DUBEY, 2012).

2.24. Determinacdo dos niveis de ATP intracelular

Os niveis de ATP foram determinados seguindo o protocolo do kit CellTiter-GLO® que
se baseia na conversdo de luciferina em oxiluciferina pela luciferase, permitindo a quantificacédo
da luminescéncia (NOWAK; KAMMERER; KUPPER, 2018). Como controle positivo foi
utilizado KCN (200 pM). A luminescéncia foi quantificada sob 590 nm em espectrofluorimetro
(Victor X3; PerkinElmer, EUA) (GARCIA et al., 2017)
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2.25. Analises estatisticas

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes. Os dados foram analisados por meio da analise de variancia one-
way ou two-way (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. Valores p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacdo da atividade dos compostos provenientes de P. marginatum sobre
formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, células
LLC-MK?2 e hemécias

Dentre os compostos obtidos a partir de P. marginatum, o éleo essencial foi o que exibiu
melhor atividade frente as formas evolutivas de T. cruzi, em especial contra tripomastigotas,
tendo um ECso de 0,68 pg mL™. Em relacdo as células LLC-MK2, o dleo essencial teve CCso
de 228,26 pug mL?, constatando um indice de seletividade (CCso/ECso) de 335,68. As demais
substancias tiveram baixa atividade antiproliferativa e/ou alta toxicidade, sendo subtraidos das
seguintes analises apresentadas neste trabalho (Tabela 1).

O potencial hemolitico do 6leo essencial também foi avaliado, demonstrando baixa
toxicidade em eritrocitos, induzindo 31,8% de hemdlise na maior concentracdo testada,
800 ug mL™.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade antiparasitaria de PO, PX e MP sobre formas epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas de T. cruzi e células LLC-MK2.

Epimastigota Tripomastigota Amastigota LLC-MK2

Clsoug mL*! IS CEsopug mL? IS Clsopg mL? IS CCsopg mL?

PO  36,83+3,67 6,20 0,68+ 0,31 335,68 40,98 + 0,16 5,57 228,26 + 21,49
PX 460,27+2191 0,21 ND ND ND ND 95,73 + 8,93

MP >17,82 ND >17,82 ND ND ND 155,22 + 14,06
IS: indice de seletividade (CCso/Clso ou CCso/ECso). ND: ndo determinado.
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Na Figura 1, observa-se imagens obtidas por microscopia Optica mostrando a ac¢ao do
6leo essencial sobre formas amastigotas intracelulares em ensaio de interacdo
T. cruzi/LLC-MK2. No controle vé-se alta concentracdo de formas amastigotas intracelulares e
extracelulares. Além disso, percebe-se menor quantidade de células saudaveis e maior
espacamento entre células (Figura 1A). Por comparacdo com o controle, partindo para a
concentragdo de 30 pg mL™?, o nimero de amastigotas diminui e aparecem mais células de
aparéncia integra (Figura 1B). lgualmente, a concentra¢do de 60 pug mL™ diminuiu o nimero
de amastigotas, consequentemente aumentando o nimero de células saldaveis que mantiveram

sua forma e proximidade (Figura 1C).
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Figura 1. Microscopia Optica da avaliacdo da atividade antiparasitaria de PO sobre amastigotas intracelulares de
T. cruzi tratadas por 96 h. (A) Controle negativo; (B) PO (30 pg mL1); e 2xPO (60 pug mL1). Barra de escala: 10

pm.

3.2. Alteragdes morfologicas

Apds determinacdo das concentracdes inibitorias do 6leo essencial frente a T. cruzi, foi
realizada a microscopia eletronica de varredura de epimastigotas e tripomastigotas com a
finalidade de determinar as alteracGes morfoldgicas causadas pelos tratamentos.

Epimastigotas ndo tratadas exibiram um corpo alongado tipico com um flagelo
proeminente e superficie celular lisa e intacta (Figura 2A-B). Epimastigotas tratadas com BZN
(1,67 pg mL-1) ndo apresentaram claras alteragdes morfoldgicas (Figura 2C-D). Epimastigotas
tratadas com PO (Figura 2E-1) e 2xPO (Figura 2J-O) exibiram danos a membrana plasmatica
do parasito, que levou a diminuicdo, tor¢do e arredondamento do corpo celular, em suma
ocasionando o extravasamento do conteudo citoplasmatico. Além disso, € possivel observar o
encurtamento flagelar de epimastigotas tratadas com PO e 2xPO, quando comparadas ao
controle.

