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RESUMO

Trichomonas vaginalis € um protozoario parasita extracelular do trato
urogenital, agente etioldgico da tricomoniase humana, infeccdo sexualmente
transmissivel que acomete cerca de 156 milhdes de pessoas no mundo. Esta
patologia € mais evidente no sexo feminino, podendo provocar abortos, partos
prematuros e infertilidade. A doenca também pode levar a uma maior
predisposicédo a infecgao pelo virus HIV, ao cancer cervical e de prostata. O
metronidazol (MTZ) tem sido a droga de escolha no tratamento da tricomoniase
humana. No entanto, este medicamento esta relacionado a muitos efeitos
colaterais, ndo podendo ser utilizado durante a gravidez e tornando-se
inaceitavel para varios pacientes. Assim, a busca por um novo farmaco para o
tratamento da tricomoniase torna-se absolutamente necessario. No presente
estudo, utilizamos novos compostos derivados de amiodarona, analogos de
fosfolipidios e o composto SQ109 que foram analisados por diferentes técnicas,
com os objetivos de selecionar compostos promissores e o0 mecanismo de agao
no parasita. Utilizamos microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e
transmissdo (MET), entre outras, para visualizar as alteragbes ultraestruturais
induzidas pelos compostos. Observamos que a amiodarona estimulou, ao inves
de inibir, o crescimento do parasita, induziu a agregacgéao celular e acimulo de
glicogénio no citosol. Os compostos amioder e dronedarona apresentaram
atividade antiparasitaria com ICso de 3,15 e 11 uM, respectivamente, e levaram
as células a um processo de morte semelhante a apoptose. Além disso, as
células exibiram diversas alteragbes morfologicas. O composto SQ109 inibiu o
crescimento de T. vaginalis com um ICso de 3,15 pyM. A analise microscopica

mostrou alteragbes morfologicas, as células tornaram-se arredondadas com
projecbes superficiais. Os hidrogenossomos apresentaram  aumento
significativo de tamanho. Uma pesquisa de bioinformatica foi feita sobre o
composto SQ109 para encontrar seus possiveis alvos e mecanismos de acgao.
Os analogos de fosfolipidios inibiram o crescimento de T. vaginalis com um |Csp
de 4,48 e 5,67 uM, respectivamente. As observacdes por MEV revelaram a

presenca de protrusdes na superficie apds o tratamento. As analises por MET
mostraram a presenga de vacuolos com figuras mielinicas e vacuolizagdo no
citoplasma apds incubacdo com o0s compostos. Além disso, apdés o0s
tratamentos com os compostos LDT117 e LDT134, os parasitas apresentaram

9



172
173
174
175
176
177

178
179

180

181

182

183
184

marcagao positiva para TUNEL, indicando indugcdo de morte por um
mecanismo semelhante a apoptose. Nossas observagdes indicam que alguns
compostos testados se apresentaram promissores contra T. vaginalis in vitro,
sugerindo sua utilidade potencial como quimioterapia alternativa para

tricomoniase.

Palavras-Chave: Tricomoniase; metronidazol; microscopia eletrénica; novas

drogas; ultraestrutura.
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ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is an extracellular protozoan parasite of the urogenital
tract, the etiological agent of human trichomoniasis, a sexually transmitted
infection that affects approximately 156 million people worldwide. This
pathology is more evident in females and can cause miscarriages, premature
births, and infertility. The disease can also lead to a greater predisposition to
HIV infection and cervical and prostate cancer. Metronidazole (MTZ) has been
the drug of choice in the treatment of human trichomoniasis. However, this
medication is related to many side effects, cannot be used during pregnancy,
and becomes unacceptable for many patients. Therefore, the search for a new
drug for the treatment of trichomoniasis becomes necessary. In the present
study, we used new compounds derived from amiodarone, phospholipids, and
the compound SQ109 that were analyzed using different techniques, with the
objectives of selecting promising compounds and the mechanism of action on
the parasite. We use scanning electron microscopy (SEM) and transmission
electron microscopy (MET), among others, to visualize the ultrastructural
changes induced by the compounds. We observed that amiodarone stimulated,
rather than inhibited, the growth of the parasite, induced cell aggregation and
accumulation of glycogen in the cytosol. The compounds amioder and
dronedarone showed antiparasitic activity with 1Cso of 3.15 and 11 pM,
respectively, and led the cells to a death process like apoptosis. Furthermore,
the cells exhibited several morphological changes. Compound SQ109 inhibited
the growth of T. vaginalis with an ICso of 3.15 uyM. Microscopic analysis showed

morphological changes, the cells became rounded with superficial projections.
The hydrogenosomes showed a significant increase in size. Bioinformatics
research was done on the compound SQ109 to find its possible targets and
mechanisms of action. Phospholipid analogues inhibited the growth of T.
vaginalis with an ICso of 4.48 and 5.67 yM, respectively. SEM observations

revealed the presence of protrusions on the surface after treatment. TEM
analyses showed vacuoles with myelin figures and vacuolation in the cytoplasm
after incubation with the compounds. Furthermore, after treatments with the
compounds LDT117 and LDT134, the parasites showed positive staining for
TUNEL, indicating induction of death by a mechanism like apoptosis. Our
observations indicate that some compounds tested showed promise against T.
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1. Introducgao

1.1 Trichomonas vaginalis

T. vaginalis é parasito extracelular (Fig. 1) pertencente ao Filo Parabasalia.
A familia Trichomonadidae pode ser encontrada em diferentes hospedeiros
sendo capaz de infectar mamiferos, aves e répteis. Esse parasita vive em
ambientes anaerobicos ou microaerdfilos (CAVALIER-SMITH, 1993).

T. vaginalis causa a tricomoniase humana, infeccdo sexualmente
transmissivel (IST) ndo viral, mais comum do planeta (WHO, 2022). T.
vaginalis foi primeiramente descrita em 1836 em mulheres que apresentavam
varias doengas no trato urogenital sendo, a maioria delas, prostitutas (DONNE,
1836). Acreditava-se, entdo, que se tratava de doencga exclusivamente do sexo

feminino. A tricomoniase so6 foi descrita em homens em 1894.

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura (a) e de transmissao (b) de T. vaginalis.
FA, flagelo anterior; FR, flagelo recorrente; Ax, axostilo; H, hidrogenossomos; N,
nucleo; G, Golgi; C, costa; RE, Reticulo endoplasmatico; V, vacuolos; F, flagelo. (a)
Imagem de M. Benchimol colorizada pelo Photoshop.
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1.2 Epidemiologia

As ISTs sao causadas por diferentes microrganismos como bactérias,
virus e parasitas, sendo transmitidas principalmente através do contato sexual
vaginal, oral ou anal (WAGENLEHNER et al., 2016). A Organizagdo Mundial da
Saude, em 2020, estimou 376 milhdes de novos casos globais de ISTs entre
individuos em idade reprodutiva, entre elas, a tricomoniase, que € a IST
curavel mais prevalente no mundo, responsavel por quase metade desses
casos (156 milhées) (WHO, 2022) (Tabela 1). Ainda assim, esses dados
epidemiologicos podem ser subestimados devido ao alto numero de pacientes
assintomaticos, a baixa sensibilidade dos métodos diagndsticos usados em
muitas regides e ao fato de que a infecgdo por T. vaginalis nao é uma doencga
de notificacdo obrigatoria. A tricomoniase foi incluida na lista de infecgbes
parasitarias negligenciadas (IPN) pelo Centro de Controle e Prevencdo de
Doengas (CDC) (IBANEZ-ESCRIBANO e NOGAL-RUIZ, 2024). Segundo a
OMS a prevaléncia da tricomoniase em mulheres e homens foi de 5,3% e
0,6%, respectivamente, em todo o mundo (WHO, 2022). A prevaléncia e a
incidéncia da infecgcdo por T. vaginalis variam geograficamente. Uma maior
incidéncia foi encontrada na Africa (20,2% das mulheres, 2% dos homens) e
nas Américas (22% das mulheres, 2,2% dos homens). A prevaléncia na Europa
foi estimada em 5,8% das mulheres e 0,6% dos homens (OMS, 2022;
ROWLEY et al., 2019).

De acordo com o CDC dos Estados Unidos, o impacto anual das ISTs
em 2018 no sistema de saude norte-americano foi de quase 16 bilhdes de
ddlares em custos meédicos. Apesar dos tratamentos atuais disponiveis, o
diagnostico de T. vaginalis pode ser dificil, pois ndo esta igualmente disponivel
em todo o mundo, sendo mais problematico em regides com poucos recursos.
O aumento no numero de infecgdes persistentes tem sinalizado para a
ocorréncia de resisténcia parasitaria, preocupando o sistema de saude (DA
SILVA PINTO et al., 2023).

Tabela 1. Estimativas globais de novos casos de ISTs curaveis
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Gonorreia 87
Tricomoniase 156

Fonte: OMS, 2022.

1.3. Manifestagoes clinicas

Os sintomas da tricomoniase sdo mais comuns no sexo feminino do que
no masculino, variando desde um quadro assintomatico a infertilidade (LEWIS,
2010; MIELCZAREK e BLASZKOWSKA, 2016). Quando sintomatica, ha
presenca de corrimento amarelo-esverdeado com forte odor, prurido, irritacéo e
descamacao do epitélio vaginal (FICHOROVA, 2009). Em casos mais severos,
pode ocorrer a presenga de pontos hemorragicos na vagina e cérvice,
conhecido como “cérvice em morango” podendo também haver mudangas no
pH vaginal, além do aumento da vascularizacdo da vulva, desencadeando a
hiperplasia do epitélio cervical (SWYGARD et al., 2004). A doenga também
pode levar a maior predisposi¢céo a infec¢ao pelo virus HIV e ao cancer cervical
(SECOR, 2012; HIRT, 2013).

Nos periodos menstrual e gestacional os sintomas se tornam mais
acentuados devido a presenca de ferro da menstruacdo e as flutuagdes
hormonais desse periodo (RYU et al., 2001). As mulheres gravidas portadoras
da tricomoniase apresentam maior chance de disturbios durante a gravidez,
como parto prematuro e ruptura prematura de membranas placentarias (aborto
espontaneo) (HIRT, 2013). Além disso, recém-nascidos podem apresentar
baixo peso ao nascer (KISSINGER, 2015; SMITH et al., 2017; MUDAU et al.
2018), morbidade e mortalidade neonatal (KISSINGER et al. 2015). A
tricomoniase, inclusive, pode ser transmitida a recém-nascidos durante o parto
(KISSINGER 2015; AKBARI e MATINI 2017).

Em homens a infeccdo é geralmente assintomatica, o que dificulta seu
diagnostico, tornando-os carreadores de T. vaginalis. Entretanto, em casos
mais severos, podem ocorrer inflamagdes na uretra e préstata (SECOR, 2012),
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causando irritagao uretral, secregéo ou leve queimagéo apds urinar ou ejacular,
além de inchago da prostata (REIN, 2020). Esse parasita € capaz de fagocitar
espermatozoides sendo, provavelmente, um dos motivos da infertilidade em
homens (BENCHIMOL et al., 2008). Ha relatos na literatura da relagdo entre o
cancer de préstata e infecgdo por T. vaginalis, (SUITCLIFFE et al., 2006). T.
vaginalis estaria relacionada a prostatite crénica podendo culminar em cancer
de prostata agressivo, conforme observado a partir do aumento dos niveis de
antigeno especifico (SUITCLIFFE et al., 2006).

1.4. Diagnéstico

O diagnostico é feito através da sintomatologia clinica e do exame
ginecologico de rotina, por meios de “swabs” vaginais. A observacgéo direta ao
microscépio oOptico traz dificuldades uma vez que apresenta uma mistura de
muco vaginal e bactérias. Outro método € o cultivo da amostra, onde se
observa a presenga do organismo apdés 1 a 2 dias em um meio de cultura
apropriado (HOBBS e SENA, 2013). Apesar da montagem uUmida ser um
meétodo barato e rapido, seu uso é limitado. Ainda que a especificidade deste
meétodo seja de 100%, sua sensibilidade € baixa, variando de 44 a 68% em
comparagao com o método de cultivo da amostra (VAN GERWEN et al., 2023).
Além disso, a exigéncia de um microscopio e de um microscopista experiente
representa um desafio para o diagndstico da tricomoniase em ambientes com
poucos recursos (VAN GERWEN et al., 2023). Embora o método de cultivo da
amostra seja mais preciso, sua demora e a necessidade do meio de cultura
especifico torna esse exame pouco utilizado (HOBBS e SENA, 2013).

As opgdes para o diagndstico de T. vaginalis cresceram bastante na
ultima década. Métodos mais rapidos como multiplos testes de amplificacéo de
acidos nucleicos (NAATs - Nucleic Acid Amplification Test) no local de
atendimento s&o altamente sensiveis e se mostraram eficazes, mas
apresentam um custo elevado (VAN GERWEN et al., 2023). Apesar de ja
existirem testes de amplificacdo de acido nucléico (NAATs) e testes de

diagnostico especificos para homens e mulheres (MUZNY et al., 2019), a maior
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parte das infecgbes assintomaticas por T. vaginalis continuam néo identificadas
e nao tratadas (MIELCZAREK e BLASZKOWSKA, 2016).

O ensaio Xpert® TV (Cepheid, Sunnyvale, CA) foi o primeiro teste de
amplificacdo de NAATs aprovado pela FDA para uso em urina feminina,
esfregago endocervical e espécimes vaginais coletados por pacientes e
médicos, bem como para urina masculina (SCHWEBKE et al., 2018). A
sensibilidade e especificidade diagndstica para o ensaio Xpert® TV variam de
99,5-100% e 99,4-99,9% para amostras genitais femininas e 97,2-99,9% para
amostras de urina masculina (SCHWEBKE et al., 2018). Apos coleta, o material
€ colocado na plataforma de teste, o ensaio Xpert® TV fornece os resultados
em 60-90 minutos, possibilitando o diagndstico e gerenciamento de ponto de
atendimento (POC) (SCHWEBKE et al., 2018).

O OSOM® Trichomonas Rapid Test (Sekisui, Framingham, MA) &€ um
ensaio imunocromatografico de deteccdo de antigeno qualitativo com um
tempo entre 10-15 minutos (NATHAN et al., 2015). Este foi validado para o
diagnostico de T. vaginalis em mulheres a partir de espécimes vaginais, tendo
uma sensibilidade de 83-92% e especificidade de 99% (NATHAN et al., 2015;
SHEELE et al., 2019). Este teste ndo teve um bom desempenho na
identificagcdo de infeccdo por T. vaginalis na urina masculina, quando
comparado com o Aptima® TV Assay (SHEELE et al., 2019), no entanto,
atualmente é recomendado somente para mulheres (WORKOWSKI, 2015). Por
nao depender de nenhum equipamento altamente especifico e ser de baixo
custo, o teste OSOM® ¢ interessante no cenario de campanhas de teste de
ISTs em locais com poucos recursos (GARRETT et al., 2018).

Para prevenir a tricomoniase € necessario usar preservativo em todas as
relacdes sexuais (vaginais, orais ou anais). E a forma mais eficaz de evitar uma
infeccdo sexualmente transmissivel (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

1.5. Morfologia

As Trichomonas sao protozoarios eucariotos, unicelulares que
apresentam aspecto piriforme quando em cultura axénica (GRANGER et al,
2000). Quando em condi¢gdes normais, o parasito apresenta os cinco flagelos

externalizados, sendo estes relacionados a movimentagcdo da célula. Quando
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em contato com a célula hospedeira o parasito geralmente adquire forma
ameboide, aumentando sua superficie de contato com a célula (PEREIRA-
NEVES e BENCHIMOL, 2007). Quando se encontra em condigdes de estresse,
que podem ser por privagdo de nutrientes, variagdes de temperatura ou
durante tratamento com drogas, as Trichomonas apresentam forma
arredondada, com seus flagelos total ou parcialmente internalizados e séo
denominadas formas endoflagelares ou pseudocistos (Fig. 2). Quando a
situagao se torna novamente favoravel essa forma é reversivel, os flagelos sao
externalizados e o parasita volta a ser piriforme (GRANGER et al., 2000;
PEREIRA-NEVES et al., 2003).

Figura 2. Microscopia eletrobnica de varredura de T. vaginalis de suas diferentes
morfologias. (a) Piriforme, (b) ameboide, (c) pseudocisto ou forma endoflagelar. FA,
flagelos anteriores; FR, flagelo recorrente; Ax, axostilo. (b e ¢, M. Benchimol).

1.6. Ultraestrutura

T. vaginalis possui organelas comuns aos eucariotos superiores e

algumas estruturas peculiares (Fig. 3), que serdo abordadas em seguida.

1.6.1. Superficie Celular

A superficie celular inclui a membrana plasmatica e o glicocalice.
Diferentes carboidratos, como o acido sialico, manose, galactose, N-

acetilglicosamina e N-acetil-galactosamina foram encontrados na superficie das
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tricomonas, assim como nas membranas de compartimentos intracelulares
(BENCHIMOL et al., 1981, BENCHIMOL et al., 1982; BENCHIMOL e
BERNARDINO, 2002). Inicialmente, através de técnicas como microscopia
eletrdbnica de transmissdo convencional e por métodos citoquimicos, a
organizagdo da membrana plasmatica nos tricomonadideos foi descrita
(SIMPSON e WHITE, 1964; HONIGBERG et al., 1971). Entretanto, somente
apos técnicas de congelamento celular e criofratura é que foi possivel observar
informacgdes detalhadas da ultraestrutura da membrana plasmatica do parasita
e as especializagdes com arranjos de proteinas intramembranares que ocorrem
nas membranas que cobrem os flagelos sob a forma de rosetas nos flagelos
anteriores e colar no flagelo recorrente (BENCHIMOL et al, 1981;
BENCHIMOL et al., 1982).

1.6.2. Organelas

Figura 3. Esquema de T. vaginalis indicando suas estruturas internas. AF, flagelos
anteriores; RF, flagelo recorrente; UM, membrana ondulante; C, costa; P, pelta; Ax,
axostilo; N, nucleo; H, hidrogenossomos; G, complexo de Golgi; V, vacuolos (M.
Benchimol).

24



548
549
550
551
552
553
554
955
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581

1.6.2.1. Reticulo Endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) em tricomonadideos, assim como as
células de eucariotos superiores, € normalmente encontrado préximo ao
nucleo, constituindo a membrana externa do envoltorio nuclear (BENCHIMOL e
De SOUZA, 1985; QUEIROZ et al., 1991). Esta organela também pode ser
visualizada como perfis dispersos em outros locais do citoplasma, como por
exemplo, proximos aos hidrogenossomos. Estudos demonstraram que o RE
pode estar relacionado a formacgado da vesicula periférica dessas organelas
(BENCHIMOL e DE SOUZA, 1985; BENCHIMOL et al., 1996B; BENCHIMOL et
al., 2000; BENCHIMOL, 2008). Estudos citoquimicos realizados em
Tritrichomonas foetus, um tricomonadineo que infecta o gado, demonstraram a
presenga de calcio no RE, sugerindo que essa organela possa atuar como
reservatorio deste ion (BENCHIMOL et al., 1982c; DE SOUZA e BENCHIMOL,
1985). Estudos mostraram que sob tratamento de drogas, o RE pode envolver
organelas afetadas, como os hidrogenossomos por exemplo, em um tipico
processo de autofagia (BENCHIMOL et al., 1996b).