Tripomastigotas ndo tratadas exibiram morfologia do corpo celular normal, superficie
celular intacta e lisa com um flagelo proeminente (Figura 3A-B). Para tripomastigotas tratadas

com BZN (1,93 pg mL™t) ndo houve alteragdes morfoldgicas claras (Figura 3C-D). Ja para as
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tratadas com PO (Figura 3E-1) e 2xPO (Figura 3J-O) é possivel observar danos a membrana
plasmaética, torcdo, arredondamento e consequente diminuicdo do corpo celular, em suma

acarretando o extravasamento do contetdo citoplasmatico, quando comparadas ao controle.

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura de epimastigotas de T. cruzi. (A, B) Epimastigotas ndo tratadas;
(C, D) Epimastigotas tratadas com BZN (1,67 pug mL™) por 96 h; (E-1) Epimastigotas tratadas com Clso de
PO (36,8 ug mL™*) por 96 h; (J-O) Epimastigotas tratadas com 2xClso de PO (73,6 g mL™?) por 96 h. Seta branca
indica extravasamento de conteddo citoplasmatico. Cabeca de seta branca indica dano & membrana plasmatica.
Barras de escala: 5 um (A-E, G, J), 2 um (I, K, M, N) e 1 um (F, H, L, O).
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Figura 3. Microscopia eletronica de varredura de tripomastigotas de T. cruzi. (A, B) Tripomastigotas ndo tratadas;
(C, D) Tripomastigotas tratadas com BZN (1,67 pg mL?) por 24 h; (E-1) Tripomastigotas tratadas com Clso de PO
(36,8 ug mL?) por 24 h; (J-O) Tripomastigotas tratadas com 2xClsg de PO (73,6 g mL™) por 24 h. Seta branca
indica extravasamento de contedido citoplasmatico. Cabeca de seta branca dano a membrana plasmatica. Barras de
escala: 4 uym (A-C,J, M, N), 2um (D, E, G, I, K) e 1 um (F, H, L, O).
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3.3. Determinacéo da integridade da membrana plasmética

A integridade da membrana das células foi avaliada utilizando marcagdo com IP. Os
gréficos de pontos mostram um aumento na porcentagem de células IP-positivas (representada
pelos quadrantes superior esquerdo e direito) quando tratadas com Clso de PO e 2xClsg de PO
em comparagdo com o grupo controle, indicando ruptura da membrana celular. A intensidade
de fluorescéncia de IP em epimastigotas aumentou em 367% e 350% apds 24 h de tratamento
com PO (Figura4Ad, B) e 2xPO (Figura 4Ae, B), respectivamente. O tratamento com
digitonina (Figura 4Ab, B) desencadeou aumento de 3.058% em células positivas para IP. Ja 0

BZN (Figura 4Ac, B) ndo demonstrou aumento significativo.
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Figura 4. Determinacéo da integridade de membrana plasmatica de epimastigotas de T. cruzi marcadas com
IP (2 pg mL1), pés-tratamento por 24h. (A) Gréfico de pontos: (a) Epimastigotas néo tratadas; (b) Epimastigotas
tratadas com digitonina (40 uM); (c) Epimastigotas tratadas com BZN (1,67 pg mL™); (d) Epimastigotas tratadas
com Clsp de PO (36,8 pug mL™1); (e) Epimastigotas tratadas com 2xClso de PO (73,6 pug mL™2). (B) Intensidade de

fluorescéncia. **p<0,005 e *p<0,0001.
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3.4. Determinacéo do grau de lipoperoxidacao

A avaliagdo da peroxidac&o lipidica foi realizada por espectrofluorimetria, através do
marcador ndo fluorescente DPPP. Foi possivel observar que epimastigotas tratadas com Clso de
PO e 2xClsg de PO por 24 h exibiram um aumento significativo da peroxidacéo lipidica de 36%
e 147%, respectivamente, quando comparados com o grupo controle (Figura 5). O tratamento
com BZN aumentou significativamente em 45% a peroxidag&o lipidica em epimastigotas.
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Figura 5. Determinacdo do grau de lipoperoxidacdo de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas com
DPPP (50 uM) pés-tratamento por 2 h com H;O, (1 mM) e 24 h com BZN (1,67 pug mL?), Clso de
PO (36,8 ug mL™?) e 2xClso de PO (73,6 pug mL1). ***p<0,05, **p<0,005 e *p<0,0001.