1.6.2.2. Complexo de Golgi e filamentos parabasais

Diferentemente de outros parasitas as Trichomonas possuem o
complexo de Golgi bem desenvolvido. (BENCHIMOL, 2004). Ao contrario do
gue ocorre em eucariotos superiores, durante o processo de divisdo celular o
complexo de Golgi em Trichomonas nao se fragmenta (BENCHIMOL et al.,
2001). A divisdo dessa organela ocorre por golgicinese, onde o Golgi se alonga
e se divide em dois sendo essas duas unidades distribuidas para as duas-
células filhas (BENCHIMOL et al., 2001).

Os filamentos parabasais se encontram associados ao complexo de
Golgi, formando o aparelho parabasal (HONIGBERG e BRUGEROLLE, 1990).
Dois filamentos parabasais foram descritos em T. foetus (HONIBERG et al.,
1971) enquanto em T. vaginalis seriam 4 (BENCHIMOL et al., 2024, no prelo).
Estas estruturas s&o cilindricas, constituidas por proteinas e apresentam
periodicidade (VISCOGLIOSI e BRUGEROLLE, 1994a). Em T. vaginalis estéo
localizados proximos a face cis (dois filamentos) e trans (outros dois filamentos
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parabasais) do complexo de Golgi. Estudos sugerem que os filamentos
parabasais est&do relacionados com a sustentagao e migracdo do complexo de
Golgi durante a mitose (BENCHIMOL et al., 2001).

Figura 4. Microscopia eletrbnica de transmissdo de T. vaginalis indicando suas
estruturas internas. BB, corpusculo basal; P, pelta; RF, flagelo recorrente; Ax, axostilo;
H, hidrogenossomos; PF1, filamento parabasal 1; N, nucleo; C, costa; G, Golgi. (M.
Benchimol).

1.6.2.3. Vacuolos e Lisossomos

O citoplasma das tricomonas contém uma grande variedade de
vacuolos/vesiculas de diversos tamanhos que fazem parte do processo
endocitico da célula. Esse processo pode ser observado com o uso de
diferentes marcadores, como a peroxidase e varias proteinas conjugadas a
ouro como albumina, transferrina e lectinas (BENCHIMOL et al.,1986, 1990;
AFFONSO et al., 1994; 1997). A digestao intracelular de materiais oriundos do
meio externo, como leveduras (PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL, 2007) e
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bactérias (BENCHIMOL e DE SOUZA, 1995) acontece nos lisossomos. Esta
organela em tricomonadideos encontram-se predominantemente na regiao
posterior da célula, apesar de n&o existir uma regido preferencial para a
atividade endocitica do parasita (AFFONSO et al., 1994, 1997; BENCHIMOL e
DE SOUZA, 1995).

1.6.2.4. Hidrogenossomos

Os tricomonadideos nao apresentam mitocdndrias, mas possuem uma
organela incomum e importantissima: os hidrogenossomos. O nome desta
organela foi proposto por Lindmark e Mduller (1973) devido sua fungé&o de
produzir hidrogénio molecular e ATP, em um processo no qual o piruvato ou o
malato sdo oxidados, resultando na producdo de ATP, crucial para o
metabolismo energético celular (MULLER, 1993; TACHEZY et al., 2022).

NADH NAD+ NAD(P)H NAD(P)+

Oxaloacetate L—Z m ———» Fumarate ¥-Z: Succinate
CO:_/

Glyco]ysisl —  PEP N
& R X
J BRI R M
g ) — .
w ———— Pyruvate Acetyl-CoA ——y —
= AIPAY X8 2l X 7
"y . ADP #

rl '*-.‘ 'l,
OL % T
Zfl'“."' -

Ethanol

Figura 5. Esquema do ciclo metabdlico que ocorre no hidrogenossomo. Apds a
glicdlise no citosol, o piruvato entra no hidrogenossomo. O malato também é utilizado
apos sua descarboxilagdo em piruvato. Dentro do hidrogenossomo, o piruvato é
descarboxilado oxidativamente em acetil coenzima A e CO;, catalisado por uma
proteina ferro-enxofre, PFOR. A ferredoxina reduzida € reoxidada pela hidrogenase
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em uma reagao que reduz protons a hidrogénio molecular. Como resultado, ATP e
acetato sao produzidos (BENCHIMOL, 2008).

Os hidrogenossomos em T. vaginalis sao esféricos e medem cerca de
400-500 nm de diametro. Além disso, possuem dupla membrana, que se
encontram justapostas (BENCHIMOL et al., 1996; BENCHIMOL et al., 2022).
Apresentam também, vesiculas periféricas, de diversos tamanhos que variam
de acordo com a quantidade de cations de magneésio, fosfato e calcio a serem
estocados, sendo assim, importante no processo de regulagéo intracelular de
calcio (RIBEIRO et al., 2001; BENCHIMOL et al., 2022). Estudos realizados
através de técnicas por microanalise de raios-X, identificaram a presenca de
ions no interior da vesicula, como ions de calcio, zinco e magnésio (RIBEIRO
et al., 2001; BENCHIMOL et al., 2022), além do foésforo, que estaria sob a
forma de pirofosfatos (CHAPMAN et al., 1985). Ribeiro et al. (2001) também
demonstraram a presenga de cobalto e aluminio nesta vesicula (BENCHIMOL
et al., 2022).

Os hidrogenossomos encontram-se preferencialmente associados aos
granulos de glicogénio e estruturas do citoesqueleto como por exemplo, a costa
e o axostilo (BENCHIMOL et al, 2000). Estudos na literatura mostram que ha
uma relagcdo entre os hidrogenossomos e o reticulo endoplasmatico, o que
sugere um fornecimento de lipidios para o crescimento dos hidrogenossomos
(BENCHIMOL et al., 1996; BENCHIMOL et al., 2000; BENCHIMOL et al.,
2022).

A origem dos hidrogenossomos ainda €& motivo de grande debate.
Algumas similaridades entre os hidrogenossomos e as mitocondrias foram
descritas, tanto bioquimicamente como estruturalmente, indicando um grau de
proximidade evolutiva entre as duas organelas. Diversas hipoteses foram
levantadas a fim de explicar a origem dos hidrogenossomos. Atualmente,
acredita-se na hipdtese que os hidrogenossomos e mitocdndrias evoluiram de
um ancestral comum a partir da mesma organela progenitora (EMBLEY, 2006;
TACHEZY et al., 2022).

Os hidrogenossomos apresentam algumas caracteristicas similares com

as mitocondrias, por exemplo: (1) o mecanismo de divisdo, que ocorre por
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particio ou segmentacdo; (2) participam na produgdo de ATP pelo
metabolismo do piruvato; (3) possuem dupla membrana (BENCHIMOL et al.,
1982); (4) apresentam enzimas translocases na sua membrana interna (5)
possuem cardiolipina, fosfolipidio presente em membranas bacterianas e
membrana interna das mitocondrias (ROSA et al., 2006); (6) participam do
sequestro de ions de calcio (RIBEIRO et al., 2001). Porém, as mitocéndrias e
os hidrogenossomos também se diferenciam em alguns aspectos, como por
exemplo: os hidrogenossomos n&o possuem: (1) DNA nem ribossomos
(CERKASOVOVA et al., 1976), (2) citocromos, (3) enzimas do ciclo de Krebs e
(4) nem FO-F1 ATPase (LLOYD et al, 1979). Além do mais, os
hidrogenossomos apresentam enzimas que as mitocdndrias ndo possuem,
como a hidrogenase (BUl e JOHNSON, 1996) e a piruvato-ferredoxina oxido-
redutase (HRDY e MULLER, 1995; TACHEZY et al., 2022).

A translocase da membrana externa (TOM) localizada na membrana
externa mitocondrial, que desempenha um papel fundamental na importacao
de proteinas e na biogénese da organela, € altamente divergente nos
hidrogenossomos de Trichomonas. Apesar da distancia evolutiva, o complexo
TOM (TvTOM) em T. vaginalis tem uma estrutura conservada de poros triplos,
mas com uma forma unica semelhante a um cranio, sugerindo que o TOM na
mitocondria inicial poderia ter formado trés poros (MAKKI et al., 2019 e
TACHEZY et al., 2022).

Os hidrogenossomos tém sido importantes para estudos de tratamento
com drogas (BENCHIMOL et al., 2022). O fato dos hidrogenossomos estarem
presentes em organismos unicelulares e em alguns fungos e ausentes em
células de mamiferos, tem despertado o interesse desta organela como alvo
potencial para novos medicamentos no tratamento da tricomoniase
(BENCHIMOL, 2008; BENCHIMOL et al., 2022). Muitos estudos tém mostrado
que o tratamento de tricomonas com drogas como, metronidazol beta-
Lapachona, colchicina, Taxol, nocodazol, griseofulvina, citocalasinas,
hidroxiuréia, zinco, peroxido de hidrogénio, SQ109 entre outras, provocam
alteracdes severas nos hidrogenosssomos, 0 que resultaria na morte dos
parasitos (BENCHIMOL et al., 1993; BENCHIMOL et al., 1996a; BENCHIMOL,
1999; BENCHIMOL, 2001; RIBEIRO et al., 2001; MARIANTE et al., 2003;
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HRDY et al., 2005; BENCHIMOL, 2008; BENCHIMOL et al., 2022; DE SOUZA
et al., 2023).

Figura 6. Microscopia eletrénica de transmissdo de um hidrogenossomo de T.
vaginalis. Nota-se a dupla membrana e o formato esférico da organela.

1.6.2.5. Nucleo e divisao

Os tricomonadideos apresentam um unico nucleo localizado na parte
anterior da célula (Fig. 3). O envoltério nuclear, assim como em eucariotos
superiores, € constituido por duas membranas onde a parte externa é o RE
enquanto a membrana interna esta voltada para a matriz nuclear (BENCHIMOL
et al., 1982A; BENCHIMOL, 2004).

A divisao celular nos tricomonadineos é por mitose fechada, com fuso
extranuclear. Nao ocorre a fragmentagdo do envoltdrio nuclear, sendo
denominada de pleuromitose (BRUGEROLLE et al., 2000). Durante a fase pré-
mitdtica, todas as estruturas do citoesqueleto como a costa, complexo pelta-
axostilo, corpusculos basais, flagelos e filamentos parabasais se duplicam. Na
profase, a célula fica um pouco maior, porém ainda piriforme. Durante a
metafase, os corpusculos basais migram para polos opostos, em seguida
ocorre a migragado das outras estruturas do citoesqueleto. Antes de entrar em

anafase, os axostilos migram para os polos opostos da célula, auxiliados pelo
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batimento dos flagelos anteriores (RIBEIRO et al., 2000; 2002a; 2002b).
Estudos mostraram que durante a mitose, o axdstilo desempenha um papel
fundamental: participando das mudangas na forma da célula, contorgdo da
regido anterior da célula e cariocinese (BENCHIMOL, 2004). Durante a
anafase, a célula adquire uma forma mais alongada e ocorre a cariocinese. A
telofase é caracterizada pela citocinese, os nucleos migram e ficam distantes,
formando-se duas células filhas (BENCHIMOL, 2004). Estudos indicam que os
movimentos dos flagelos sugerem auxiliar a citocinese (RIBEIRO et al., 2000;
2002a; 2002). A mitose é finalizada quando as duas pequenas células-filhas se
separam em suas extremidades posteriores e recuperam o movimento celular
normal (BENCHIMOL, 2004). O mecanismo de segregagao dos cromossomos
das tricomonas ainda nao foi elucidado.

Estudos sobre sequenciamento do genoma de T. vaginalis
demonstraram que apresenta 160-Mb, sendo capaz de codificar em média
60.000 proteinas, muito maior do que o de muitos outros protozoarios, como
giardias, tripanosomas, plasmodios e amebas (CARLTON et al., 2007).

1.6.3. Citoesqueleto

O citoesqueleto dos tricomonadineos é formado por diversas estruturas
proteicas muitas das quais ainda ndo foram bem elucidadas. Entre as principais
citamos o complexo pelta-axostilo, os flagelos (7. vaginalis possui quatro
flagelos anteriores e um recorrente), a costa, os filamentos parabasais, os
corpusculos basais e seus filamentos associados, de onde surgem os flagelos
e as demais estruturas relacionadas a movimentagdo do parasito
(HONIGBERG et al., 1971; RIBEIRO et al., 2000). Também apresentam
diversas estruturas pouco conhecidas como os filamentos sigmoides, o
filamento X e as estruturas associadas aos corpusculos basais, entre outras,

que ainda tém suas func¢des desconhecidas (BENCHIMOL, 2004).

1.6.3.1. Complexo Pelta-Axéstilo

O axostilo é constituido por microtubulos longitudinais de uma
extremidade a outra da célula (BENCHIMOL et al.,, 2000) (Fig. 3). Ele
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desempenha um papel importante como uma estrutura axial e durante a divisao
celular, participa do processo de cariocinese promovendo a constricdo do
nucleo (RIBEIRO et al., 2001). A pelta € uma estrutura também formada por
microtubulos encontrada na regido anterior da célula e apresenta continuidade
com o axostilo. A pelta apresenta como principal fungdo sustentar o canal

periflagelar, local em que os flagelos emergem (RIBEIRO et al., 2000) (Fig. 3).

1.6.3.2. Corpusculos basais e flagelos

T. vaginalis apresenta cinco corpusculos basais, quatro deles originam
os flagelos anteriores e um deles o flagelo recorrente. O corpusculo basal
apresenta nove tripletes de microtubulos, mas ndo possui um par central, como
nos flagelos. Estudos indicaram a presenca de diferentes fibras que estdo
associadas a esta estrutura (VISCOGLIOSI e BRUGEROLLE, 1994b).

Os flagelos em tricomonas, bem como de eucariotos, apresentam um
arranjo de microtubulos 9+2 (sendo nove pares de microtubulos periféricos e
um par central). Através de estudos por técnicas como criofratura e freeze-
etching em T. foetus foi demonstrado que a membrana dos flagelos anteriores
possui 9 a 12 particulas intramembranosas formando rosetas (BENCHIMOL et
al., 1981). Estudos indicaram que todos os flagelos participam do movimento
da célula (MONTEIRO-LEAL et al., 1995). Aléem disso, também foi observado
que os flagelos anteriores possuem batimentos ciliares diferentemente dos
encontrados no flagelo recorrente (MONTEIRO-LEAL et al., 1995).

1.6.3.4 Costa

A costa € uma estrutura proteica com periodicidade que esta associada
a membrana ondulante do parasita, diminuindo a pressdo mecanica causada
pelo intenso batimento do flagelo recorrente (BENCHIMOL, 2004). Constituida
por proteinas basicas, apresenta bandas claras e escuras de diferentes
espessuras (BENCHIMOL et al., 1982). A costa é classificada de acordo com
seu padrao periddico, T. vaginalis possui um padrao de estriacdo da costa tipo
B, semelhante a "espinhas de peixe", diferente do padrao de estriacdo da costa
de T. foetus, denominada como costa tipo A, quando as bandas estdo
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organizadas paralelamente (HONIBERG et al., 1971). Estudos utilizando
técnicas de fracionamento celular, protedmica, microscopia eletrénica de alta
resolugdo e espectrometria de massa mostraram que a costa de T. foetus
apresenta uma organizagao estrutural bastante complexa com diferentes
padroes de estrias regulares e uma regiao central amorfa. Além disso, estes
estudos também mostraram que esta estrutura € composta por proteinas
unicas (DE ANDRADE ROSA et al., 2017). Recentemente foi caracterizada
pela primeira vez, uma proteina pertencente a costa de T. foetus, um
protozoario patogénico que afeta gado e felinos. Esta proteina foi denominada
como costain 1 (BANDEIRA e DE SOUZA 2022). Posteriormente, em um
trabalho do mesmo grupo foi possivel, a partir da recente técnica de
microscopia de expansao (ExM), visualiza-la de modo especifico na costa do
parasito. Além disso, com o0 uso dessa técnica foi possivel observar pela
primeira vez por imunofluorescéncia, os microtubulos individualizados de

ambas as espécies de T. foetus e T. vaginalis (BANDEIRA et al., 2023).

1.7. Interacao-parasito hospedeiro e patogenicidade

Pouco se conhece sobre os mecanismos das interagbes parasito-
hospedeiro, apesar da alta incidéncia de tricomonas em diversas espécies. As
tricomonas nao penetram no epitélio, portanto, sdo considerados parasitos nao-
invasivos, extracelulares (RASMUSSEN et al., 1986; GONZALES-ROBLES et
al. 1995). Como ja bem descrito na literatura o parasito quando se adere as
células epiteliais forma interdigitagdes e assume uma mudanga drastica em sua
morfologia, passando a forma ameboide (PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL,
2007) (Fig. 6), sendo este sugerido como um sinal de viruléncia (ARROYO et
al., 1993). Isso poderia estar relacionado a uma maior superficie de adeséo
entre as duas células, estando as duas membranas conectadas de maneira t&o
intima que parecem estar em continuidade em alguns pontos (FURTADO E
BENCHIMOL, 1998). No entanto, trabalho recente de injegdo com marcadores
fluorescentes ndo encontraram comunicagdo entre as células (ORTIZ et al.,
2023).
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Figura 7. T. vaginalis aderida a célula epitelial vaginal apresentando morfologia
ameboide (foto de Pereira-Neves e Benchimol). E, epitélio; T, T. vaginalis.

Para que ocorra o estabelecimento da tricomoniase, o parasito
inicialmente deve ultrapassar a barreira do muco para poder interagir com o
epitélio vaginal (ALDERETE e GARZA, 1988). Isso parece estar relacionado ao
movimento dos flagelos e a agdo de enzimas proteoliticas, denominadas
mucinases, que vao digerir o muco que reveste o epitélio vaginal, até que os
parasitos consigam acesso as ceélulas epiteliais vaginais (LEHKER e
SWEENEY, 1999).

Muitos pesquisadores alegam que os danos provocados pelos parasitos
ocorrem através de um processo direto e dependente do contato com a célula
hospedeira, sendo este um pré-requisito crucial para a citotoxicidade
(GONZALES-ROBLES et al., 1995; BURGESS et al.,1990; SINGH et al., 2004).
No entanto, alguns estudos divergem e acreditam que proteases, entre outros
produtos metabdlicos, sdo liberados pelos parasitos no ambiente vaginal e que
através destes, ocorram os efeitos citotoxicos nas células hospedeiras, ndo
havendo necessidade do contato direto do parasito com as células vaginais
(GARBER e LEMCHUK-FAVEL, 1989; PINDAK et al., 1993). Entretanto, foi
possivel demonstrar apds a realizacdo de experimentos de interagao, utilizando
uma membrana permeavel entre os parasitos e células hospedeiras, que o

contato é necessario para que ocorra o efeito citotoxico (GILBERT et al., 2000).
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Foi sugerido que a adesé&o de T. vaginalis as células epiteliais ocorreria
através de adesinas (APs) que s&o proteinas de superficie, cuja sintese é
regulada pelo ferro, e pela atividade de proteinases. Essas proteinas
denominadas AP65, AP51, AP33 e AP23, seriam capazes de reconhecer
proteinas especificas do hospedeiro através de uma interagcdo do tipo ligante
receptor (ARROYO e ALDERETE, 1992; ARROYO et al., 1993).

No entanto, o fato das adesinas serem consideradas ligantes exclusivos
do processo de adeséo as células epiteliais vaginais recebeu criticas por outros
pesquisadores (RADA et al., 2019). Estudos mostraram que genes dessas
adesinas apresentaram homologia com enzimas hidrogenossomais como por
exemplo, enzima malica e ambas as sub-unidades da enzima succinil CoA
sintetase. Sendo assim, foi sugerido que essas proteinas poderiam apresentar
fungdes multiplas como ocorre em outros microrganismos (RADA et al., 2019).
Além disso, estudos demonstraram que as adesinas de tricomonas também
sdo capazes de se ligar a diversos tipos celulares, como por exemplo,
eritrocitos de diferentes espécies, Mycoplasma hominis e linhagens celulares
como células Vero, CHO e HelLa (ADDIS et al., 2000). Essas observagdes
suscitaram suspeitas que a especificidade da adesao desse parasito ao epitélio
vaginal poderia ndo ocorrer por estas adesinas.

Estudos em T. foetus demonstraram a acdo mediadora de laminina e
fibronectina no processo de interacdo. Experimentos utilizando particulas de
poliestireno revestidas com diferentes tipos de proteinas em linhagem celular
MDCK, demonstraram que a adesao do parasito foi intensificada pela laminina
(SILVA FILHO e DE SOUZA, 1988). Ha também estudos indicando que a
adesao poderia ser mediada por glicoconjugados. Experimentos de inibigdo
com agucares competidores apresentaram uma diminuigdo significativa da
adeséo de T. foetus e T. vaginalis (BONILHA et al., 1995).

Outra classe de moléculas que estaria diretamente relacionada com o
mecanismo de adesdo sdo as cisteino-proteases (ARROYO e ALDERETE,
1989). Uma cisteino-protease de 30 kDa (CP-30) foi achada intermediando
processos citotoxicos de T. foetus em células epiteliais vaginais bovinas
(SINGH et al., 1999) e de T. vaginalis em células HelLa e epiteliais vaginais
humanas (MENDONZA-LOPES et al., 2000). Esta cisteino-protease teria

relagdo com o mecanismo de apoptose tanto das células vaginais bovinas
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(SINGH et al., 2004) como das células do endométrio bovino (SINGH et al.,
2005), agindo estrategicamente na modulagdo deste evento celular. Por estar
relacionada com a degradacédo de proteinas da matriz extracelular, como a
laminina e a fibronectina, a CP-30 intensificaria 0 mecanismo de citotoxicidade
do parasito, sendo comprovada a sua ligagdo com as proteinas de matriz
(SILVA-FILHO e DE SOUZA, 1988; BENCHIMOL et al., 1990; CROUCH e
ALDERETE, 1999). Por esse motivo, as tricomonas assumiriam um carater
mais infectivo e invasivo, pois a presenca do parasito as camadas epiteliais
profundas provocaria a esfoliagdo das camadas mais superficiais.

Dependendo da viruléncia da cepa, também pode ocorrer a ruptura do
epitélio e de suas jungdes, atingindo a lamina basal e causando multiplas
infeccbes (KRIEGER et al, 1985; GAULT et al, 1995, MADEIRO e
BENCHIMOL, 2004). Neste local ha uma baixa tensdo de oxigénio o que
propiciaria uma infeccdo bem-sucedida visto que o parasito € microaerofilo.
Embora experimentos in vitro tenham mostrado a importancia das cisteino-
proteases na adesdo, seu papel também se mostrou relevante na modulacéo
da resposta imune (FELLEISEN, 1999). Foi demonstrado que algumas
cisteino-proteases de T. foetus sdo capazes de clivar as imunoglobulinas 1gG1
e 1gG2 bovinas, que podem matar o parasito in vitro (CORBEIL, 1994; DE
AZEVEDO E DE SOUZA, 1992; 1996). Pesquisadores sugerem que estas
cisteino-proteases sao capazes de agir contra a resposta imune do hospedeiro,
internalizando seus anticorpos apos sua ligagdo, mecanismo este conhecido
como mimetismo molecular (GRANGER E WARDWOOQOD, 1996).

Trabalhos anteriores mostraram que T. vaginalis nao causa efeitos
citotoxicos em células vaginais bovinas (SINGH et al., 2004) e o inverso
também n&o ocorreria com T. foetus em relagdo as células vaginais humanas
(LOCKWOOD et al., 1984; GILBERT et al., 2000). Experimentos nos quais
foram adicionados 20 extratos purificados de CP30 de T. foetus em células
vaginais humanas, n&do detectou indugdo de apoptose, 0 mesmo também
ocorreu com T. vaginalis em células vaginais bovinas (SINGH et al., 2004).
Esses autores sugeriram que ocorreria uma interagdo espécie-especifica entre
0s parasitos e seus respectivos hospedeiros, onde T. vaginalis ndo seria capaz
de infectar células epiteliais do trato reprodutivo bovino. No entanto, estudos

posteriores utilizando videomicroscopia, microscopia eletrénica de varredura e
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de transmissdo, ensaios colorimétricos e citoquimica mostraram o efeito
citopatico de T. vaginalis em células epiteliais bovinas (MIDLEJ E
BENCHIMOL, 2009).

T. vaginalis foi capaz de atacar células bovinas formando grupos ao
redor dela, acarretando danos a membrana plasmatica da célula hospedeira e,
consequentemente, morte celular. Apos as lesdes e lise na membrana
observou-se que fragmentos de células necroéticas foram fagocitados por T.
vaginalis, mas células vivas ou intactas ndo foram ingeridas (MIDLEJ E
BENCHIMOL, 2009).

Estudos recentes relacionados aos mecanismos moleculares de
interagao de T. vaginalis aos tecidos da mucosa do hospedeiro sugerem que a
aderéncia as células € complexa e multifacetada (tabela 2), com muitos fatores
a serem identificados (HIRT et al., 2011; HIRT, 2013; FICHOROVA et al., 2016;
MERCER e JOHNSON, 2018).

1.7.1 Microvesiculas e exossomos de T. vaginalis

O termo “vesiculas extracelulares” (VEs) foi estabelecido pela International
Society for Extracellular Vesicles como estruturas secretadas de forma natural
pelas células, sendo delimitadas por uma bicamada lipidica contendo proteinas
e acidos nucléicos (SALAS et al., 2023). VEs referem-se a todas as
subpopulacdes de VEs e sua utilizagao deve ser coletiva e universal (THERY et
al., 2018). A liberagdo de VEs foi descrita em diversos organismos como
Archaea, proteobactérias, plantas, fungos, protozoarios e animais, onde foi
descrita a capacidade de liberacdo de uma ampla variedade de vesiculas,
como, por exemplo, exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos,
apresentando variagdes de tamanho entre si (BOSE et al., 2020). Dentre os
diversos subtipos de VEs existentes ha trés categorias principais conforme seu
modo de biogénese, tamanho e funcdo: (1) exossomos, (2) microvesiculas
(MVs) e (3) corpos apoptoéticos. Os exossomos tém origem na invaginagao da
membrana plasmatica e formacdo de corpos multivesiculares (MVB); seu
tamanho varia de 40 a 100 nm.As microvesiculas (MVs), também

denominadas de microparticulas ou ectossomos, s&o provenientes do
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brotamento e extrusdo da membrana plasmatica, com tamanhos entre 50 e
1000 nm e estrutura assimétrica (Fig. 8). Os corpos apoptéticos, com tamanhos
de até 1000 nm, s&o oriundos de células apoptodticas (KALRA et al., 2012; DE
SOUZA e BARRIAS, 2020; SALAS et al., 2023).

O Microvesiculas

T __Q(Z O

o VRC N\

", EKDSSOFHUSO

Figura 8. Representacdo esquematica da liberacdo de microvesiculas e exossomos.
Microvesiculas séo liberadas por evaginacdo da membrana plasmatica, enquanto os
exossomos sdo representados por pequenas vesiculas de tamanhos variados que séo
formadas a partir da fusdo de corpos multivesiculares, (MVBs) com a membrana
plasmatica. = RE, reticulo endoplasmatico; VRC, vesicula revestida por clatrina
(Adaptado de RAPOSO e STOORVOGEL, 2013).

O estudo das VEs é de suma importancia, principalmente pelas fungdes
com as quais estdo relacionadas (NIEVAS et al., 2018). Sdo capazes de
modularem eventos de curta e longa distancias, permitindo que as células se
comuniquem. Participam e regulam processos fisiologicos, como coagulagao
sanguinea, diferenciacdo celular e inflamagdo, bem como processos
patolégicos causados por céncer, doengas neuroldgicas, cardiovasculares e
infecciosas (KAO e PAPOUTSAKIS, 2019; RAPOSO E STOORVOGEL, 2013;
SALAS et al.,, 2023). As VEs também s&o importantes para a comunicagao
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entre patdégenos e células hospedeiras (DRUREY E MAIZELS, 2021; NIEVAS
et al., 2020; SABATKE et al., 2021; TORRECILHAS et al., 2020). Estudos de
VEs em T. vaginalis demonstraram que tanto exossomos quanto MVs séao
eficazes em distribuir seu conteudo para as células hospedeiras, modulando a
resposta imune dessas células. Além disso, a formacédo de VEs aumenta na
presencga de células hospedeiras e modulariam a ades&o do parasita (NIEVES
et al., 2018; NIEVES et al., 2020; RADA et al., 2022; RAl E JOHNSON, 2019;
SALAS et al., 2023). Foi descrito que os exossomos de T. vaginalis contém
RNA, proteinas exossdmicas conservadas e proteinas especificas de parasitas
(TWU et al., 2013). Foi reportado que a carga de RNA presente nas vesiculas
de T. vaginalis seria internalizada rapidamente por células humanas através de
endocitose dependente de lipid rafts. Essa carga € majoritariamente constituida
por pequenos RNAs reguladores (ARTUYANTS et al,, 2020). Também foi
demonstrado que o0s exossomos de cepas muito aderentes
tém potencial de aumentar os niveis de aderéncia em cepas pouco aderentes
(OLMOS-ORTIZ et al., 2017). Um estudo recente com diferentes cepas de T.
vaginalis mostrou que esses parasitas formam conexdes celulares
membranosas semelhantes a citonemas para se comunicarem (SALAS et al.,
2023). Alem do mais, foi visto que a formacao de citonemas de uma cepa de
parasita menos aderente € afetada na presenga de uma cepa mais aderente.
Evidenciou-se que uma cepa de T. vaginalis pouco aderente passa a aderir
mais fortemente as células da prostata na presenca de uma cepa aderente
(SALAS et al., 2023), corroborando achados anteriores (OLMOS-ORTIZ et al.,
2017). Um outro estudo caracterizou morfologicamente vesiculas secretadas
por T. vaginalis e foi possivel observar possiveis danos causados durante a
interagdo deste parasita com células epiteliais vaginais in vitro (ANDRADE,
2022).

Adicionalmente, foi demonstrado que a carga molecular de VEs
produzidas por Lactobacillus gasseri e Gardnerella vaginalis modulariam a
interagao entre T. vaginalis e células hospedeiras. (ARTUYANTS et al., 2023).
Mais estudos sao necessarios para se compreender melhor o papel das VEs e
suas implicagdes no processo de infecgdo desse parasita.

1.7.2. Nanotubos de tunelamento
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Os nanotubos de tunelamento (TNTs) s&o projecdes citoplasmaticas
transitorias compostos por filamentos de actina, estendidos entre as células na
forma de canais nanotubulares abertos, apresentando 50-200 nm de diametro
(RUSTOM et al., 2004). Varios tipos de células exibem finas saliéncias de
membrana, que receberam diferentes nomes, como citonemas, extensdes de
membrana tunelamento de saliéncias semelhantes a nanotubos (TNT), pontes
celulares, filopddios especializados e filopddios de sinalizagdo (Revisado em
Yamashita et al., 2018). Foi sugerido que essas saliéncias realizariam algum

papel em um novo mecanismo de comunicagao intercelular direta.

Em Trypanossoma brucei foi demonstrado que os nanotubos
membranosos sdo formados na regido posterior da membrana flagelar, e,
posteriormente, se diferenciam em VEs livres (Szempruch et al., 2016). Em T.
foetus um estudo utilizando microscopia de varredura de ions de hélio de alta
resolugcdo, bem como microscopia eletrénica de transmisséo e células coradas
negativamente demonstrou a presenca de saliéncias finas (nanotubos), com
diferentes tamanhos (27 nm a 81 nm de espessura) e varios comprimentos (de
73 nm a 2 ym) com o aspecto de estruturas bulbosas que brotam da superficie
celular que ndo haviam sido descritas antes nesse parasita (Benchimol et al.,
2021). Em T. vaginalis foram encontradas estruturas finas semelhantes a
nanotubos de tunelamento, com uma possivel presenca de material em vias de
transporte, sugerindo mais um mecanismo que o parasito, provavelmente,
utilizaria para ter sucesso como agente infectivo. Foi observado que os
parasitas projetam seus flagelos em direcdo as células epiteliais e parecem
demonstrar uma forte ades&o a estas células hospedeiras (ANDRADE, 2022).

1.8. Tratamento

O tratamento atual da tricomoniase humana consiste no uso do
metronidazol 1-(2-hidroiyethil) -2-methil-5-nitroimidazol (MTZ), um composto
bastante utilizado no tratamento de varias infecgdes provocadas por bactérias
anaerobicas como Helicobacter, Bacteroides e Clostridium e parasitas
anaerdbicos ou aerotolerantes como Trichomonas, Entamoeba e Giardia

40



1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073

(EDWARDS, 1993). Na década de 1960, o metronidazol foi aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration, EUA) para o tratamento da tricomoniase
humana, demonstrando uma alta taxa de cura, chegando préxima a 100%
(COSAR e JULOU, 1959). Quatro décadas depois, o uso do tinidazol foi aceito
(FUNG E DOAN, 2005) e recentemente a FDA aprovou o uso do secnidazol
nos Estados Unidos (MUZNY E VAN GERWEN, 2022; IBANEZ-ESCRIBANO e
NOGAL-RUIZ, 2024).

O MTZ, por ser uma molécula pequena, entra na célula por difusao
passiva. O composto entra sob a forma inativa e através de reducgdes
anaerobicas, torna-se um composto ativo. Em protozoarios como as
Trichomonas, o metronidazol é reduzido nos hidrogenossomos pela agao da
enzima piruvato-ferredoxina oxidoredutase (Fig. 9), ocorre assim a formagao de
radicais nitro-citotoxicos levando a formagao de radicais livres que oxidam a
molécula de DNA do parasito levando o mesmo a morte (CHAPMAN et al,
1985).

Embora eficaz, o MTZ causa muitos efeitos colaterais, como nauseas,
vomitos, tonturas, insdnia, humor depressivo, alteracdes diversas no paladar,
tremores, diarreia, dor de cabeca etc. (ROSA et al., 2011). Em casos mais
severos podem ocorrer pancreatite, leucopenia e neuropatias (LOSSICK,
1990). Estudos também mostraram que este composto é mutagénico em
bactérias e carcinogénico em camundongos (CONNOR et al, 1977,
LINDMARK e MULLER, 1976). A FDA, inclusive, alerta para o potencial
carcinogénico do metronidazol em ratos e camundongos, sendo seu uso
veterinario restrito em alguns paises (EUA e Europa) devido sua associagéo a
carcinogénese (HERNANDEZ CERUELOS, 2019).

A seguranga do uso do metronidazol durante a gravidez ainda é
bastante controversa e ndo esta bem elucidada (RIBEIRO et al., 2013). Sendo
justamente esse o periodo em que a infecgdo se torna mais acentuada devido
as flutuagbes hormonais (ROCHA et al.,, 2014). O uso de medicamentos
durante a gravidez e lactagdo € um desafio para os profissionais de saude, pois
culmina em riscos ndo somente para a mulher, mas também para o
embrido/feto (Ribeiro et al., 2013).

A FDA classifica os medicamentos de acordo com os riscos associados
durante a gravidez (SAHIN et al., 2016). Esta classificagdo baseia-se
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majoritariamente nos efeitos observados no primeiro trimestre de gravidez,
visto que durante esse periodo ocorrem os mais importantes processos
embriologicos, apresentando maior risco ao embrido/feto. (IRVINE et al., 2010;
MITCHELL et al.,, 2011). O metronidazol esta classificado na categoria B de
risco para gravidez, o que indica que ndo ha evidéncia de danos ao feto,
todavia, ndo existem estudos adequados em mulheres gravidas (IRVINE et al.,
2010). Este composto atravessa a barreira placentaria, penetra na circulagéo
fetal e liquido amniotico (THOMPSON et al., 2016), além disso, € amplamente
distribuido atingindo todos os tecidos e fluidos corporais (VICENTE e PEREZ-
TRALLERO, 2010).

Estudos feitos em ratos sugerem que o MTZ estaria associado a embrio-
letalidade (MUDRY et al., 2001). Além disso, o uso do MTZ vaginal na gravidez
estaria associado a hidrocefalia congénita (KAZY et al., 2005). Um estudo
randomizado relacionado ao uso de medicamentos durante a gravidez, sugeriu
que a terapia com o MTZ aumentaria a chance de partos prematuros
(SHENNAN et al. 2006), e estaria relacionado ao aumento de abortos
espontaneos (MUANDA et al.,, 2017). Um outro estudo realizado em ratas
prenhas, avaliou o efeito do MTZ no desenvolvimento placentario e fetal (DA
SILVA et al., 2019). Nao houve indicio de ma-formagdo nos neonatos. No
entanto, observou-se reducgédo significativa no numero e peso dos neonatos no
grupo tratado com metronidazol, quando comparado ao grupo controle (DA
SILVA et al., 2019).

Esses estudos nos trazem um alerta sobre possiveis danos do
metronidazol ao embrido/feto. Mais pesquisas sdo necessarias para melhor
esclarecer os riscos da exposi¢ao ao metronidazol.
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Figura 9. Esquema mostrando a ativacdo do MTZ no hidrogenossomo através da
reducdo do radical nitro pela enzima PFOR. A ferredoxina é reduzida pela PFOR e
transfere elétrons para o MTZ resultando em sua ativagao (adaptado de KULDA,
1999).

1.8.1. Resisténcia ao MTZ

O tratamento atual da tricomoniase & baseado no uso dos 5'-
nitroimidazois. Além da toxicidade do tratamento, algumas cepas tornaram-se
resistentes a esses compostos (PAULISH-MILLER et al., 2014; GHOSH et al.,
2018; SAITO-NAKANO et al., 2023). A resisténcia ao metronidazol foi descrita
pela primeira vez em 1959 (WATT E JENNISON, 1960) e apresenta uma
variagdo de 4% nos EUA (KIRCALDY et al., 2012) chegando a 17% em Papua
Nova Guiné (UPCROFT et al., 2009). Como ja relatado anteriomente os
medicamentos do grupo dos 5-nitroimidazodis, sendo o metronidazol o mais
prescrito, sdo o0s unicos aprovados pelo FDA para o tratamento da
tricomoniase (DE BRUM et al., 2017; LEITSCH, 2019; SAITO-NAKANO et al.,
2023). Devido ao aparecimento de cepas resistentes ao MTZ, doses
crescentes e por um maior periodo sao frequentemente administradas,
causando mais problemas ao paciente podendo levar a interrupgdo do
tratamento (LEWIS et al., 1997). No entanto, em alguns casos, mesmo altas
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doses sao ineficazes ndo deixando possibilidade de tratamento alternativo
(SAITO-NAKANO et al., 2023).

Foram propostas vias aerdbicas e anaerdbicas de resisténciaao MTZ . A
resisténcia clinica (aerdbica) em T. vaginalis ndo ocorre através do mesmo
mecanismo que a induzida em laboratorio (anaerobica) (WRIGHT et al., 2010).
A resisténcia anaerobica estaria associada a regulacdo negativa de enzimas
hidrogenossomais envolvidas na ativagdo do metronidazol, como a piruvato-
ferredoxina oxidoredutase (PFOR) e a ferredoxina, bem como a redugédo do
tamanho dos hidrogenossomos (WRIGHT et al., 2010; LAND et al., 2001,
UPCROFT, 2001). Em contrapartida, cepas de T. vaginalis resistentes
clinicamente ao metronidazol mostraram que o0s hidrogenossomos
apresentavam tamanhos semelhantes ao de um isolado sensivel ao
metronidazol (WRIGHT et al., 2010).