DPPP-O (U.A.)
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3.5. Determinacéo da exposicéo de fosfatidilserina

Anexina V-FITC foi utilizada para avaliar a externalizacdo da fosfatidilserina, um
fosfolipidio que se expde na superficie das células em processo de apoptose (BOUCHIER-
HAYES et al.,, 2008). Pelo grafico de pontos, é possivel verificar que epimastigotas
apresentaram um aumento na porcentagem de células Anexina-V/IP positivas (representadas
no quadrante superior direito) de 253% e 442% com o tratamento com Clso de
PO (Figura 6Ad, B) e 2xClso de PO (Figura 6Ae, B), respectivamente, em relagéo ao controle
ndo tratado, indicando apoptose tardia. O tratamento com ActD levou a um aumento de 70%
de células anexina-V/IP positivas em relacdo ao controle ndo tratado (Figura 6Ab, B).

Os parasitos também apresentaram marcacdo positiva para IP (representadas no
quadrante superior esquerdo), tendo um aumento significativo de 88% e 169% para Clso de PO

(Figura 6Ad, B) e 2xClso de PO (Figura 6Ae, B), quando comparados com o controle negativo.
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Figura 6. Determinacdo da exposicdo de fosfatidilserina em formas epimastigotas de T. cruzi marcadas com
Anexina V-FITC e IP (2 ug mL1), pds-tratamento por 24h. (A) Grafico de pontos: (a) Epimastigotas néo tratadas;
(b) Epimastigotas tratadas com ActD (20 puM); (c) Epimastigotas tratadas com BZN (1,67 pg mL™Y); (d)
Epimastigotas tratadas com Clso PO (36,8 ug mL™); (e) Epimastigotas tratadas com 2x Clsp de PO (73,6 pug mL™).
(B) Intensidade de fluorescéncia. **p<0,005 e *p<0,0001.
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3.6. Determinacéo do tamanho celular

A anélise do tamanho celular, por citometria de fluxo, demonstrou uma diminuicéo
significativa no tamanho celular dos parasitos tratados, quando comparados com 0 grupo
controle. Tal decréscimo no tamanho foi de 20% para ActD, 17% para 0 BZN, 22% vezes para
Clso de PO e 38% para 2xClsg de PO (Figura 7).
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Figura 7. Avaliacdo do tamanho celular de epimastigotas de T. cruzi tratadas por 24 h. (A) Histograma: histograma
preenchido representa epimastigotas ndo tratadas em comparacdo com (a) Epimastigotas tratadas com
ActD (20 uM); (b) Epimastigotas tratadas com BZN (1,67 ug mL-1); (c) Epimastigotas tratadas com Clso de PO
(36,8 ug mL™Y); (d) Epimastigotas tratadas com 2xClsy de PO (73,6 g mL™?). (B) Intensidade de fluorescéncia.
*p<0,0001.
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3.7. Determinacéo do ciclo celular

A figura 8 mostra a andlise do ciclo celular, por citometria de fluxo, indicando que o
tratamento com 2xClso de PO induziu aumento significativo no nimero de células estacionadas
nas fases sub Go/G1 e Go/G1 e diminuicdo significativa nas fases S e G2/M. Ja o tratamento com
BZN resultou em aumento significativo no nimero de parasitos em fases sub Go/G1, Go/G1 e
G2/M, enquanto na fase S houve quase ou nenhuma expressdo quando comparada com o
controle. O controle positivo, Taxol causou diminui¢do do numero de células na fase Go/G1 e

S, e aumento de celulas nas fases G2/M e células aneuploides (>G.).
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Figura 8. Determinacéo do ciclo celular de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas com IP (2 ug mL™1), pés-
tratamento por 24h com Taxol (10 uM), BZN (1,67 pug mL?), Clsp de PO (36,8 pg mL1) e 2x Cls de
PO (73,6 pg mL1). (A) Histograma representativo dos tratamentos. (B) Grafico de barras representando
média £ desvio padrdo da porcentagem de células em cada subpopulacdo, calculadas pelo modelo de
Dean-Jett-Fox (FlowJo). ***p<0,05, **p<0,005 e *p<0,0001.