A resisténcia aerobica, geralmente observada apenas na presenga de
oxigénio, diminui a toxicidade do MTZ revertendo-o a sua forma inativa através
da reoxidacdo dos anions nitrorradicais antes do composto causar danos ao
parasita (RASOLOSON et al.,, 2002; TACHEZY et al., 2022). Isolados de T.
vaginalis clinicamente resistentes apresentam niveis elevados de oxigénio
intracelular e tém atividade de eliminagao de oxigénio reduzida tornando o MTZ
ineficaz (YARLETT et al., 1986; TACHEZY et al., 2022 ). Embora as vias de
resisténcia aerobica e anaerdbica sejam distintas, a proteina ferredoxina, que
reduz o oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio, parece estar envolvida
em ambos processos (LEITSCH et al., 2014). Além disso, a diminuicdo da
atividade da enzima flavina redutase que reduz o oxigénio citosdlico estaria
relacionada a resisténcia ao metronidazol em T. vaginalis (LEITSCH et al.,
2014; TACHEZY et al., 2022).

Como relatado, a resisténcia de T. vaginalis aos medicamentos esta
aumentando (DE BRUM et al., 2017. Portanto, devido a alta toxicidade e
resisténcia do MTZ, a busca de um novo farmaco alternativo para o tratamento
da tricomoniase humana se faz necessario.

Varios compostos foram testados contra protozoarios parasitas, entre
eles, a miltefosina (ROCHA et al., 2014), metil jasmonato (VILELA et al., 2010),
inibidores de  A(24(25))-esterol  metil transferase,  3-(bifenil-4-il)-3-
hidroxiquinuclidina (BPQ OH) (ROCHA et al., 2014), lactacistina (PEREIRA-
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NEVES, et al., 2015), complexos de zinco-clotrimazol (MIDLEJ et al., 2019),
amiodarona, amioder, dronedarona (DE SOUZA et al, 2022),
tiosemicarbazonas 49, 51 e 63 (IBANEZ-ESCRIBANO et al., 2022) entre
outros. Os autores observaram efeitos na curva de crescimento e nas
organelas celulares do parasitas (revisado por BENCHIMOL et al., 2022). Além
dos nitroimidazdis, outros artigos descreveram compostos promissores a base
de plantas com atividade anti-tricomonal in vitro e in vivo (HASHEMI et al.,
2021). O composto SQ109, que completou a Fase IIb/lll para o tratamento da
tuberculose, também foi testado contra T. vaginalis na presente tese e seus
resultados ja publicados (DE SOUZA et al., 2023). Outros estudos forneceram
uma visdo geral das opgdes de tratamento sistémico e tdpico clinicamente
avaliados para tricomoniase humana. Além disso, o atual conhecimento sobre
compostos fitoterapicos, semissintéticos e sintéticos avaliados quanto a
eficacia como anti-Trichomonas foram apresentados (KUNG et al., 2019).

1.9. Novos compostos alternativos ao metronidazol

Nossa proposta é utilizar, no presente estudo, trés grupos de compostos,
que sao, (1) a amiodarona e seus derivados, como a dronedarona e amioder;
(2) SQ109 [N-adamantan-2-yI-N'-((E)-3,7-dimethyl-octa-2,6-dienyl) -ethane-1,2-
diamine], um medicamento em desenvolvimento para tratamento da

tuberculose e (3) analogos de alquilfosfolipidios (APs).

1.9.1. Amiodarona, dronedarona e amioder

A amiodarona € um medicamento antiarritmico aprovado nos EUA em
1985, usado para tratar cardiomiopatias (OATES et al., 1987). Além disso, este
agente e seus derivados apresentam efeitos antiparasitarios (BENAIM et al.,
2006). A amiodarona e a dronedarona s&o benzofuranos lipofilicos catibénicos
usados no tratamento de arritmias cardiacas. Estudos anteriores mostraram
atividade contra o protozoario Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca
de Chagas, e Leishmania mexicana (SERRANO MARTIN et al., 2009a). Foi
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reportado que esses compostos atuam perturbando a homeostase do calcio
(Ca*?) intracelular desses parasitas (ADESSE et al., 2011; BENAIM et al,,
2006; VEIGA-SANTOS et al, 2012) resultando em um aumento na
concentragdo intracelular de Ca*? (BENAIM et al., 2020). A amiodarona
também interfere na biossintese do ergosterol nestes parasitas (BENAIM et al.,
2006; SERRANO-MARTIN et al., 2009b; BENAIM et al., 2020). Tendo em vista
gue a amiodarona também exibiu atividade contra L. mexicana, estudos prévios
demonstraram que a dronedarona também poderia ser ativa contra esse
organismo. Isso seria de interesse terapéutico ja que a dronedarona provoca
menos efeitos colaterais em humanos do que a amiodarona (BENAIM et al.,
2014). Estudos realizados com a dronedarona mostraram que este composto é
capaz de inibir efetivamente o crescimento de promastigotas de L.
mexicana em cultura e, mais importante, tem excelente atividade contra
amastigotas dentro de macrofagos infectados (forma clinicamente relevante),
sem afetar a célula hospedeira. Esse composto também foi capaz de inibir a
oxidoesqualeno ciclase, uma enzima-chave na biossintese do ergosterol,
conhecida por ser vital para a sobrevivéncia do parasita (BENAIM et al., 2014).

Amioder é um derivado do benzofurano, baseado na estrutura
da amiodarona (HEJCHMAN et al., 2012). Estudos indicaram um efeito
significativo sobre o T. cruzi (PINTO MARTINEZ et al., 2018). Pesquisas
relataram um efeito importante de amioder sobre Leishmania donovani,
mostrando que inibe o crescimento de promastigotas e de amastigotas
presentes dentro de macrofagos. Importante ressaltar que esse composto é
mais potente em Leishmania do que em T. cruzi (MARTINEZ-SOTILLO et al.,
2019). Também foi demonstrado que esse composto perturbou a homeostase
do Ca ?* intracelular em L. donovani. O amioder foi capaz de colapsar o
potencial de membrana da mitocdndria e, simultaneamente, induzir a
alcalinizag&o do acidocalcissomos de L. donovani, levando a morte do parasita
(MARTINEZ-SOTILLO et al., 2019).

1.9.2. SQ109

SQ109 é um candidato a medicamento antituberculose, tendo ja
concluido a Fase IIb/lll clinica (BAEK et al., 2022). SQ109 apresentou atividade
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in vitro contra o parasita T. cruzi (VEIGA-SANTOS et al., 2015). Esse composto
inibiu a proliferagdo de amastigotas intracelulares bem como as formas
epimastigotas. Além disso, o SQ109 provocou grandes alteragdes estruturais
nas trés formas do ciclo de vida desse parasita (VEIGA-SANTOS et al., 2015;
BENAIM et al.,, 2020). SQ109 também foi capaz de inibir o crescimento da
forma amastigota de L. mexicana com um bom indice de seletividade. Também
foi ativo contra promastigotas onde perturbou a homeostase do Ca 2* (GARCIA
et al., 2016). SQ109 também se mostrou eficaz na inibigado da proliferagdo de L.
donovani, parasita responsavel pela leishmaniose visceral, exibindo um efeito
toxico sobre as formas amastigotas. Além disso, foi demonstrado pela primeira
vez que o composto SQ109, além de levar ao colapso do parasita, induziu um
dano muito rapido nos acidocalcissomos (GIL et al., 2020), organelas
essenciais para o parasita e envolvidas em muitas fungdes importantes,
incluindo a homeostase de Ca 2*. Ambos os efeitos da droga nessas organelas
geraram um aumento significativo na concentragdo de Ca ?* intracelular,

causando a morte do parasita (Gil et al., 2020).

1.9.3. Analogos de alquilfosfolipidios (APL)

Um importante alvo é a biossintese de fosfolipidios, dado o importante
papel desempenhado por essas moléculas na estrutura e fungdes no
metabolismo celular (DE SOUZA et al., 2018). Os APL integram uma classe de
compostos farmacéuticos que demonstram excelente biocompatibilidade e
anfifilicidade, tornando-os adequados para uso como medicamentos com
ampla atividade biolégica. Os analogos de alquilfosfolipidios foram inicialmente
desenvolvidos como agentes antitumorais. Apresentam estruturas anfifilicas
semelhantes as dos fosfolipidios naturais e sao incorporados preferencialmente
nas membranas das células tumorais (GAJATE E MOLLINEDO, 2002).
Posteriormente foram testados e apresentaram atividades antiparasitarias,
induzindo a morte celular por meio de apoptose e/ou autofagia nesses
parasitas (DE SOUZA et al., 2018). Inclusive, a miltefosina que é uma
alquilfosfocolina, foi introduzida na clinica para tratar a leishmaniose visceral,
tendo sido, pela primeira vez, aprovada para este uso na india (JHA et al.
1999). Os APL podem ser de origem natural ou sintética (VAN HOOGEVEST e
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WENDEL, 2014) e subdivididos em duas classes: alquilglicerofosfocolinas,
provenientes da edelfosina (ET-18-OCH3), e alquilfosfocolinas, oriundas da
miltefosina (hexadecilfosfocolina). As duas classes estdo relacionadas com a
inibicdo da sintese de fosfatidilcolina (URBINA, 2006). Os APL ndo tém como
alvo a molécula de DNA, diferentemente da maioria dos compostos utilizados
atualmente. Estdo relacionados com processos que envolvem a sintese e
organizagdo de membranas celulares, se acumulando e interferindo em
importantes vias de sinalizacdo do metabolismo lipidico. Provoca efeitos nos
sistemas de transporte celular, na inducdo de apoptose e na interferéncia de
diversas enzimas-chave, a maioria das quais, envolvidas com o metabolismo
lipidico ou mecanismos de sinalizagdo (DE SOUZA et al., 2018). Nas ultimas
décadas houve um aumento pela procura de fosfolipidos sintéticos,
principalmente para o desenvolvimento de medicamentos. Consequentemente,
novas rotas sintéticas foram desenvolvidas para produzir fosfolipidios e
testadas durante muitos anos. Um exemplo disso € a lisofosfatidilcolina, que foi
sintetizada no final de 1960, cujo objetivo principal foi identificar potenciais
compostos imunomoduladores (DE SOUZA et al., 2018). No presente estudo

os analogos de alquilfosfolipidios foram testados em T. vaginalis.
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2. Justificativa

O metronidazol constitui a terapia utilizada atualmente para o tratamento
da tricomoniase. Embora relativamente eficaz, provoca muitas reacgdes
adversas, ndo sendo recomendado durante a gravidez. O MTZ possui elevado
potencial cancerigeno e mutagénico e pode induzir a selecdo de cepas
resistentes. O estudo de terapias mais eficientes e seguras para o paciente séo
de extrema importancia. Em estudos anteriores os derivados de amiodarona,
os analogos de fosfolipidios e o composto SQ109 apresentaram atividades
biologicas relevantes em outros protozoarios. Desse modo, nos propusemos a
testar estes compostos em T. vaginalis. O projeto visa avaliar o efeito de
compostos que possam agir contra T. vaginalis investigando seus efeitos e a
possibilidade de uso como medicamento alternativo futuro em substituicdo ao

metronidazol no tratamento da tricomoniase.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Buscar um novo composto para o tratamento da tricomoniase.

3.2. Objetivos especificos

Verificar o efeito antiproliferativo e citotoxico dos derivados de

amiodaronas, analogos de fosfolipidios e SQ109 em T. vaginalis.

Comparar os efeitos dos referidos compostos com o metronidazol.

Avaliar se ocorre efeito citotoxico dos compostos sobre células de

mamiferos,

Avaliar as alteragées morfoldgicas e ultraestruturais de T. vaginalis apés
o tratamento com os compostos por microscopia eletrénica de varredura

e de transmisséao.

Analisar os possiveis mecanismos de morte celular do parasito apds os
tratamentos utilizando marcadores especificos em microscopia de

fluorescéncia.
Diferenciar entre os compostos estudados, quais os mais efetivos e

promissores para testes posteriores em animais e possivel uso futuro

em pesquisa aplicada.
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4. Metodologia

4.1. Cultivo in vitro de T. vaginalis

T. vaginalis da cepa JT, isolada no Hospital Universitario da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, foi cultivada em meio TYM
(DIAMOND, 1957) com 10% de soro fetal bovino inativado a 37° C por 24 h,
correspondendo a fase logaritmica de crescimento celular. O meio TYM tem
como componentes a triptona, extrato de levedura, maltose, L-cisteina, acido

ascorbico, fosfato de potassio monobasico e dibasico, pH 6,2 (Tabela 3).

Tabela 3. Componentes do meio TYM, utilizado no cultivo de T. vaginalis. Os
componentes abaixo citados foram dissolvidos em agua Milli-q para um total de
450 mL, pH 6,2.

Meio TYM
Triptone 10g Sigma, St. Louis,
Estados Unidos
Extrato de levedura 2g BD, Le Pont de Claix,
Franca
Maltose 2 5q Vetec, Duque de Caxias,
Brasil
Cisteina 0,59 Sigma, St. Louis,
) Estados Unidos
Acido ascorbico 0,1g Sigma, St. Louis,
Estados Unidos
Fosfato de potassio 0,49 Vetec, Duque de Caxias,
monobasico Brasil
Fosfato de potassio 0.4g Vetec, Duque de Caxias,
dibasico Brasil

4.2 Compostos

Todos os compostos utilizados neste estudo foram solubilizados em

dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) na concentrac&o estoque
de 5 ou 10 mM e mantidos a - 20° C. As concentragdes finais utilizadas nos
ensaios abaixo descritos foram de 1, 5, 10 e 20 uM.
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4.2.1 Amiodarona, dronedarona e amioder

A figura 10 a-c mostra a estrutura da amiodarona, dronedarona e
amioder, respectivamente. A amiodarona foi adquirida na Sigma, St. Louis, MO,
EUA. Dronedarona foi extraida e cristalizada de comprimidos comerciais
(Multaq) (Benaim et al. 2012). O composto amioder (7-acetil-5-Bromo-6-hidroxi-
3-bromometil2-benzofurancarboxilato de metila) foi gentiimente cedido pelo Dr.
Elzbieta Hejchman, do Departamento de Quimica organica (Faculdade de

Farmacia, Universidade Médica de Varsovia).

4.2.2 SQ109

A figura 10-d mostra a estrutura quimica de SQ109 [N-adamantan-2-il-
N'-((E)-3,7-dimetil-octa-2,6-dienil) -etano-1,2 diamina]. Este composto foi
gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Antonios Kolocouris do Departamento de
Farmacia da Universidade de Atenas, Grécia, e pelo Prof. Eric Oldfield do
Departamento de Quimica da Universidade de lllinois em Urbana-Champaign,
EUA).

4.2.3 Analogos de alquilfosfolipidios (APL)

A figura 10 e-f mostra a estrutura quimica dos APL LDT117 e LDT134.
Os analogos de fosfolipidios foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo
grupo do Dr. Luiz Romeiro (Nucleo de Medicina Tropical - Campus Universitario
Darcy Ribeiro - Universidade de Brasilia-UnB).
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4.2.4 Tabela 4. Compostos utilizados e sua origem

Compostos

Concentracao
utilizada

Origem

Amiodarona

1,5, 10 e 20 uM

(Sigma, St. Louis, MO, EUA)

Amioder

1,5, 10 e 20 uM

Dr. Elzbieta Hejchman

Departamento de Quimica orgénica - Faculdade
de Farmacia, Universidade Médica de Varsovia

Dronedarona

1,5, 10 e 20 uM

Dr. Gustavo Benaim

Instituto de Biologia Experimental, Faculdad de
Ciéncias, Universidade Central da Venezuela,
Caracas, Venezuela

SQ109

1,5, 10 e 20 uM

Dr. Antonios Kolocouris

Departamento de Farmacia da Universidade de
Atenas, Grécia

Dr. Eric Oldfield

Departamento de Quimica da Universidade de
lllinois em Urbana- Champaign, EUA

LDT117

1,5, 10 e 20 uM

Dr. Luiz Romeiro

Nucleo de Medicina Tropical — Campus
Universitario Darcy Ribeiro - Universidade de
Brasilia- UnB

LDT134

1,5, 10 e 20 uM

Dr. Luiz Romeiro

Nucleo de Medicina Tropical — Campus
Universitario Darcy Ribeiro - Universidade de
Brasilia- UnB
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Figura 10. Estrutura molecular amiodarona (a), amioder (b), dronedarona (c), SQ109
(d), LDT117 (e) e LDT134 (f).

4.3. Curva de crescimento

Os trofozoitos (10° céls/mL) foram cultivados em tubos eppendorfs de 5
mL contendo meio TYM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os
compostos foram adicionados as culturas nas concentragdes de 1, 5, 10 e 20
uM. E importante ressaltar que nenhuma concentracdo de DMSO foi superior a
1%. O metronidazol foi utilizado como controle positivo na concentracédo de 2 e
10 uM (Rocha et al., 2014). As culturas-controle e as tratadas foram mantidas
em estufa umida a 37°C por 24, 48 e 72 h. Apds esses intervalos de tempo, o
numero total de células foi contado em camara de Neubauer ou por citometria
de fluxo. As curvas de crescimento do parasito foram elaboradas a partir da
seguinte formula: (A + 4) x B x C onde A = N° de células contadas e somadas
nos quatro quadrantes da Camara de Neubauer; B = 10* (Fator da Camara de
Neubauer); C = Fator de diluicdo utilizada ou n&o. Os experimentos foram
realizados em ftriplicatas independentes e os resultados foram analisados com
o programa analitico GraphPad Prism 9.0® (EUA).
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4.3.1 Calculo de IC5

Para determinar a concentracdo do composto que inibiu o crescimento
do parasita em 50% (ICso), a porcentagem de inibicdo do crescimento foi
plotada em fung&o da concentragédo da droga, e os valores foram ajustados em
uma curva nao linear. As analises de regressdo foram realizadas utilizando o
Sigma Plot 8.0. Os dados foram plotados usando o GraphPad Prism 9.0®
(EUA).

C

I = Inax X —————
max X I':':'-{]‘}‘(

Onde [ corresponde a porcentagem (%) de inibigdo, I max* = 100% de
inibicdo, C a concentragdo de inibicdo e ICsp a concentragdo responsavel por
inibir 50% do crescimento.

4.4. Ensaio de viabilidade

4.4.1 Ensaio de viabilidade com diacetato de fluoresceina e 7-AAD

A viabilidade das células foi avaliada usando diacetato de fluoresceina
(FAD) (Sigma, EUA) e 7-aminoactinomicina (7-AAD) (Sigma, EUA). O diacetato
de fluoresceina (FAD) reage com o oxido nitrico (NO) e forma um benzotriazol
fluorescente. Essa fluorescéncia (verde) é um indicador de células viaveis, pois
esse reagente s6 tem a capacidade de permear a membrana plasmatica das
células que estdo vivas. Ja o 7-AAD, possui alta afinidade pelo DNA, mas sé
consegue permear a membrana de células inviaveis, se tornando assim um o
indicador de células mortas ou com a viabilidade comprometida. Parasitas
controle e tratados com SQ109 na concentragdo de 10 uM por 48 h foram
incubados com 10 ug/mL de FDA e 0,25 pg/mL de 7-AAD a 37°C por 5 min

para analise por microscopia de fluorescéncia. Células viaveis foram vistas na
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cor verde com FDA, enquanto as células mortas apresentaram fluorescéncia
com uma cor laranja com 7-AAD. As imagens foram adquiridas utilizando um

microscoépio de fluorescéncia (Axiphot Il —Zeiss, Alemanha).