3.8. Determinacdo da formacao de corpos lipidicos

O corante fluorescente vermelho do Nilo foi usado para detectar a formagédo e acimulo
de corpos lipidicos, por citometria de fluxo. Epimastigotas tratadas com Clso de
PO (Figura 9Ad, B) e 2xClsg de PO (Figura 9Ae, B) exibiram um aumento na fluorescéncia de
4.348% e 4.973%, respectivamente, quando comparados com o grupo controle. Da mesma
forma, H20, (Figura 9Ab, B) promoveu acumulo de corpos lipidicos nos parasitos, exibindo

aumento da fluorescéncia de 1.306%.
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Figura 9. Determinacdo da formacao de corpos lipidicos em epimastigotas de T. cruzi marcadas com vermelho do
Nilo (10 pg mL™), pés-tratamento por 24 h. (A) Microscopia de fluorescéncia: (a) Epimastigotas néo tratadas; (b)
Epimastigotas tratadas com H,O, (1 mM) por 2 h; (c) Epimastigotas tratadas com BZN (1,67 ug mL™);
(d) Epimastigotas tratadas com Clso de PO (36,8 pug mL); (e) Epimastigotas tratadas com 2xClsy de
PO (73,6 ug mL™2). (B) Intensidade de fluorescéncia. Barra de escala: 10 um. ***p<0,05 e *p<0,0001.
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3.9. Determinacdo da formagcao de vacuolos autofagicos

A avaliacdo da formacdo de vacuolos autofagicos foi realizada por espectrofluorimetria,
utilizando o marcador fluorescente MDC. Como ilustrado na Figura 10, podemos observar que
com excecdo do tratamento com 2xPO, ndo houve aumento significativo nos tratados sem
wortimanina, quando comparados ao controle. JA em relacdo aos que foram adicionados
wortimanina, a diferenga foi significativa. Entretanto, comparando-se os tratamentos sem e com
wortimanina, ndo ha diferenca significativa, indicando que ndo houve formacdo de vacuolos

autofagicos.
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Figura 10. Determinacdo da formacdo de vacutolos autofagicos de epimastigotas de T. cruzi marcadas com
MDC (0,05 mM), pés-tratamento por 24 h com PBS, BZN (1,67 pug mL™), Clso de PO (36,8 pg mL1) e 2xClsp de
PO (73,6 ug mL1). ***p<0,05 e **p<0,005 em relacdo a seus respectivos controles negativos. o representa p<0,05
nos respectivos tratamentos que apresentaram diferenca significativa entre a adi¢cdo ou ndo de wortimanina (1 uM).
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3.10. Determinagéo da formagc&o de vacuolos acidos

A avaliaco da presenca de vacuolos &cidos foi realizada por citometria de fluxo, através
da fluorescéncia do marcador laranja de acridina. A partir dos graficos de pontos, podemos
observar a populacéo de células ndo tratadas concentradas no quadrante inferior direito, as quais
apresentam fluorescéncia na faixa do verde devido ao pH neutro intracelular (Fig. 11Aa). Apos
os tratamentos com 2xClso de PO (Fig. 11Ae) e H.O> (Fig. 11Ab), observou-se um
deslocamento de células para o quadrante inferior esquerdo, indicado a diminuicdo da
fluorescéncia verde, adicionado ao deslocamento para o quadrante superior direito, indicando
aumento da fluorescéncia vermelha devido ao acréscimo de compartimentos &cidos nas células.
Adicionalmente, o grafico de barras mostra a razdo entre a fluorescéncia vermelha e verde,
permitindo visualizar aumento significativo na quantidade de vacuolos acidos de 12.468% e
30.928% em epimastigotas tratadas com 2xClsp de PO e H202, respectivamente, quando

comparados com o controle (Figura 11B).
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Figura 11. Determinacdo da formacdo de vactolos &cidos de epimastigotas de T. cruzi marcadas com laranja de
acridina (1 pg mL™), pos-tratamento por 24 h. (A) Gréafico de pontos: (a) Epimastigotas ndo tratadas;
(b) Epimastigotas tratadas com H,O2 (1 mM) por 2 h; (c) Epimastigotas tratadas com BZN (1,67 pg mL™);
(d) Epimastigotas tratadas com Clso de PO (36,8 ug mL™?); (e) Epimastigotas tratadas com 2xClso de PO (73,6 ug
mL™1). (B) Intensidade de fluorescéncia. Barra de escala: 10 pm. **p<0,005 e *p<0,0001.
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3.11. Determinacéo dos niveis de 6xido nitrico

A producgdo de oxido nitrico foi avaliada, por citometria de fluxo, utilizando-se o
marcador ndo fluorescente DAF-FM DA. O tratamento com Clso de PO (Figura 12Ad, B) e
2xClsg de PO (Figura 12Ae, B) induziram aumento significativo nos niveis de 6xido nitrico em
epimastigotas de 626% e 1.530%, respectivamente, comparados ao grupo controle. H2O-
(Figura 12Ab, B) desencadeou aumento dos niveis de NO em epimastigotas de 712%.
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Figura 12. Determinacdo dos niveis de Oxido nitrico de epimastigotas de T. cruzi marcadas com
DAF-FM DA (1 uM), pés-tratamento por 24 h. (A) Microscopia de fluorescéncia: (a) Epimastigotas ndo tratadas;
(b) Epimastigotas tratadas com H,O, (1 mM) por 2 h; (c) Epimastigotas tratadas com BZN (1,67 pg mL™);
(d) Epimastigotas tratadas com Clso de PO (36,8 pug mL™); (e) Epimastigotas tratadas com 2xClsy de
PO (73,6 ug mL™?). (B) Intensidade de fluorescéncia. Barra de escala: 10 um. **p<0,005 e *p<0,0001.
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3.12. Determinagéo do potencial de membrana mitocondrial

O A¥m foi avaliado por citometria de fluxo utilizando o marcador Rh123. A Figura 13
mostra que epimastigotas tratadas com Clso de PO e 2xClso de PO exibiram diminuicéo na
intensidade de fluorescéncia total de Rh123 em 82% e 87%, respectivamente, quando
comparados com o grupo controle. Essas reducdes no A¥m indicam despolarizacio
mitocondrial. O desacoplador mitocondrial CCCP também causou despolariza¢do mitocondrial,

induzindo diminuicdo do A¥m em 83%.
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Figura 13. Determinacéo do potencial de membrana mitocondrial de epimastigotas de T. cruzi marcadas com
Rh123 (5 ug mL1), pos-tratamento por 24 h. (A) Histograma: histograma preenchido representa epimastigotas néo
tratadas em comparagdo com (a) Epimastigotas tratadas com CCCP (100 uM); (b) Epimastigotas tratadas com
BZN (1,67 pg mL1); (c) Epimastigotas tratadas com Clso de PO (36,8 ug mL™Y); (d) Epimastigotas tratadas com
2xClso de PO (73,6 pg mLY). *p<0,0001.
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3.13. Determinacdo dos niveis de ATP

O kit CellTiter-Glo foi utilizado para quantificar os niveis ATP intracelular.
Epimastigotas tratadas com 2xClso de PO apresentaram uma diminuigao significativa nos niveis
de ATP intracelular de 74% em relacdo ao controle negativo (Figura 14). BZN e KCN (inibidor
do complexo citocromo-oxidase da cadeia respiratéria de elétrons), levaram a diminuicdo de

39% e 33%, respectivamente nos niveis de ATP em epimastigotas.
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Figura 14. Determinacédo dos niveis de ATP de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas com kit CellTiter-GLO,
pés-tratamento por 24 h com KCN (200 pM), BZ (1,67 pg mL™?), Clsy de PO (36,8 pg mL?) e 2xClsy de
PO (73,6 ug mL™?) por 24 h. ***p<0,05 e **p<0,005.
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3.14. Determinacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) totais