4.4.2. Ensaio de viabilidade com MTS/PSM

Para avaliacao dos efeitos dos compostos em relagao a toxicidade nas
células de mamifero foi utilizado o ensaio de redugdo do sal tetrazodlio
MTS/PMS (Promega, Technical Bulletin, EUA). O MTS é analogo ao MTT,
sendo um sal tetrazolio de segunda geragédo. Ao ser adicionado no meio de
cultura com as células metabolicamente viaveis, o MTS necessita de um
segundo reagente, o PMS (5-metil- fenazinio metil sulfato) que através de
cofatores, como NADH e NADPH, serdo reduzidos, transferindo elétrons ao sal
tetrazolio (MTS) produzindo o formazan. Quando o formazan € reduzido na
célula, seja enzimaticamente, seja por reagcédo direta com NADH ou NADPH, o
sal de tetrazodlio, MTS, muda de cor e forma um precipitado soluvel. Desse
modo, o corante formazan produzido pode ser quantificado medindo a
absorbancia a 490-500 nm. A quantidade de MTS, marcador da viabilidade
celular incorporada pela populagdo de células, é diretamente proporcional ao
numero de células viaveis na cultura (Cory et al., 1991). Para realizagdo do
ensaio, 100 pl de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) suplementado
com 10 mM de glicosefoi adicionado em cada pogo. Em seguida, foi preparada
a solucédo de PMS/MTS (50 pl da solugéo estoque do PMS em 1 mL da solugéo
estoque do MTS) adicionando 20 pl dessa solugdo em cada pogo
(concentragao final de MTS a 40 pg (333 pg/mL) e PMS a 0,92 pg (25 uM) por
poco). O ensaio foi incubado a 37°C por 4 horas na auséncia de luz. Em
seguida, foi realizada a leitura no leitor de placas a 490 nm (Molecular Devices
Microplate Reader ou Spectra Max Molecular Devices M2, EUA) onde o
comprimento de onda emitido pelo substrato das células foi avaliado. Os dados
foram expressos em absorbancia e foram plotados usando o GraphPad Prism
9.0® (EUA).

4.5. Analise da toxicidade em células de mamiferos
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As células epiteliais de rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta), LLC-
MK2 (ATCC CCL,7 Rockville, MD/EUA) foram cultivadas em placas de 96
pogos (2x10* céls/mL), em meio RPMI suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (SFB), e mantidas em estufa de CO2 a 37°C, em um volume final de 200
ML por pogo. Os compostos LDT’s (analogos de fosfolipidios) foram
adicionados 24 h apdés o plaqgueamento das células LLCMK2, nas
concentragdes de 5, 10, 50 e 100 yM. As culturas foram mantidas por mais 48
h a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO, contabilizando 72 h totais de
plaqueamento das células e 48 h de incubagcdo com os compostos. Em
seguida, todo o meio RPMI foi retirado e a células foram lavadas com PBS
suplementado com 10 mM de glicose, pH 7.2 e os pogos foram preenchidos
com 100 pL dessa mesma solugdo. O controle negativo foi realizado utilizando
trés pocos de células ndo tratadas fixadas com 4% de formaldeido nascente, a
partir do paraformaldeido (Vetec, Brasil). Para avaliagdo da citotoxicidade foi
utilizado o teste de viabilidade celular MTS/PMS (Promega, Technical Bulletin,
EUA) como descrito acima no item 4.5.2.

4.6. Microscopia de fluorescéncia

As células foram lavadas em PBS (morno) pH 7.4 e fixadas em
formaldeido a 4% (Merck, Alemanha) em tampao fosfato pH 7.2 por 5 min e
colocadas em laminulas previamente revestidas com poli-L-lisina, por 10 min.
Em seguida, foram lavadas com PBS pH 7.4 e foram incubadas por 5 min com
4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI, Molecular Probes, EUA) diluido a 1:5000 em
PBS. As laminulas foram lavadas e montadas com Prolong Gold Antifade
Mountant (Thermo Fisher Scientifc, EUA) e observadas em microscépio de
fluorescéncia (Axiphot Il ou Elyra PS.1 Zeiss, Alemanha). As imagens foram
adquiridas usando um C5985- 10 cameras CCD em tempo real (Hamamatsu,
Japao) ou Elyra PS.1 (objetiva 100xe laser 405 nm). No minimo 200 células

foram analisadas.

4.6.1 Imunofluorescéncia
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Parasitas controle e tratados foram lavados com PBS morno (pH 7,2) e
aderidos em laminulas previamente revestidas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich,
EUA), por 10 min a 37°C. As células foram fixadas por 1 h com formaldeido a
4%, em seguida, as células foram lavadas em PBS pH 7.4 e permeabilizadas
com Nonidet NP-40 3% diluido em PBS por 40 min (Sigma, St. Louis, USA) e
incubadas com tampéo de bloqueio contendo NH4Cl 50 mM e 3% de albumina
de soro bovino (PBS/BSA; Sigma-Aldrich, Brasil), pH 8.0, por 1 h. Apds esta
etapa, as amostras foram lavadas com PBS (pH 8,0) e incubadas na presenca
do anticorpo primario policlonal anti-acetil-alfa tubulina (Thermo Fisher; EUA)
na diluicdo de 1:1000 em PBS/BSA. Apds a incubacao, as amostras foram
lavadas com PBS/BSA (pH 8,0) e incubadas durante 1 h com o anticorpo
secundario Alexa Fluor 647 Anticorpo IgG anti-mouse (LifeTechnologies, EUA),
diluidos em 1:100 em PBS/BSA. Em seguida, as amostras foram lavadas 3
vezes e incubadas com o marcador nuclear Hoechst (Molecular Probes, EUA),
diluido em 1:2000 em PBS, por 30 min. Por fim, as laminulas foram lavadas,
montadas com Prolong Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientifc, EUA)
e observadas em microscopio de fluorescéncia (Axiphot Il e Elyra Zeiss,
Alemanha).

4.6.2. TUNEL

Para analisar se houve fragmentacdo do DNA o método do TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyltransferasemediated dUTP Nick-end labeling) foi
utilizado usando o teste “In Situ Cell Death Detection Kit’ (Roche Diagnostics,
Meylan, Franga). Os parasitos foram incubados com os compostos por 12 h e
24 h, fixados a temperatura ambiente em formaldeido a 2% em tampao fosfato
0,1M (pH 7,2) e, posteriormente, lavados em PBS. Logo apds, as células foram
permeabilizadas com 3% de Nonidet-40 (Sigma, St. Louis, USA) por 40
minutos. Em seguida, as amostras foram embebidas em cloreto de aménio 50
mM e 3% de albumina bovina (BSA) em PBS por 30 minutos. A marcagéao foi
realizada de acordo com as instrugdes do fabricante. Controles positivos foram
tratados com DNase | (Sigma, St.Louis, MO, EUA) por 10 minutos a
temperatura ambiente, enquanto os controles negativos foram marcados com o
fluorocromo que ndo possui o terminal da enzima transferase. As amostras
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foram observadas em um microscépio de fluorescéncia (Axiphot Il — Zeiss,
Alemanha). As imagens foram adquiridas usando uma camera CCD em tempo

real C5985- 10 (Hamamatsu, Japao).

4.6.3. Potencial de membrana hidrogenossomal

Parasitas controle e tratados com SQ109 foram incubados com 5 pg/mL

do reagente JC-1 (Invitrogen, EUA) a 37°C por 15 min, um marcador que
fluoresce em verde ou vermelho de acordo com o potencial de membrana de
organelas como mitocondrias e hidrogenossomos. O marcador JC-1 ao entrar
seletivamente em uma dessas organelas de acordo com a magnitude do
potencial de sua membrana, altera seu estado oligomérico, e fica fluorescente.
A razao da intensidade de fluorescéncia vermelha: verde do JC-1 depende do
potencial de membrana hidrogenossomal (Vilela et al., 2010). O CCCP (cianeto
de carbonila3-clorofenilhidrazona), um desregulador do potencial de membrana
mitocondrial, foi usado como controle positivo para confirmar a resposta do JC-
1. Uma aliquota de 1 yL de uma solugdo CCCP 50 mM foi adicionada as
células a 37°C por 5 min em um volume final de 1 mL. As laminulas foram
montadas e as imagens foram adquiridas utilizando um microscépio de

fluorescéncia (Axiphot Il — Zeiss, Alemanha).

4.7. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para avaliar a morfologia dos trofozoitos, antes e depois do tratamento
com os compostos, T. vaginalis (10° céls/mL) foram cultivadas em microtubos
eppendorfs de 5 mL contendo meio TYM suplementado com 10% SFB. Os
compostos foram adicionados as culturas nos tempos de 12h ou 24h de cultivo

dos parasitos nas concentragdes de 1 uM, 5 uM, e 10uM. Apos 24h ou 48h da
adicdo dos compostos os microtubos com os parasitas-controle e tratados
foram vigorosamente agitados e, em seguida, centrifugados (Centrifuga
Eppendorf, Alemanha, rotor: 5427) por 5 min a 150 x g. As células foram
aderidas em laminulas revestidas com poli-L-lisina 0,1% (Sigma, EUA) por 15
min e fixadas por 2 h em uma solugdo contendo glutaraldeido (Electron
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Microscopy Sciences, EUA) 2,5% em tampé&o cacodilato 0,1M, pH 7,2. Em
seguida, as amostras foram lavadas em PBS pH 7,2 e pés-fixadas em tetroxido
de 6smio 1% em tampao cacodilato 0,1 M por 1h, na auséncia de luz. Apds
esse procedimento, as amostras foram lavadas em PBS pH 7,2 por 3 vezes e
desidratadas em solugdes progressivas de etanol (Merck, Alemanha) (15%,
20%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100% e super-seca por duas vezes) por 15
min cada série. Posteriormente, foram secas pelo método de ponto critico (Bal-
Tec CPD 030, Alemanha) ou (Leica CPD 300, Alemanha), utilizando CO2
liquido. Em seguida, foram montadas em suportes metalicos para MEV (stubs)
e recobertas com ouro (10 nm) ou 4 nm de platina em metalizador FL-9496
(Balzers Union, Suica). O material foi observado no microscopio eletrénico de
varredura Quanta 250 (FEI Company, The Netherlands) operando em 20 kV ou
Auriga 40 (Zeiss, Alemanha), operando em 2 kV.

4.8. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para avaliar possiveis alteragdes ultraestruturais, as culturas-controle e
tratadas (10° céls/mL) foram cultivadas em microtubos eppendorfs de 5 mL
contendo meio TYM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os
compostos foram adicionados as culturas nos tempos de 12 h ou 24 h nas

concentragdes de 1 uM, 5 uM e 10 uM. Apds 24 h ou 48 h de adigado dos
compostos, as culturas foram lavadas em PBS, pH 7.2 e, posteriormente,
fixadas por 2 horas em uma solucdo contendo glutaraldeido (Electron
Microscopy 1249 Sciences, EUA) 2.5%, em tampao cacodilato 0,1M, pH 7.2.
Logo apos, foram centrifugadas a 1.000 g, por 5 min, todo o sobrenadante foi
retirado e as células foram lavadas em PBS novamente e pos-fixadas em
solugdo contendo tetroxido de 6smio 1% contendo ferrocianeto de potassio
0,8%, em tampao cacodilato 0,1 M por 1 hora, na auséncia de luz. Apds a pos-
fixacdo, as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS pH 7.2 e desidratadas
em solugdes progressivas de acetona (Merck, Alemanha) (50%, 70%, 90%,
100% e realizadas 3 trocas com acetona super-seca), deixando as amostras
por 15 min em cada etapa. Em seguida, as células foram infiltradas em resina
epoxi (PolyBed 812, Electron 1258 Microscopy Sciences, EUA). A infiltracao foi
feita gradualmente em acetona:epon 2:1 por 6 h, 1:1 e 1:2 por 8 h e resina pura
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por 12 h. Posteriormente, o material foi colocado em moldes e polimerizado na
estufa a 60°C, por 72 h. Depois de polimerizados, os blocos foram trimados e
seccionados com uma faca de diamante (Drukker, Holanda, ou Diatome, Suicga)
no ultramicrotomo Leica (Alemanha) ULTRACUT UCTY. Cortes ultrafinos de 70
nm foram coletados em grades de cobre de 300 mesh e contrastados com
acetato de uranila 5% por 40 minutos e em citrato de chumbo por 5 minutos e
visualizados ao microscopio eletrbnico de transmissao Hitachi HT 7800
(Japao).

4.9. Morfometria

Para analises morfométricas imagens de cortes ultrafinos de 20 células
aleatorias foram adquiridas com o0 mesmo aumento observadas no microscopio
eletrénico de transmissdo Hitachi HT 7800 (Jap&o). O software ImageJ
(//imagej.nih.goV/ij/) foi utilizado para delinear e medir a area de superficie e o
volume de toda a célula e de cada hidrogenossomo observado.

4.10. Citoquimica - Método de Thiéry (Thiéry 1967)

Os parasitas foram fixados e processados conforme descrito acima para
MET (item 4.9). Posteriormente, cortes dourados (90 nm) foram coletados em
grades de ouro e incubados por 20 min em solugdo de 1% de acido periddico.
Subsequentemente, foram lavados em agua destilada e incubados com
tiosemicarbazida a 1% em acido acético 10% por 24 horas. Sucessivas
lavagens foram realizadas em acido acético 10%, 5% e 2% por 10 minutos
cada. Em seguida, foram incubados com proteinato de prata 1% por 30 min,
protegidos da luz. Posteriormente, lavagens sucessivas em agua destilada
foram realizadas por 10 minutos cada, e cortes ndo contrastados foram

observados no microscopio eletrénico de transmissao Hitachi HT 7800 (Jap&o).
4.11. Citometria de Fluxo

4.11.1 Ensaio para avaliagao do ciclo celular
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A amiodarona foi adicionada as culturas na concentracdo de 10 yM e
deixada por 24 h. ApoOs a incubagado, os parasitas foram coletados, lavados
com PBS, pH 7.2 e centrifugados (Centrifuga Eppendorf, Alemanha, R: 5427)
por 5 min a 238 g. Posteriormente, foram fixados em formaldeido a 0,25% em
PBS por 5 min, lavados e ressuspensos em etanol 70% a 4°C por 30 min. Em
seguida, as células foram lavadas e ressuspensas em 600 pl de PBS com 25
pug/mL de PI (iodeto de propidio) e 100 ug/mL de RNase A e incubadas por 30
minutos em temperatura ambiente. A analise foi realizada em um citdmetro de
fluxo BD Accuri C6 (Becton Dickinson Bioscience BDB, San Jose, CA, EUA)
filtro FL2 585/40 nm. Os dados obtidos foram analisados usando o BD Software
Accuri C6 (DE SOUZA et al., 2022).

4.12. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 9
(EUA). O teste t de Student foi usado para calculos de significancia. As fases
do ciclo celular, morfometria e estereologia dos hidrogenossomos foram
analisadas e os valores foram considerados estatisticamente significativos
quando p 0,05 e <0,01.

4.13. Previsao de interagées moleculares

Para a fase de investigacao e predicdo da interagdo molecular, estudos
de simulagao de ancoramento molecular envolvendo a proteina ferredoxina de
T. vaginalis (TvFd), codigo PBD: 1L5P 2,20 A (Crossnoe et al., 2002), e
compostos MTZ e SQ109 foram realizados.

4.14. Simulagao de ancoramento molecular

Para a etapa de docking molecular foi utilizado o programa PYRX v.0.8
que reune um grande conjunto de outros programas para a realizagdo dos
processos de encaixe (AutoDock 4 e AutoDock Vina), geragao de arquivos de
entrada (AutoDock Tools), linguagem de programacgéao/script (Python), interface
grafica (wxPython) e outras como Open Babel e matplotlib (Dallakyan e Olson,
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2015). Inicialmente foi realizado um processo de redocking, um ancoramento
entre as proteinas TvFd usada como modelo e seu ligante natural, o complexo
[2Fe-2S], para identificar as energias das interagdes e as coordenadas da caixa
e tamanho com base em informagdes de suas interacbes com o complexo
[2Fe-2S] depositado no banco de dados PDB (CROSSNOE et al., 2002). Em
seguida, a etapa de ancoramento foi realizada entre a TvFd e os compostos
SQ109 e metronidazol, bem como o complexo [2Fe-2S] (ligante natural), sendo
o formato SMILES dos compostos convertidos para o formato .pdb, necessario
para analises de docking molecular, com o auxilio do SMILES tradutor online e
gerador de arquivos de estrutura NCI/CADD
(https://cactus.nci.nih.gov/translate/). A proteina e os compostos (ligantes)
foram otimizados pelo servidor gratuito APBS & PDB2PQR
(//server.poissonboltzmann.org/) para protonagdo correta, simulando um
ambiente de pH 6,5 (Crossnoe et al., 2002). Na interface PYRX, a grid box foi
construida para cobrir a regido dos residuos do sitio ativo que interagem com o
ligante natural [2Fe-2S] em coordenadas x =12, y =50 e z = 2; tamanho 20 x

20 x 20. Além disso, a simulagdo de docagem foi realizada com uma
exaustividade igual a 100, gerando 10 poses para cada composto, incluindo o
ligante natural. Os residuos do sitio ativo alvo que interagem com os ligantes
foram identificados pelo programa BIOVIA Discovery Studio 2021 (Jurrus et al.,
2018). UCSF Chimera (desenvolvido pelo Resource for Biocomputing,
Visualization, and Informatics da Universidade da Califérnia, Sdo Francisco,
com suporte do NIH P41-GM103311) e PyMOL (Molecular Graphics System,
versao 2.0 Schodinger, LLC) foi usado para gerar as imagens e arquivos na

extensao .pdb.

5. Resultados

5.1. Sele¢ao dos compostos

Realizamos um screening inicial com os diferentes grupos de drogas
para avaliar inicialmente o potencial anti-parasitario dos compostos que seriam

testados posteriormente. Nos resultados preliminares, o crescimento das
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culturas de T. vaginalis foi analisado apds o tratamento com os compostos
amiodarona, dronedarona, amioder (amioder D4) e SQ109 na concentragao de
10 pM (Fig. 11), e também apdés o tratamento com analogos de
alquilfosfolipideos (Fig. 25). O metronidazol (MTZ) na concentragdo de 10 uM
foi utilizado como controle positivo. As células controle (sem tratamento) ou
incubadas com o veiculo diluidor (DMSO) e aquelas tratadas com os diferentes
compostos, foram contadas em periodos variaveis entre 24 h e 72 h. As células
foram contadas em cédmara de Neubauer.

2001
Controle

- DMSO

-+ MTZ 10

- Amiodarona

—- Dronedarona
Amiod (D4)

= SQ109

10° células/mL

Tempo

Figura 11. T. vaginalis cultivadas na presenga de diversos compostos na
concentracdo de 10 uyM. A seta indica 0 momento de adigdo dos compostos as
culturas. Dados s&o expressos como média + SEM (N=3).

5.2. Efeito da amiodarona, amioder e dronedarona em T.

vaginalis

5.2.1. Curvas de crescimento

A figura 12 a-c mostra o efeito da amiodarona, amioder e dronedarona no
crescimento do parasita. Nao observamos inibicdo do crescimento celular
quando amiodarona foi usada (Fig. 12a), mesmo em uma concentragdo de 10
MM. Em contrapartida, houve um aumento no numero de células. O MTZ a 2

MM por 48 h, usado como controle positivo, mostrou um efeito inibitério com o
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valor de ICso No caso da amioder (Fig. 12b), observamos um efeito inibitério
dose dependente com um ICso de 3,5 pM. Na concentracdo de 10 pM, a
inibicdo foi quase a mesma observada com 2 uyM de MTZ. Quando a
dronedarona foi usada (Fig. 12c¢), um alto efeito inibitério também foi observado
com um ICso de quando usada a concentracdo de 11 uM. E importante ressaltar
que o DMSO nao afetou o crescimento do parasita na concentragdo usada
para diluir os compostos, reforcando que nenhuma concentragdo de DMSO foi

superior a 1%.
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Figura 12. (a) T. vaginalis controle e tratadas com DMSO 0,1%, 10 yM de amiodarona
e 10 yM metronidazol (MTZ). (b) T. vaginalis controle e tratadas com DMSO 0,1% e 1,
5, 10 e 20 uyM de amioder e 2 yM de metronidazol (MTZ). (¢) T. vaginalis controle e
tratadas com DMSO 0,1%, e 1, 5, 10 e 20 uM de dronedarona e 2 yM de metronidazol
(MTZ). As setas indicam o horario de adicdo dos compostos (12 ou 24 h). Os dados
sao expressos como média £ SEM (N=3).

5.3. Observagoes microscopicas

Foram analisadas imagens de microscopia Optica de contraste de fase
(Fig. 13), microscopia de fluorescéncia (Figs. 14, 17-18), microscopia eletrénica
de varredura (Figs. 18-19) e microscopia eletrénica de transmissao (Figs.21 -
24). Observamos ceélulas gigantes provavelmente, resultantes de citocinese
interrompida, e a formagéo de grandes agregados celulares (Figs. 13-14). Com
a finalidade de buscar possiveis sinais de morte celular por apoptose,
realizamos o teste do TUNEL. Observamos reacgéo positiva de fragmentagao
do DNA, indicativo de morte celular por apoptose (Figs. 18¢c’ — d’). Por
microscopia eletrénica de varredura, confirmamos a presenga de agregados
celulares e alteragdes morfologicas dos parasitas sob efeito dos compostos
(Figs. 19-20). Por microscopia eletrénica de transmissdo, os parasitas exibiram
grande agregacdo de granulos de glicogénio, principalmente em torno dos
hidrogenossomos. Estes se encontraram proximos a periferia da célula e em

maior numero. Vale ressaltar a presenga de grandes vacuolos (Figs. 21-24).

5.4. Microscopia 6ptica

5.4.1 Contraste de fase

Para verificar as possiveis alteragbes morfologicas provocadas pelo
composto amiodarona, imagens de contraste de fase foram analisadas onde
observamos aumento do numero de células, como indicado na Fig. 13. As
culturas que nado foram tratadas (controle) mostraram células livres (Fig. 13a),
enquanto as culturas tratadas com amiodarona (Fig. 13b-d) exibiram agregados
celulares de tamanhos variaveis apés 24 h.
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Figura 13. Contraste de fase de T. vaginalis controle (a), apresentando morfologia
normal. Células tratadas com amiodarona 10 uM por 24 horas (b-d). Notam-se células
arredondadas e agregadas.

5.4.2. Imunofluorescéncia

A analise por microscopia de fluorescéncia de células marcadas com
DAPI para identificar os nucleos, mostraram um aumento significativo no
namero de células tratadas exibindo varios nucleos (dois ou mais) quando
comparadas as células controle (Fig. 14 a-b). A figura 15 indica o numero de
células contadas contendo dois ou quatro nucleos. O numero de células
multinucleadas foi significativamente maior nas células tratadas por 12 ou 24 h
com amiodarona. A figura 16 mostra uma andlise do ciclo celular do parasita
controle e de células tratadas com amiodarona, usando citometria de fluxo.
Enquanto a maioria das células controle encontra-se na fase G1, um numero
maior de células na fase G2 foi observado nas células tratadas. (Fig. 16a-b).
Com a marcacgao de tubulina acetilada, estruturas citoesqueléticas duplicadas
de células tratadas com amiodarona (Fig. 17a-b) e células com dois nucleos
(Fig. 17c) foram observadas.
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O ensaio TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferasemediated dUTP
Nick-end labeling) foi utilizado para verificar se os compostos amioder e
donedarona, que inibiram o crescimento celular de T. vaginalis, induziam a
morte celular por um mecanismo semelhante ao de apoptose. Os controles
positivos foram tratados com DNase |, enquanto os controles negativos foram
marcados com o kit fluorocromo, que n&o possui a enzima terminal transferase.
A figura 17a mostra células controle, onde nenhuma marcagéo foi observada. A
figura 17b exibe um controle positivo de células tratadas com DNAse, onde foi
observada marcagao positiva. Além disso, T. vaginalis tratadas com 10 yM de
amioder (Fig. 18c) ou dronedarona (Fig. 18d) por 24 h também apresentaram
marcacéao, indicando a indugdo de morte por um mecanismo semelhante a

apoptose.

Figura 14. Microscopia de Fluorescéncia de T. vaginalis. Controle (a) e apds 24 horas
de tratamento com 10 yuM de amiodarona (b). Nota-se que células controle sao
piriformes enquanto as tratadas sao muito maiores e multinucleadas.
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1810

1811 Figura 16. Ciclo celular de T. vaginalis tratadas com 10 yM de amiodarona por 24
1812  horas. Nota-se que as células tratadas (b) apresentaram uma diminuicdo em G1
1813  quando comparadas com as células controle (a).

1814

1815

1816  Figura 17. T. vaginalis controle (a) e tratadas com 10 uM amiodarona por 24 horas (b-
1817 ¢) apds incubagdo com anticorpo contra tubulina acetilada e observadas por
1818  microscopia de fluorescéncia confocal. Nota-se que os parasitas tratados estdo em
1819  processo de divisdo celular, apresentando estruturas celulares duplicadas (b) e
1820  muiltiplos nucleos (c).
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Figura 18. Teste TUNEL — marcagéo de DNA fragmentado. Células controle (a-a').
Controle positivo tratado com DNase | (b — b'). Microscopia de Fluorescéncia de T.
vaginalis ap6s o tratamento com 10 uM de amioder (c — ¢') e 10 uM de dronedarona (d
—d') por 24 h. Resultados positivos para fragmentagéo de DNA.
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5.5. Microscopia Eletréonica de Varredura (MEV)

Para verificar os possiveis efeitos provocados pelos compostos na
morfologia dos parasitos, foram feitos processamentos para microscopia
eletrbnica de varredura. A figura 19a mostra T. vaginalis exibindo uma
morfologia normal, piriforme, com quatro fagelos anteriores e um flagelo
recorrente. Parasitas incubados na presengca de amiodarona formaram
agregados celulares de varios tamanhos, alcan¢cando até 80 ym (Fig. 19b-d).
Parasitas incubados na presenga de amioder ou dronedarona apresentaram
células arredondadas e deformadas (Fig. 20b-d). Agregados celulares foram
observados com dronedarona (Fig. 20 e-f).

Figura 19. MEV de T. vaginalis controle (a) e tratadas com 10 uM de amiodarona por
12 h (b-d). Alteragdes morfoldgicas, células enrugadas e agregadas sao observadas
(b -d).
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Figura 20. MEV de T. vaginalis controle (a) e apos tratamento com 10 uM de amioder
(b — ¢) e 10 uM de dronedarona (d — f) por 24 horas. Os parasitas apresentaram
alteragdes morfoldgicas com células disformes e arredondadas (b — ¢) e agregados
celulares (d —f). FA, flagelos anteriores; FR, flagelo recorrente; Ax, axdstilo.
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5.6. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para verificar os possiveis efeitos provocados pelos compostos na
ultraestrutura dos parasitos, foram realizados processamentos para
microscopia eletronica de transmissdo. A figura 21a mostra uma imagem de
MET de uma célula controle, onde as estruturas de T. vaginalis séo
observadas, como o nucleo, complexo de Golgi, hidrogenossomos, vacuolos e
granulos de glicogénio distribuidos por toda a célula.

Células tratadas com amiodarona mostraram hidrogenossomos
localizados principalmente na periferia da célula (Fig. 21b e c¢), uma maior
quantidade de agregados de granulos de glicogénio e cromatina nuclear
distribuida como estruturas densas (Fig. 21b e c) em vez da distribuicdo mais
difusa observada em células n&o tratadas (Fig. 21a). Depois do tratamento com
amiodarona por 24 horas, células multinucleadas (Fig. 22a) e aderidas entre si
formaram uma organizagcdo semelhante a um tecido sem fuséo celular (Fig.
22b). Os hidrogenossomos apresentaram formato alongado (Fig. 22c). Além
disso, as células exibiram grandes massas de granulos de glicogénio (Fig.
22d), identificados pelo método citoquimico de Thiéry que revela carboidratos
(Fig. 23a e b). Apos o tratamento com dronedarona a analise por MET mostrou
as células com os hidrogenossomos exibindo uma matriz esvaziada, quando
comparados com células ndo tratadas (Fig. 24).
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Figura 21. MET de T. vaginalis controle (a) e apés tratamento com 10 uM de
amiodarona 12 h (b-d). (a) Controle exibindo organelas sem alteragdes com
hidrogenossomos (H) arredondados com matriz de densidade normal. (b-c) Células
tratadas apresentando grandes massas de cromatina condensada (asteriscos); e (b)
(c) acumulo de granulos de glicogénio (Gl). G, Golgi; MO, membrana ondulante; FR,
Flagelo recorrente; N, nucleo.
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Figura 22. MET de T. vaginalis tratadas com 10 uM de amiodarona por 24 h. (a) T.
vaginalis multinucleada; (b) células aderidas; (c¢) hidrogenossomos alongados (H); (d)
grandes massas de glicogénio (Gl). N, nucleo.

Figura 23. (a-b) MET apéds técnica de Thiéry para detecgdo de carboidratos em T.
vaginalis tratadas com amiodarona 10 uyM por 24 h. Reagdo positiva em glicogénio
(Gl), Golgi (G) e membranas celulares.
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Figura 24. MET de T.vaginalis ap6s o tratamento com o composto dronedarona 10
MM por 24 h. Os hidrogenossomos (H) apresentam um aspecto alterado com sua
matriz esvaziada. (Gl), glicogénio, (V), vacuolo.

5.7. Resultados com a droga SQ109

5.7.1 Curva de crescimento

Para verificar os possiveis efeitos provocados pelo composto realizamos
curvas de crescimento com diferentes concentragdes (1, 5, 10 e 20 pyM) de
SQ109 em T. vaginalis. O MTZ, que foi utilizado como controle positivo,
mostrou um efeito inibitério significativo com um valor de ICso de 2,5 yM apds
48 h. Observamos um efeito inibitério dose dependente do composto SQ109
com um ICso de 3,15 uM. A 10 uM, a inibicao foi semelhante, préxima a 2 uM de
MTZ (Fig. 25).
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Figura 25. T. vaginalis controle e tratadas com DMSO 0,1%, 1, 5, 10, 20 uM de SQ109
e 2 uM de metronidazol (MTZ). Dados séo expressos como média £ SEM (N=3).

5.8. Imunofluorescéncia

A observacao por microscopia de fluorescéncia com DAPI indicou que o
composto SQ109 induziu a formagéo de agregados celulares. Observamos que

as células agregadas exibiram nucleos individuais (Fig. 26b’).
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1917

1918 Figura 26. T. vaginalis observadas por microscopia de fluorescéncia confocal, com
1919 DIC (a-b) e DAPI (a’-b"). Células controle (a-a') e tratadas com 10 uM de SQ109 por
1920 24 h (b-b’) onde se observam agregados celulares.

1921
1922 5.8.1. Viabilidade celular usando 7-AAD e FDA
1923 Para verificar se o tratamento com SQ109 reduziria a viabilidade celular,

1924 7-AAD e FDA foram usados simultaneamente. Células com membranas
1925  celulares intactas, sdo consideradas viaveis, absorvem o corante FDA e
1926  apresentam fluorescéncia verde. Em contrapartida, células com membrana ndo
1927  funcional ou comprometida incorporam o corante 7-AAD e apresentam
1928  fluorescéncia vermelha e sdo consideradas inviaveis. Como observado na
1929  figura 27 as células sem tratamento apresentaram apenas fluorescéncia verde,
1930 nao apresentando marcagdo com 7-AAD. Em contraste, T. vaginalis tratadas

1931 com o composto SQ109 apresentou marcacado para 7-AAD em fluorescéncia
1932 vermelha.
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Figura 27. Comparagédo de T. vaginalis controle e tratadas com SQ109 por 24 h
incubadas com 7-AAD e FDA. DIC (a-b). Microscopia de fluorescéncia usando FDA
(a’-b’) e 7-AAD (a”-b”). Os parasitas controle (a’) sdo positivos para FDA (a'), mas
nao para 7-AAD (a"). Em contraste, os parasitas tratados com SQ109 (b) séao
negativos para FDA (b') e positivos para 7-AAD (b").

5.8.2 Viabilidade do hidrogenossomo usando JC-1

Testes de viabilidade utilizando o corante fluorescente JC-1 foram realizados
em T. vaginalis controle e tratadas com SQ109 (Fig. 28) para verificar
possiveis alteracdes induzidas por SQ109 nos hidrogenossomos. No presente
estudo observamos que os hidrogenossomos funcionais encontram-se
marcados em vermelho. Em contraste, foram observados hidrogenossomos em
verde apos o tratamento com SQ109 (Fig. 28c), indicando uma perda do
potencial de membrana hidrogenossomal. Ao utilizar o CCCP (cianeto de
carbonila 3-clorofenilhidrazona), que é um desregulador do potencial da
membrana mitocondrial, como controle positivo confirmamos a resposta do
corante JC-1 (Fig. 28b).
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Figura 28. Parasitas tratados com JC-1 observados por microscopia de fluorescéncia.
(@) Controle, células sem tratamento. Os hidrogenossomos apresentam leve
fluorescéncia vermelha. (b) Controle positivo, células tratadas com o agente
desacoplador CCCP. (c) Células tratadas com o composto SQ109. Os
hidrogenossomos apresentam fluorescéncia verde indicando uma perda do potencial
de membrana hidrogenossomal.
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5.9. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Apos o tratamento de T. vaginalis com SQ109 e observagdo por
microscopia eletrénica de varredura as células apresentaram-se arredondadas,
em contraste com os parasitas controle piriformes (Fig. 29) e alteragbes na

superficie celular.

Figura 29. MEV de T. vaginalis controle (a-b) e tratadas com 10 yuM de SQ109 por
24h (c-d). Notam-se células arredondadas e alteragbes morfoldgicas. FA, flagelos
anteriores; FR, flagelo recorrente; Ax, axostilo.

5.10. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A analise de microscopia eletronica de transmiss&o (MET) revelou um
aumento significativo no numero e tamanho dos hidrogenossomos em células
tratadas com o composto SQ109 a 10 pM por 24 h (Figs. 30 e 32). Para
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1975  comprovar esta observacado, realizamos uma analise morfométrica (Fig. 31)
1976 usando uma amostra estatisticamente significativa onde pelo menos vinte
1977  células foram examinadas de cada ponto experimental, ou seja, células
1978 controle e tratadas com o composto SQ109. A média do didmetro dos
1979  hidrogenosomos de células controle e tratadas foi de 400 nm e 700 nm,
1980  respectivamente, indicando um aumento significativo no tamanho da organela.
1981 Além disso, a area ocupada na célula pelos hidrogenossomos, apresentou
1982 valores médios de 0,5 e 1,5 pm? para células controle e tratadas,
1983 respectivamente. Em relagdo ao volume ocupado pelo hidrogenossomos,
1984 obtivemos valores médios de 2,6 ym3 (células controle) e 4,4 um?3 (células
1985 tratadas) (Fig. 31 a- c). Esses resultados apontam na diregdo a uma resposta
1986 celular significativa afetando os hidrogenossomos sob o tratamento com o
1987 composto SQ109.

1988

1989

1990 Figura 30. MET de T. vaginalis tratadas com 10 yM SQ109 por 24 h. (a) Célula
1991  controle e tratadas (b- d) com 10 yM de SQ109, quando notam-se aumento do
1992 numero de hidrogenossomos, alteragdes morfolégicas e acimulo de granulos de
1993  glicogénio (Gl), N, nucleo H, hidrogenossomo.

1994

1995 5.10.1. Morfometria
1996
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1998  Figura 31. Andlise morfométrica dos hidrogenossomos apds tratamento com o
1999  composto SQ109 a 10 uM (a—c). Foi encontrado aumento significativo no didametro
2000 médio dos hidrogenossomos, da area superficial média e do volume médio que
2001 ocupam nas células tratadas quando comparados com as células sem tratamento
2002  (controle).

2003

2004

2005 5.10.2. Técnica de Thiery

2006

2007 A microscopia eletrénica de transmissdo mostrou que a superficie do

2008 hidrogenossomo estava coberta por pequenas particulas densas (Fig. 32 b-c).
2009 Esses particulas foram identificadas como granulos de glicogénio concentrados
2010 em torno dos hidrogenossomos bem como alteragdes no tamanho dessa
2011 organela e na sua membrana envoltora (Fig. 32 b-c).

2012
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Figura 32. MET apés técnica de Thiéry para detecgao de carboidratos em T. vaginalis
tratadas com 10 uM de SQ109 por 24 h. Reagao postiva foi observada em granulos de
glicogénio (Gl) e membranas celulares. H, hidrogenosomos; N, nucleo; Ax, axéstilo.

5.11. Ancoragem molecular

A partir das analises bioinformaticas preliminares que preveem a
proteina ferredoxina de T. vaginalis (TvFd) como um alvo potencial para SQ109
e metronidazol, realizamos analises adicionais usando moléculas de simulacao
de acoplamento. Foi realizado um processo de redocking entre o cristal da
proteina e seu ligante natural, o complexo [2Fe-2S], para determinar os
residuos de interacao e assim identificar a posicdo e tamanho da caixa, bem
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como verificar a energia de afinidade entre as moléculas e, finalmente,
comparar esses resultados com os da simulagdo de ancoramento entre TvFd e
os compostos SQ109 e MTZ. A figura 33 mostra a estrutura do TvFd e seu
ligante natural acoplado. Os residuos de interagdo entre TvFd e os compostos
MTZ e SQ109 sdo demonstrados na Fig. 34. Para melhor visualizagdo e
interpretacéo dos resultados, apresentamos a Tabela 5. Nesta tabela, podemos
observar o valor da energia de interagdo energia entre os residuos (em sua
melhor posicdo) e os residuos da proteina TvFd com a qual os ligantes
interagem.

Figura 33. TvFd (verde) com seu ligante natural [2Fe-2S] (amarelo e laranja)
posicionado no sitio ativo da cadeia A da proteina, cédigo PBD 1L5P, 2,20 A (Imagem
gerada e colorida por PYMOL).
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Figura 34. Residuos de interagdo entre TvFd e os compostos MTZ a — interagdes com
Met32, Lys46, lle48 e Leu93 (b); e SQ109 (c) — interagdes com Phe23, Thr27, Met32,
Ser33, Ala34, Asp35, Asp36, Thr37, Cys38, GIn39, Gly39, Gly40, Asn41, Lys42,
Ala43, Cys44, Gly45, Lys46, Cys47, lle48, Leu76, Cys78 (d). Imagens geradas por
PYMOL e DISCOVERY STUDIO 2021.
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Tabela 5. Valores das energias de interagao entre os residuos (na sua melhor

posicao) e os residuos da proteina TvFd com os quais os ligantes interagem.