Os niveis de ERO foram avaliados por citometria de fluxo, utilizando o marcador ndo
fluorescente H.DCFDA. O tratamento com Clsp de PO (Figura 15Ad, B) e 2xClso de
PO (Figura 15Ae, B) levou a um aumento significativo de ERO totais em epimastigotas de
803% e 974%, respectivamente, quando comparados com o controle. H,O» (Figura 15Ab, B)
também causou aumento de ERO totais nas células de 2.951%.
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Figura 15. Determinacéo dos niveis de ERO de epimastigotas de T. cruzi marcadas com H,DCFDA (10 pM),
pos-tratamento por 24 h. (A) Histogramas: histograma preenchido representa epimastigotas ndo tratadas em
comparagdo com (a) Epimastigotas tratadas com H20, (1 mM) por 2 h; (b) Epimastigotas tratadas com
BZN (1,67 ug mL); (c) Epimastigotas tratadas com Clso de PO (36,8 pug mL™); (d) Epimastigotas tratadas com
2xClsode PO (73,6 pug mL™2). (B) Intensidade de fluorescéncia. **p<0,005 e *p<0,0001.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliada a atividade tripanocida de compostos orgéanicos ou
sintéticos provenientes de P. marginatum. O extrato apresentou Clso sobre formas
epimastigotas de 460,27 + 21,91 pg mL™ e alta toxicidade sobre células LLC-MK2 (CCso de
95,73 + 8,93 pg mL™Y), resultando num indice de seletividade baixo. Ja o isolado, apesar de ndo
exibir alta toxicidade (CCso de 155,22 + 14,06 ug mL™?), também n&o mostrou efeito sobre as
formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi na maior concentracéo testadas (Clso maior
que 17,82 pg mL7). Desta maneira, estes dois compostos foram descartados do
desenvolvimento deste trabalho, que teve continuidade somente com o 6leo essencial. PO foi o
composto que apresentou melhor atividade sobre todas as formas evolutivas de T. cruzi, e,
portanto, foi a substancia utilizada para analise dos ensaios bioquimicos e alteracdes
morfoldgicas no parasito (Tabela 1).

Averiguou-se através da obtencdo e andlise estatistica da fluorescéncia ou
luminescéncia de marcadores moleculares o dano causado pela composicdo do 6leo sobre a
célula parasitaria. Dentre os danos observados, inclui-se a diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial que acarretou o desbalanco na producdo de ATP. Vé-se na Figura 14
que o tratamento com 2xPO levou a reducdo na concentracdo de ATP produzido, fato que pode
ser explicado pela perda do A¥Ym em consequéncia dos demais danos que aceleram a morte
celular, impedindo o funcionamento regular das organelas que sustentam o equilibrio
bioquimico do parasito, em especial, a mitocondria (JIMENEZ-RUIZ et al., 2010; ROY et al.,
2008).

Somado ao descrito acima, T. cruzi possui, em todas as suas formas evolutivas, baixa
producdo de componentes responsaveis pela eliminacdo de espécies oxidativas, dentre eles,
estdo o ascorbato, a glutationa e a triparedoxina, todas completamente e diretamente
dependentes da tripanotiona (T(S)2), um dimero de glutationas ligadas covalentemente a uma
espermina. Em um ciclo complexo para manutencao do equilibrio redox, a (T(S)2) € responsavel
pela reducdo dos componentes oxidados por ERO, dando origem a dihidrotripanotiona T(SH),
em seguida, com a oxidacdo de um NADPH, a enzima tripanotiona redutase converte
novamente a T(SH)2 a T(S)2 (BATTISTA et al., 2020; DOCAMPO; MORENO, 2017; KOCH
et al., 2013; KRIEGER et al., 2002). Como foi possivel observar, o 6leo essencial, em ambos
os tratamentos (Clso e 2xClso), levou ao aumento nos niveis de ERO, que consequentemente
causaram danos capazes de indugéo a apoptose (Figura 15). Portanto, pode-se inferir que o

desarranjo no equilibrio estrutural da mitocdndria evidenciado pelo marcador Rh123 (Figura
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13) foi capaz de levar a liberagdo de metabdlitos secundarios provenientes da respiracédo celular,
em sua maioria, ERO, que causam danos celulares muitas vezes irreparaveis, especialmente
para T. cruzi que ndo possui um sistema refinado para eliminacédo de ERO (BOMBACA et al.,
2019; MACEDO et al., 2021; SALOMAO et al., 2013).