[2Fe2S] Metronidazol $Q109

Energy (kcal/mol) -2,0 -3,8 -4,6
Phe23 X
Thr27
Met32 X
Ser33
Ala34
Asp35
Asp36
Thr37
Cys38
GIln39
Gly40
Asn41l
Lys42
Ala43
Cys44 X
Gly45
Lys46 X X
Cys47 X
Ile48 X
Phe66 X
Leu76 X
Cys78 X

< E
E T R R e e e

]

Leu93 X

5.12. Analogos de fosfolipidios (APL)

5.12.1 Curvas de crescimento

Foi realizado um ensaio piloto com todos os analogos de fosfolipidios,
LDT10, LDT117, LDT118 e LDT34, nas concentragcdes de 10 uM por 24h e 48h
de tratamento (Fig. 35a). Verificamos que os compostos LDT117 e LDT134
apresentaram maior eficacia na inibicdo da proliferagdo do parasito (Fig. 35b-
c), com um ICso de 4,48 uM e 5,67 yM em 48h respectivamente.
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Analogos de fosfolipidios
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s MTZ 10 pm
LDT10 10 pm
LDT117 10 pm
LDT118 10 pm
= LDT13410 pm
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Figura 35. (a) Screening inicial para avaliar o crescimento de T. vaginalis controle e
com a adi¢do dos compostos. As culturas controle (controle e DMSO 0,1%) cresceram
durante todo o tempo de experimento. As culturas tratadas com os compostos
apresentaram uma diminuigdo significativa no crescimento dos parasitas na
concentragdo a 10 yM dos compostos durante o tratamento. Nota-se que com 24 h de
tratamento com o composto LDT117 a cultura apresenta diminuigdo na proliferagao
enquanto a cultura tratada com o composto LDT134 houve um aumento na
proliferacéo.
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2098

2099 Figura 35. (b - ¢) T. vaginalis controle, tratadas com DMSO 0,1%, com 1, 5, 10 e 20
2100 UM de LDTT117 e LDT134 e 2 uM de metronidazol (MTZ). As setas indicam o
2101 momento da adigdo do composto (24 e 48 h). As culturas tratadas com LDT117 e
2102 LDT1134 apresentaram uma diminuigdo significativa no crescimento. O nimero dos
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parasitas foi determinado usando o microscépio 6ptico e um hemocitémetro. Dados
s&0 expressos como média + SEM (N=3).

5.12.2 Ensaio de citotoxicidade

Avaliamos a citotoxicidade dos compostos em células de linhagem de
mamifero LLCMK: tratando com os compostos APL LDT117 e LDT134 por 48
horas. Observamos redugdes significativas nas concentragdes de 50 e 100 yM
(LDT117) e 100 uM (LDT134), no entanto, ndo observamos em concentragdes

menores (Fig. 36a-b).

a LLCMK, - LDT117 b

0.8

LLCMK, - LDT134

bl
)
1

Viabilidade celular
Absorbancia (nm)
:

L
Viabilidade celular
Absorbancia (nm)

=
[
1

Figura 36. Viabilidade celular de células de mamifero LLC-MK2 tratadas com os
compostos LDT117 (a) e LDT134 (b) por 48h. Absorbancia: 490-500 nm. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando comparados ao controle (*p

<0,05), N=3.

5.13. Imunofluorescéncia
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O ensaio do TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferasemediated
dUTP Nick-end labeling) foi utilizado para verificar se os compostos LDT117 e
LDT134, que inibiram o crescimento celular de T. vaginalis, induziam a morte
celular por um mecanismo semelhante ao de apoptose. Os controles positivos
foram tratados com DNase |, enquanto para os controles negativos foram
marcados com o fluorocromo que nao possui a enzima terminal transferase. A
figura 37-a’ indica células controle, onde nenhuma marcacéo foi observada. A
figura 37b-b’ mostra um controle positivo de células tratadas com DNAse, onde
foi observada marcagéao positiva. Além disso, T. vaginalis tratadas com 10 uyM
de LDT117 (Fig. 37c-¢’) ou LDT134 (Fig. 37d-d’) por 24 h também
apresentaram marcagdo quando se utilizou a técnica do TUNEL, sugerindo a

inducao de morte por um mecanismo semelhante a apoptose.

Figura 37. Ensaio do TUNEL — marcagéo de DNA fragmentado. Células controle (a—
a'). Controle positivo tratado com DNase | (b — b'). Microscopia de Fluorescéncia de T.
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vaginalis apos o tratamento com 10 yM de LDT117 (¢ — c¢') e 10 uM de LDT134 (d -
d') por 24 h. Nota-se resultado positivo para fragmentagéo do DNA (b™-d").

5.14. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para verificar os possiveis efeitos provocados pelos compostos LDT117
e LDT134 na ultraestrutura dos parasitos utlizamos a microscopia eletrénica de
varredura. A figura 38a mostra a forma geral das células livres n&o tratadas,
com as T. vaginalis em morfologia habitual, piroforme, com quatro flagelos
anteriores e um flagelo recorrente. Parasitas incubados com o composto
LDT117 apresentaram-se agregados. Notamos a presenga de vesiculas
semelhantes a blebs de membrana e células arredondadas e disformes (Fig.
38b-f).

Os parasitas incubados na presenca do composto LDT134
apresentaram células arredondadas e deformadas (Fig. 39a-f), protusdes

celulares e drasticas altera¢des na superficie celular (Fig. 39b-f).
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Figura 38. MEV de T. vaginalis. Controle (a) e expostos ao composto LDT117 na
concentragao de 10 uM por 24h (b-f). Notam-se células com vesiculas semelhantes a
blebs de membrana (b e f), agregados celulares (c), células disformes (d-e) e inicio da
formacéo de pseudocistos (f).
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Figura 39. MEV de T. vaginalis controle (a) e expostos ao composto LDT134 na
concentragao de 10 uM por 24h (b-f) Observam-se as protusbes na superficie celular,
células disformes e alteragdes membranares (b-f).

5.15. Microscopia Eletréonica de Transmissao (MET)

Para verificar os possiveis efeitos provocados pelos compostos na
ultraestrutura dos parasitos, foram realizados processamentos para
microscopia eletronica de transmissdo. A figura 40a mostra uma imagem de
MET de uma célula controle, onde T. vaginalis apresenta morfologia tipica.
Células tratadas com LDT117 apresentaram alteragdes, com membranas
enrugadas (Fig. 40b), proje¢gdes da membrana plasmatica e formagao de perfis
de membrana sugestivos de serem eliminados pela célula. Além disso,
encontramos estruturas semelhantes a figuras mielinicas (Fig. 40c), vacuolos
aumentados (Fig. 40d) e alteragdes nas cisternas do Golgi. Apos o tratamento
com LDT134 a analise por MET mostrou as células com vesiculas semelhantes
a blebs de membrana (Fig. 41b), vacuolizagao citoplasmatica e presenga de
figuras mielinicas (Fig. 41c-d). Na figura 42 observamos alteracdes da
superficie celular apresentando membranas enrugadas (Fig. 42a-d), retracédo
citoplasmatica (Fig. 42b), projecbes membranares (Fig.42 b-c) e vacuolos
aumentados (Fig.42e).
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Figura 40. MET de T. vaginalis tratadas com 10 yM de LDT117 por 24 h. (a)
Controle e tratadas (b-c-d-e) com 10 uyM de LDT117. Notam-se alteracdes da
superficie celular (membrana plasmatica enrugada, seta) (b). Intensa formagéao de
perfis de membrana sugestivos de extrusédo pela célula (setas) (c), grandes vacuolos
(d) e alteragdes nas cisternas do Golgi (e). N, nucleo; H, hidrogenossomos; V,

vacuolos; G, Golgi; Gl, granulos de glicogénio.

Figura41. MET de T. vaginalis controle (a) e tratadas com 10 uM de LDT134 por 24 h
(b-c-d-e). Nota-se a presenga de vesiculas semelhantes a blebs de membrana
(asterisco) (b), vacuolizagao citoplasmatica e presenga de figuras mielinicas (b-c-d).

N, nucleo; H, hidrogenossomos; V, vacuolos; G, Golgi.
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Figura 42. MET de T. vaginalis tratadas com 10 yM de LDT134 por 24 h. Controle (a)
e tratadas (b-c-d-e) com 10 uM de LDT134. Observamos alteragbes de superficie
celular, membrana plasmatica enrugada (asteriscos em d) (a-d), retragao
citoplasmatica (b), projegcbes membranares (b-c) e vacuolos (V) aumentados (e).
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6. Discussao

6.1. Amiodarona, amioder e dronedarona

O metronidazol € o principal medicamento atualmente utilizado no
tratamento da tricomoniase e de outras infecgdes parasitarias causadas por
microrganismos anaerobios. Embora eficaz, apresenta varios problemas, como
apontado na introdugéo. Portanto, varios grupos empreenderam estudos para
identificar novos compostos ativos e menos téxicos e novos alvos celulares de
medicamentos contra tricomonas e outros parasitas. Os exemplos incluem (a)
azasterois que inibem a esterol metiltransferase envolvida na via de biossintese
de esterol (ROSA et al., 2011), (b) hidroxiquinuclidina, que inibe a esqualeno
sintase (ROCHA et al., 2014), (c) amiodarona e seus derivados (amioder e
dronedarona) que induzem um grande aumento na concentragdo de Ca?*
intracelular (BENAIM et al. 2021). Estudos em outros protozoarios,
especialmente em T. cruzi e Leishmania, indicam que esses compostos
perturbam a homeostase intracelular de Ca?* e podem matar os parasitas com
pouca interferéncia nas células hospedeiras. Sabe-se que o Ca?* desempenha
um papel fundamental em importantes processos de sinalizacdo em células
eucarioticas, sendo que a regulagdo de Ca?* em parasitas difere do que
acontece nas células de mamiferos (BENAIM et al., 2020). Nesse contexto, a
amiodarona, comumente utilizada como medicamento antiarritmico em
humanos, induziu efeitos sobre T. cruzi (ADESSE et al., 2011; BENAIM et al.,
2006, 2021; SASS et al., 2019; VEIGA-SANTOS et al., 2012) e Leishmania
(BENAIM et al., 2014; MARTINEZ-SOTILLO et al., 2019; SERRANO-MARTIN
et al., 2009a, b), principalmente devido a interrup¢do da homeostase do calcio,
além de inibir a atividade da oxidosqualeno ciclase, uma enzima chave na via
de sintese do ergosterol que é essencial para a sobrevivéncia dos
tripanossomatideos (BENAIM et al., 2021). Outros compostos relacionados
com a amiodarona, tais como a dronedarona e amioder, também apresentaram
atividade sobre T. cruzi e L. mexicana, pelos mesmos mecanismos, mas,
curiosamente, a dronedorona foi mais potente na leishmaniose do que a
amiodarona, pois foi capaz de colapsar o potencial da membrana mitocondrial
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e induzir uma alcalinizacdo dos acidocalcisomos mais rapidamente quando

comparada com a amiodarona (BENAIM et al., 2021).

Nossas observagdes mostraram que a amiodarona na concentracao de
10 pM, anteriormente usada em T. cruzi e que inibiu significativamente o
crescimento desse parasita (ADESSE et al., 2011; BENAIM et al., 2006, 2012;
SASS et al., 2019; VEIGA-SANTOS et al., 2012) e Leishmania (BENAIM et al.,
2014; MARTINEZ-SOTILLO et al., 2019; SERRANO-MARTIN et al., 2009a, b),
nao apresentou efeito no crescimento de T. vaginalis. Em contraste, estimulou
o crescimento e ades&o do parasita, formando grandes agregados celulares.
De fato, a microscopia de imunofluorescéncia de células marcadas com DAPI
mostrou grandes células multinucleadas de T. vaginalis tratadas com
amiodarona. A imunomarcacgao para tubulina também revelou a presenca de
multiplas estruturas do citoesqueleto. A analise por citometria de fluxo revelou
muitas células na fase G2/M do ciclo celular. Assim, estas observacbes
indicaram que a amiodarona estimulou a divisado celular, mas com bloqueio da
citocinese, levando ao aparecimento de células multinucleadas. Este composto
também induziu intensa agregacao celular com o aparecimento de grandes
massas contendo células aderidas entre si, até mesmo parecendo uma
estrutura semelhante a um tecido. Outro significativo efeito da amiodarona foi o
aumento do citoplasma e estruturas densas, identificadas como particulas de
glicogénio usando o método citoquimico de Thiéry, seguido de incubagdo com
tiosemicarbazida e proteinato de prata, classicamente utilizada para identificar
carboidratos (Thiéry 1967), indicando a interferéncia da droga no metabolismo
celular. A analise por microscopia eletrénica também indicou alteragdes na
estrutura dos hidrogenossomos. Estes incluem localizagéo periférica e exibigao
em forma alongada em comparagdo com a forma arredondada encontrada em
células ndo tratadas. E importante ressaltar que as Trichomonas n&o
apresentam mitocondrias. Estudos anteriores mostraram que a amiodarona e
seus derivados tém como alvo as mitocondrias, levando ao colapso do
potencial eletroquimico da membrana do parasita, ndo afetando a célula
hospedeira e induzindo uma rapida liberagcdo de Ca?* para o citoplasma
(BENAIM et al. 2006). Em outros parasitas, a amiodarona também afeta os

acidocalcisomos, provocando a sua alcalinizagido, simultaneamente a liberagao
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de Ca?* (BENAIM et al., 2020). T. vaginalis € uma célula amitocondrial onde os
hidrogenossomos sao responsaveis pelo metabolismo energético e acumulam
Ca?*, especialmente em sua vesicula periférica (BENCHIMOL 2008). Nao
encontramos nenhuma informag&o sobre a regulagéo intracelular de Ca?* em
T. vaginalis. No entanto, nem as mitocondrias nem os acidocalcisomos,
caracteristicos dos tripanosomatideos e envolvidos na homeostase do Ca?* e
na bioenergética dos cinetoplastideos, estdo presentes em Trichomonas (DO
CAMPO e MORENO 2003). O hidrogenossomo tem sido considerado um alvo
importante para medicamentos (LAND et al. 2001; WRIGHT et al. 2010; ROSA
et al., 2011; BENCHIMOL et al., 2022; DE SOUZA et al., 2023). Nossa
presente observagdo sugere que em T. vaginalis, a amiodarona pode ter
multiplos efeitos. Nossos resultados mostram que o amioder e a dronedarona
inibiram o crescimento do parasito em dose-dependente com ICsp de 3,15 e 11
MM, respectivamente (DE SOUZA et al., 2022). Esses valores, especialmente
para amioder, sdo relativamente baixos e apontam para este grupo quimico
como potencial interesse na quimioterapia contra a tricomoniase. E importante
ressaltar que o ICsp do metronidazol, medicamento atualmente utilizado,
encontra-se na faixa de 2 yM. Amioder é um derivado do benzofurano baseado
na estrutura da amiodarona. Estudos recentes mostraram que este composto
pode apresentar efeito contra epimastigotas e amastigotas que se multiplicam
nas ceélulas hospedeiras (PINTO MARTINEZ et al., 2018). Nessas células
testadas, amioder apresentou mecanismo de acdo semelhante ao da
amiodarona causando, além do aumento de Ca?* e do colapso do potencial
eletroquimico da membrana mitocondrial, a alcalinizagdo dos acidocalcisomas
do parasita. Um efeito semelhante foi encontrado para amioder em L. donovani
(MARTINEZ-SOTILLO et al., 2019). Dronedarona foi sintetizada para atenuar
os efeitos colaterais de amiodarona. Experimentos in vitro contra T. cruzi
mostraram que a dronedarona parece ser mais eficaz do que a amiodar
(BENAIM et al., 2012; BENAIM e PANIZ-MONDOLF 2012). No T. cruzi, a
dronedarona provocou efeito nas mitocéndrias e nos acidocalcisomos, no
entanto, esse efeito foi mais rapido do que com amiodarona, e como vantagem
ter um ICsp menor (0,75 pM) quando comparado a amiodarona (ICso 2,7 pM)
em amastigotas dentro de células hospedeiras de mamiferos (BENAIM et al.,
2012; BENAIM e PANIZ-MONDOLF 2012). Tanto a amiodarona quanto a

101



2303
2304
2305
2306
2307
2308
2309
2310
2311
2312
2313
2314
2315
2316
2317
2318

2319

2320
2321
2322
2323
2324
2325
2326
2327
2328
2329
2330
2331
2332
2333
2334
2335

dronedarona foram eficazes contra L. mexicana, agente causador da
leishmaniose cutanea, demonstrando um ICsp muito baixo em amastigotas
dentro de macréfagos (SERRANO-MARTIN et al., 2009a, b), especialmente no
caso da dronedarona onde foi relatado um ICso de 0,65 nM (BENAIM et al.,
2014). No presente estudo, além dos efeitos antiproliferativos de amioder e
dronedarona, esses compostos também causaram alteracdes morfolégicas em
T. vaginalis, como deformacbes e células agregadas e alteragbes nos
hidrogenossomos. Analises realizadas por microscopia de fluorescéncia
apresentaram marcacao positiva para o ensaio TUNEL, indicando morte celular
por apoptose quando as células foram tratadas com amioder e dronedarona
(DE SOUZA et al., 2022). Juntas, essas observacdes indicam que os
compostos utilizados neste trabalho podem ser considerados promissores para
o desenvolvimento de novos medicamentos, o que justifica futuramente os
testes de infec¢ao in vivo em modelos animais, visando estratégias alternativas
de quimioterapia para doengas causadas por protozoarios anaerobios, como a
T. vaginalis.

6.2. SQ109

Nossos resultados indicam que o SQ109 inibe o crescimento de T.
vaginalis em baixa concentragdo e induz a alteragdes morfoldégicas que levam o
parasita a morte. Essas mudangas incluem um aumento do volume dos
hidrogenossomos, como mostrado pelas analises morfométricas e a inibigdo do
potencial de membrana hidrogenossomal, conforme avaliado pelo corante JC-
1. Estes dados sugerem que o hidrogenossomo é um alvo potencial para
SQ109 em T. vaginalis (DE SOUZA et al., 2023). Além disso, a analise de
docking molecular indicou a ferredoxina, que realiza o transporte de elétrons,
resultando na producdo de moléculas de hidrogénio (revisdo em KULDA,
1999), como um alvo potencial para SQ109 e com maior afinidade pela
ferredoxina do que o metronidazol (DE SOUZA et al., 2023). E importante
salientar que o DMSO nao afetou o crescimento do parasita na concentracéo
usada para diluir os compostos (DE SOUZA et al., 2023). Estudos anteriores
mostraram maior atividade contra T. cruzi, com ICso de 0,5 e 4,6 uM
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observados para amastigotas e epimastigotas, respectivamente (VEIGA-
SANTOS et al., 2015). No caso de amastigotas intracelulares de Leishmania
donovani, foi encontrado um ICso de 11 nM (GIL et al., 2020). Estudos sobre
Mycobacterium tuberculosis mostraram atividade inibitéria com 1Cso de 26 M
(PROTOPOPOVA et al., 2005). Aléem disso, o teste citotoxico que detecta a
hemolise de glébulos vermelhos aponta para um ECso superior a 80 puM
(VEIGA-SANTOS et al.,, 2015) e CCso de 2,5 yM usando células LLCMK2
(VEIGA-SANTOS et al., 2015). Esses valores apontam para um potencial
significativo para usar o composto SQ109 como agente quimioterapico. Além
disso, € importante salientar que o SQ109 é um medicamento candidato
antitubercular que tem esta em Fase Clinica llb/lll (BAEK et al., 2022).