A sonda DAF-FM permitiu-nos observar o aumento significativo da concentragéo de
oxido nitrico (Figura 12). O éxido nitrico pode ter efeito direto sobre o DNA, causando
desaminacdo e consequente perda funcional de qualquer base nitrogenada que contenha um
grupo amino em sua composi¢do. As bases modificadas, por sua vez, ndo sdo reconhecidas
pelas enzimas do metabolismo génico, muitas vezes levando a mutagdes indel durante o
andamento dos processos de transcri¢do e duplicacdo do material genético. Em suma, o éxido
nitrico reage com anions superéxido numa velocidade aproximadamente 3,5 vezes maior do
que a atividade da superdxido dismutase, dando origem ao peroxinitrito (NOz’), muito mais
reativo que o 6xido nitrico e com capacidade de desaminacéo e oxidagdo dos agUcares presentes
nas bases nitrogenadas, levando a quebra de cadeia e consequente desmanche da fita-dupla
(BURNEY et al., 1999; INOUE; KAWANISHI, 1995; STAMLER; SINGEL; LOSCALZO,
1992).

De forma dissemelhante, o 6xido nitrico tem potencial de reducdo da peroxidagdo de
lipidios, uma vez que a formagdo de NOs’, molécula extremamente reativa, promove a
peroxidacdo de lipideos de cadeia poliinsaturada e lipoproteinas presentes na membrana
plasmatica (Figura 5). Espécies reativas, incluindo-se NOz’, ddo inicio ao processo de
peroxidacdo ao doar um elétron a cadeia lipidica, dando origem ao radical alquila (L*) que reage
com oxigénio molecular e seu produto se engendra numa série de reacdes que dao origem a
espécies de acidos graxo nitrificados (HOGG; KALYANARAMAN, 1999; O’ DONNELL;
FREEMAN, 2001; RADI, 2018; RUBBO et al., 1994; VIOLI et al., 1999). Portanto, é possivel
afirmar que o aumento na lipoperoxidacao esta causando danos severos a membrana plasmatica
do protozoario (Figura 4), informacdo também validada através da observacdo de formas
epimastigotas e tripomastigotas por microscopia eletronica de varredura que permite a
visualizagdo da formacdo de poros, necrose e desconfiguragéo da estrutura integra da membrana
plasmatica (Figuras 2 e 3).

Deste modo, sendo a membrana plasmatica uma estrutura que circunda e sustenta a
forma celular, alem de coordenar a interacdo do citoplasma com o meio extracelular, as
evidéncias presentes nas Figuras 2, 3 e 4, juntamente com as analises por citometria de fluxo

corroboram que o tratamento com Clsg de PO e 2xClso de PO causaram danos o suficiente no
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interior celular, tendo efeito, talvez indireto, sobre o tamanho celular das formas epimastigotas
(Figura 7) (DE AZEREDO et al., 2017; VOLPATO et al., 2015).

Além dos lipidios de membrana, 0os organismos armazenam em seu citoplasma, em
forma de goticulas ou reservossomas, lipidios que podem ser mobilizados para uso como fonte
de energia, reparo da membrana plasmatica e/ou agentes antioxidantes (PEREIRA et al., 2011,
2015, 2018; TAVARES et al., 2021). Em vista disso, baseando-se no aumento de espécies
reativas e variacao nos niveis de ATP, ja discutidos acima, podemos inferir que o aumento no
acumulo de corpos lipidicos evidenciados pelo marcador vermelho do Nilo pode ser uma
resposta da célula parasitaria ao estresse inicial causado pelas substincias testadas na
mitocondria (Figura 9) (SOARES et al., 1989).

Com a despolarizacdo da membrana mitocondrial a cadeia fosforilativa, via principal da
producdo de ATP, fica disfuncional, perturbando a principal fonte de energia da célula que
sustenta 0s mecanismos que mantém a homeostase citoplasmatica. Na busca por um desvio, as
células parasitéarias extraviam a produgdo de ATP para vacuolos especializados denominados
acidocalcissomos, organelas de carater acido que armazenam protons e célcio, além de terem
funcdo regulatoria na homeostase do pH e no potencial osmético (BENCHIMOL et al., 1998;
DOCAMPO et al.,, 2011; RAMAKRISHNAN; ASADY; DOCAMPO, 2018). Podemos
visualizar a partir do marcador laranja de acridina que o tratamento com 2xPO acarretou 0
aumento da concentracdo de vacutolos &cidos, possivelmente explicado pela alta despolarizacdo
da membrana mitocondrial, que impediu a producdo regular de ATP (Figura 11).

Dentro do corpo celular também existem outros tipos de vacuolos que desempenham
papéis diferentes na regulacdo da homeostase citoplasmatica. Uma das classes principais sdo o0s
vaclolos autofagicos que desempenham papel na digestdo de organelas desgastadas ou
danificadas para reaproveitamento dos nutrientes gastos na sua producdo, entretanto podemos
visualizar na Figura 10, que ndo houve diferenca significativa entre as replicatas tratadas com
wortimanina e sem wortimanina (ALVAREZ et al., 2008; SALASSA; ROMANO, 2019).

Apos tratamento com PO foram observadas alteracdes significativas no ciclo celular.
Dentre as mais importantes, 2xClso de PO acarretou aumento no numero de células nas fases
sub Go/G1e Go/G1 e diminuigéo para as fases S e G2/M, sinais de estacionamento do ciclo celular,
provavelmente causado por fragmentacdo do DNA que impede o inicio da replicacéo (fase S),
divisdo das cromatides irmés (mitose) e citocinese, evidencias compativeis com inducdo de
morte celular programada (CHUANG et al., 2007; CUEVAS-HERNANDEZ et al., 2021;
MARINHO et al., 2011; MEIRA et al., 2017; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2020;
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ZUMA etal., 2014). Ja BZN mostrou atividade estacionéria sobre todas as outras fases do ciclo,
com excecdo da fase S, no qual o fa&rmaco inibiu completamente. Tal efeito pode ser explicado
pela formacdo de compostos nitricos, secundarios a sua degradacdo pos passagem pelo
metabolismo do protozoario (Figura 8) (RAJAO et al., 2014).

Por ultimo, corroborando com todas as evidéncias mostradas acima, a marcagao com a
sonda Anexina V-FITC demonstrou externalizacao da fosfatidilserina pos-tratamento com PO
e 2xPO, indicando apoptose tardia. Em um contexto saudavel, as enzimas flipases dependentes
de ATP mantém as moléculas de fosfatidilserina na porcao interior da membrana plasmatica.
Apo0s danos irreparaveis na mitocéndria e indugdo da peroxidacdo de lipideos que acarretou
danos necroticos sobre a membrana plasmatica, as flipases perderam sua funcéo pela perda do
abastecimento de ATP e integridade da membrana plasmatica, permitindo a externalizacdo da
fosfatidilserina, indicando morte celular por apoptose tardia, j& que os danos causados nédo
levaram a morte imediata da célula parasitaria (Figura 6) (JIMENEZ et al., 2008; MENNA-
BARRETO; DE CASTRO, 2015; MORENO et al., 2018; NAGATA et al., 2016).
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5. CONCLUSAO

Posto isto, foi possivel concluir que o 6leo essencial de P. marginatum possui forte
atividade seletiva frente as diferentes formas evolutivas de T. cruzi. Através da microscopia
eletronica de varredura foi possivel observar diretamente que o tratamento por 24h com Clsp e
2xClsp de PO causou danos estruturais a membrana plasmatica e ao flagelo das formas
epimastigotas e tripomastigotas. Concomitantemente, analises bioquimicas do mecanismo de
acdo de PO nas formas epimastigotas permitiu-nos determinar que a morte celular
possivelmente é causada pelo desbalan¢co do A¥m, que acarretou a liberacdo de ERO que ao
interagirem com Oxido nitrico levaram ao aumento da lipoperoxidacdo e consequente
desconfiguragdo da membrana plasmatica. Em conjunto estes fatores levaram ao epilogo
parasitario, provavelmente, por mecanismos de apoptose tardia. Portanto, baseando-se nos
resultados obtidos, justifica-se a continuidade desta pesquisa para refino e possivel

desenvolvimento destas substancias a cerca do tratamento da doenga de Chagas.
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