O JC-1 é uma sonda fluorescente lipofilica e catiénica para determinar o
potencial de membrana mitocondrial (REERS et al, 1991). Trabalhos
anteriores relataram que células com mitocdndrias saudaveis tratadas com o
JC-1 aparecem em vermelho, enquanto uma fluorescéncia verde é vista nas
mitocondrias incapacitadas (REERS et al., 1991). Como os hidrogenossomos
compartilham varias semelhangas com as mitocondrias, o JC-1 mostrou um
padrao de marcagao nos hidrogenossomos semelhantes aos observados por
outros autores em mitocondrias (VILELA et al., 2010). No presente estudo, os
hidrogenossomos funcionais se apresentaram marcados em vermelho. Em
contraste, foram observados hidrogenossomos maiores e marcados em verde
apés o tratamento com SQ109, indicando uma perda do potencial de
membrana do hidrogenossomo. O CCCP (cianeto de carbonila 3-
clorofenilhidrazona), um desregulador do potencial da membrana mitocondrial,
foi usado como controle positivo para confirmar o resultado apresentado pelo
JC-1. Mais estudos bioquimicos sao necessarios para obter algumas
informacgdes sobre esse efeito.

A microscopia eletronica de varredura mostrou que T. vaginalis tratadas
com SQ109 apresentava uma forma arredondada, em contraste com os
caracteristicos parasitas controle em forma de pera (7. vaginalis). Além disso,
0s parasitas tratados com medicamentos apresentaram alteragées na
superficie celular que se apresentava com muito mais saliéncias. A analise por
microscopia eletronica de transmissao (MET) revelou um aumento significativo
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no numero e tamanho dos hidrogenossomos nas células tratadas com SQ109.
Para verificar esta observacao, realizamos analises morfométricas utilizando
uma amostra estatisticamente significativa onde pelo menos vinte células foram
examinadas em células controle e tratadas com o composto. Como resultado, o
didmetro médio dos hidrogenossomos das células controle foi de 400 nm
enquanto nas tratadas o didmetro médio encontrado foi quase o dobro, de 700
nm, indicando um aumento significativo no tamanho da organela. Além disso,
em relagdo a area ocupada na célula pelos hidrogenossomos, observamos
valores médios de 05 e 1,5 um? para células controle e tratadas,
respectivamente. No que diz respeito ao volume ocupado pelos
hidrogenossomos, obtivemos valores médios de 2,6 um3 (células controle) e
4,4 uym3 (células tratadas). Porém, em estudos anteriores de T. vaginalis
tratados com metronidazol, a principal alteragcdo observada foi a redugcdo no
tamanho dos hidrogenossomos (LAND et al., 2001; WRIGHT et al., 2010). A
reducdo do tamanho dos hidrogenossomos, teria relagdo com a resisténcia
anaerobica e estaria associada a regulacdo negativa de enzimas
hidrogenossomais envolvidas na ativagdo do metronidazol, como a piruvato-
ferredoxina oxidoredutase (PFOR) e a ferredoxina (WRIGHT et al., 2010; LAND
et al., 2001; UPCROFT, 2001), sendo que estes dados sugerem que a
expressao genética alterada de multiplas proteinas hidrogenossomais resultaria
na modificacdo da organela. No entanto, cepas de T. vaginalis resistentes
clinicamente ao metronidazol mostraram que o0s hidrogenossomos
apresentavam tamanhos semelhantes ao de um isolado sensivel ao
metronidazol (WRIGHT et al., 2010). Os hidrogenosomos se dividem por fiss&o,
de modo semelhante as bactérias (BENCHIMOL et al., 1996). Podemos
especular que a organela afetada pelo composto poderia apresentar
interrupcdo no seu mecanismo de organela-cinese e assim seu volume
dobraria de tamanho. Alternativamente, a organela aumentaria seu volume
como um mecanismo compensatorio para tentar exercer suas funcoes
comprometidas pelo efeito da droga. Juntas, estas observagcdées apontam para
uma resposta significativa das organelas ao composto SQ109. A microscopia
eletrbnica de transmissdo mostrou que a superficie do hidrogenossomo
apresentava-se pequenas particulas densas na sua proximidade. Essas
particulas foram identificadas como particulas de B-glicogénio, pois sua
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densidade aumentou quando as sec¢des foram incubadas sequencialmente na
presengca de acido periddico, tiosemicarbazida e proteinato de prata
(BENCHIMOL e BERNARDINO, 2002). Embora as alteragdes morfoldgicas
induzidas pelo SQ109 sejam muito claras em T. vaginalis, elas ndo indicam o
seu mecanismo de acgdo. Estudos realizados com Mycobacteria tuberculosis
fornecem evidéncias de que ele tem como alvo a proteina de membrana Large
3 (MmpL3) e dissipa o gradiente eletroquimico de prétons transmembrana
necessario para a biossintese da parede celular e a atividade bacteriana
(ZHANG et al., 2019). Também interfere nos transportadores lipidicos e na
extrusdo de medicamentos das bactérias (ZHANG et al, 2019). Em
tripanossomatideos, o SQ109 interfere na captagdo de Ca?* pelos
acidocalcisomos (VEIGA-SANTOS et al, 2015) e colapsa o potencial
eletroquimico mitocondrial nesses parasitas (GARCIA-GARCIA et al., 2016;
GIL et al., 2020; VEIGA-SANTOS et al., 2015). Esses dois efeitos sobre essas
organelas, que estdo envolvidas na bioenergética e na homeostase do Ca?*
nos tripanossomatideos, sdo acompanhados por um grande aumento da
concentracéo intracelular de Ca?* postulada como uma das principais causas
de morte parasitaria (BENAIM et al., 2020).

Dadas as analises bioinformaticas preliminares prevendo a proteina
ferredoxina de T. vaginalis (TvFd) como um alvo potencial para SQ109 e
metronidazol, decidimos realizar analises adicionais usando simulacdo de
acoplamento molecular. Foi realizado um processo de redocking entre o a
proteina cristalizada e seu ligante natural, o complexo [2Fe-2S], para
determinar os residuos de interagdo e assim identificar a posigdo e o tamanho
da caixa da grade, bem como verificar a energia de afinidade entre as
moléculas e finalmente comparar estes resultados com os da simulagdo de
acoplamento entre TvFd e os compostos SQ109 e MTZ. Os resultados de
redocking mostraram que a menor energia de interagdo do TvFd e [2Fe-2S] foi
— 2,0 kcal/mol e sabe-se que interage com Phe23, Asp36, Thr37, Cys38,
GIn39, Asn41, Lys42, Cysd44, Lys46, Cys47, Phe66, Cys78, Leu76
(CROSSNOE et al, 2002). Em seguida, foi realizada a simulagdo de
acoplamento entre o cristal TvFd e os compostos MTZ e SQ109, realizado com
0S mesmos parametros usados para o ligante natural. A energia de interagéo
do MTZ com TvFd foi de -3,8 kcal/mol (em sua melhor posigdo). Os residuos
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que participaram da interacdo foram Met32 Lys46 lle48 e Leu93. Ja a energia
de interagdo do composto SQ109 com TvFd foi —-4,6 kcal/mol (em sua melhor
pose) e o aminoacidos foram Phe23, Thr27, Met32, Ser33, Ala34, Asp35,
Asp36, Thr37, Cys38, GIn39, Gly40, Asn41, Lys42, Ala43, Cys44, Gly45,
Lys46, Cys47, lled8, Leu76, Cys78. Estes resultados indicaram que os
compostos MTZ e SQ109 apresentam maior afinidade para os residuos no sitio
ativo do TvFd, onde o complexo [2Fe-2S] liga-se naturalmente. O MTZ, mesmo
com a determinagdo da grid box, ndo permanece no mesmo local que o
complexo [2Fe2S], ndao competindo pelos mesmos residuos, tendo apenas um
aminoacido em comum (Lys46). Por outro lado, o composto SQ109 apresenta
maior afinidade por TvFd do que os outros dois ligantes, interagindo com a
proteina com um maior numero de aminoacidos, competindo por 11 dos 13
aminoacidos com o qual o complexo [2Fe-2S] interage. Como os dois
compostos ndo competiram pelos mesmos residuos, € possivel que a
associacdo de ambos possa ter efeitos aditivos, necessitando assim de mais
estudos. Nossas observagdes identificam o SQ109 como um composto
promissor contra. T. vaginalis in vitro. Dessa forma, sugere-se futuramente os
testes de infecgéo in vivo em modelos animais e sua utilidade potencial como

quimioterapia alternativa para tricomoniase.

6.3. APL LDT 117 e LDT134

Um alvo importante dos compostos APL LDT 117 e LDT134 seria a
biossintese de fosfolipidios, dado o papel desempenhado por essas moléculas
na estrutura e fungées do metabolismo celular, tornando-os adequados como
alvo para medicamentos com ampla atividade biolégica (DE SOUZA et al.,
2018). Os analogos de alquilfosfolipidios (APL) foram inicialmente
desenvolvidos como agentes antitumorais (GAJATE E MOLLINEDO, 2002).
Inclusive, a miltefosina (MLT) que é uma alquilfosfocolina, foi introduzida na
clinica para tratar a leishmaniose visceral tendo sido, pela primeira vez,
aprovada para este uso na india (JHA et al. 1999). Atualmente, a miltefosina é
utilizada em pacientes por via oral e desde entdo tem sido uma molécula
prototipo para o desenvolvimento de novos analogos de fosfolipideos. Foi

106



2470
2471
2472
2473
2474
2475
2476
2477
2478
2479
2480
2481
2482
2483
2484
2485
2486
2487
2488
2489
2490
2491
2492
2493
2494

2495
2496
2497
2498
2499
2500
2501
2502

demonstrado que os analogos de fosfolipidios apresentaram atividades
antiparasitarias, induzindo a morte celular por meio de apoptose e/ou autofagia
em parasitas como Leishmania, T. cruzi e T. vaginalis (GODINHO et al., 2013;
ROCHA et al., 2014; DE SOUZA et al., 2018; BARRIAS et al., 2019; CHAZAPI
et al., 2021; MAGOULAS et al., 2021). Em tripanosomatideos apoés tratamentos
com APL, foi descrito que esses compostos induziram alteragées na membrana
plasmatica, mitocondrias, complexo de Golgi, estrutura flagelar e apresentaram
vacuolos autofagicos e lipidicos (GODINHO et al., 2013; BARRIAS et al., 2019;
MAGOULAS et al., 2021). Além do mais, foi observado um aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS) bem como alteragbes no potencial de
membrana (GODINHO et al., 2013; BARRIAS et al., 2019; MAGOULAS et al.,
2021). Um estudo conduzido por Godinho e colaboradores (2013) de uma
molécula hibrida alquilfosfocolina-dinitroanilina mostrou que TC95 foi eficaz
contra promastigotas e amastigotas intracelulares de L.
amazonensis. Ensaios. Ensaios antiproliferativos indicaram que o TC95 € um
potente inibidor de promastigotas e amastigotas intracelulares com valores de
ICs0 de 2,6 e 1,2 yM, respectivamente. Estudos usando miltefosina (MLT)

(ROCHA et al., 2014), azasterdis (ROSA et al., 2011), e hidroxiquinuclidina
(ROCHA et al., 2014) em T. vaginalis, também demonstraram diversas
alteragcdes nesses parasitas, como células enrugadas e arredondadas,
formacdo de pseudocistos; figuras semelhantes a mielina, formagao de blebs
na membrana, vacuolizacdo intensa e condensacdo da cromatina, todas
indicativas de morte celular por apoptose. Além do mais, células tratadas com o

ICs0 de MLT reduziram significativamente o numero de parasitas viaveis
(revisado por BENCHIMOL et al., 2022).

Nossos resultados indicaram que os alquifosfolipidios LDT117 e LDT134
apresentaram atividade antiparasitaria com I1Cso de 4,48 e 5,67 uM
respectivamente, ndo sendo citotéxico para as células epiteliais LLCMK-2,
tornando os compostos importantes por nado afetar células humanas
futuramente. Observagcbes por MEV e MET demonstraram que T. vaginalis
tratadas com LDT117 e LDT134 apresentaram alteragbes morfologicas tais
como células agregadas, arredondadas e disformes. Além disso, vesiculas

semelhantes a blebs de membrana, protrusdes celulares, intensa vacuolizagao,
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vacuolos autofagicos, figuras mielinicas e drasticas alteragées nas membranas
foram observadas. E importante salientar que muitas dessas alteracdes ja
foram demonstradas em T. vaginalis tratadas com peroxido de hidrogénio
(MARIANTE et al., 2003), taxol (MADEIRO DA COSTA e BENCHIMOL, 2004),
nocodazol (MADEIRO DA COSTA e BENCHIMOL, 2004), griseofulvina
(MARIANTE et al., 2006), jasmonato de metila (VILELA et al., 2010),
complexos zinco-clotrimazol (MIDLEJ et al, 2019), tiossemicarbazonas
(IBANEZ-ESCRIBANO et al., 2022), amiodarona, amioder e dronedarona (DE
SOUZA et al., 2022) e SQ109 (DE SOUZA et al., 2023) entre outros. E
importante notar que os fenbmenos descritos acima, como formagao de blebs
na membrana, vacuolizagdo e autofagia, sdo caracteristicas tipicas de morte
celular e foram descritos anteriormente em tricomonas (MARIANTE et al.,
2006; BENCHIMOL et al., 2008; BENCHIMOL et al., 2022). Além disso, a
presenca de vacuolos autofagicos sugere que as células tentaram uma
estratégia de sobrevivéncia, provavelmente reciclagem da membrana
plasmatica, sob condigbes de estresse (EDINGER E THOMPSON, 2004;
HERNANDEZ-GARCIA et al, 2019; MAIA et al, 2007). No entanto, no
presente estudo nenhuma alteracédo foi observada nas formas endoflagelares
(pseudocistos). Essas formas de tricomonas com os flagelos internalizados
aparecem em condi¢gbes ambientais desfavoraveis como falta de nutrientes ou
estresse por drogas (PEREIRA-NEVES et al., 2003). Analises realizadas por
microscopia de fluorescéncia apresentaram marcacao positiva para o ensaio do
TUNEL apo6s o tratamento com LDT117 e LDT134, indicando a morte celular
desses parasitas por apoptose. Juntos estes resultados sugerem que os
alquilfosfolipidios podem ser compostos importantes no desenvolvimento de
novas abordagens quimioterapéuticas contra T. vaginalis, sendo necessario

futuramente realizar testes de infecgao in vivo em modelos animais.
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7. Conclusoes

A amiodarona, droga antiarritmica, estimulou o crescimento do parasita,

induziu a agregacao celular e o acumulo de glicogénio.

ApoOs o tratamento com amiodarona o ciclo celular do parasita foi
alterado, mais especificamente na fase G2/M e células multinucleadas
foram observadas indicando que a citocinese pode estar bloqueada
nesses parasitas.

Os compostos amioder e dronedarona inibiram o crescimento do

parasita com ICsode 3,15 e 11 yM, respectivamente.
As células tratadas com os compostos amiodarona, amioder e

dronedarona exibiram alteragbes morfoldgicas, incluindo um efeito na

estrutura dos hidrogenossomos.

ApoOs tratamento com amioder e dronedarona, observou-se morte dos
parasitas em um processo semelhante a apoptose.
SQ109, candidato a medicamento antitubercular, inibiu o crescimento de

T.vaginalis com um ICso de 3,15 uM.

SQ109 induziu alteragdes morfologicas tais como aumento do volume de

hidrogenossomos, conforme mostrado por analises morfométricas.

SQ109 inibiu o potencial de membrana dos hidrogenossomos, conforme
avaliado por JC-1.
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A analise de acoplamento molecular aponta para a ferredoxina, como
um alvo potencial para o SQ109, e com maior afinidade a ferredoxina do
qgue o apresentado pelo metronidazol.

LDT117 e LDT134 apresentaram atividade antiparasitaria com ICso de
4,48 e 5,67 UM, respectivamente.

LDT117 e LDT134 néo foi citotdxico para as células epiteliais LLCMK-2,
sugerindo a seletividade da droga e utilidade ao n&o afetar células de

mamiferos.

Observagdes por MEV revelaram alteragdes na superficie celular com a
presenca de blebs de membrana e protrusdes apos o tratamento com os
compostos LDT117 e LDT134.

A analise por MET mostrou a presenga de vacuolos autofagicos, figuras
mielinicas e vacuolizacdo no citoplasma apds incubagcdo com os
compostos LDT117 e LDT134.

Apos o tratamento com LDT117 e LDT134 observou-se morte dos
parasitas por um processo semelhante a apoptose

Os compostos utilizados no presente estudo mostraram-se promissores
e poderiam servir como quimioterapia alternativa para o tratamento da
tricomoniase. Dessa forma, sugere-se futuramente a necessidade de
estudos in vivo em modelos animais, com foco nos efeitos

quimioterapicos.
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Abstract

Trichomonas vaginalis is a protozoan that causes human trichomoniasis, the most common non-viral sexually transmitted
infection (STI) affecting approximately 278 million people worldwide. The current treatment for trichomoniasis is based on
1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl-5-nitroimidazole, known as metronidazole (MTZ). Although effective in clearing the parasite
infection, MTZ is related to provoking severe side effects, and it is not recommended during pregnancy. In addition, some
strains present resistance to 5'-nitroimidazoles, making urgent the development of alternative drugs for trichomoniasis.
Amiodarone, an antiarrthythmic drug, exerts a significant anti-parasite effect, mainly due to its interference with calcium
homeostasis and the biosynthesis of sterols. Therefore, we decided to test the effect of amiodarone and two other related
compounds (amioder and dronedarone) on 7. vaginalis. Our observations show that amiodarone stimulated, rather than
inhibited, parasite growth, induced cell aggregation, and glycogen accumulation. Furthermore, the other two compounds
displayed anti-parasite activity with IC50 of 3.15 and 11 puM, respectively, and the apoptosis-like process killed the cells. In

addition, cells exhibited morphological changes, including an effect on hydrogenosomes structure.

Keywords Chemotherapy - Trichomoniasis - Amiodarone - Amioder + Dronedarone

Introduction

Trichomonas vaginalis is a protozoan that causes human
trichomoniasis, the most common non-viral sexually trans-
mitted infection (STI) affecting approximately 278 million
people worldwide (WHO 2012). Pregnant women with
trichomoniasis may present miscarriage, premature birth,
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premature rupture of the placenta, and disorders in preg-
nancy (Petrin et al. 1998). The disease can also cause infer-
tility (Lewis 2010; Mielczarek and Blaszkowska 2016). In
men, the disease is usually asymptomatic. However, it can
lead to inflammation in the urethra and prostate in more
severe cases (Rein 1990). Infection by 7. vaginalis is also
related to a greater predisposition to infections caused by
the human papillomavirus (HPV) (Noél et al. 2010), also
the human immunodeficiency virus (HIV) (van der Pol et al.
2008), and cervical and prostate cancer (Sutcliffe 20006).
The current treatment for human trichomoniasis is
based on 1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl-5-nitroimidazole,
a drug known as metronidazole (MTZ). It is a compound
widely used to treat several infections caused by bacteria
(Helicobacter, Bacteroides, and Clostridium) and anaero-
bic parasites such as Trichomonas, Entamoeba, and Giardia
(Edwards 1993). Although effective to clear most parasite
infections, this medicine is related to severe side effects,
such as nausea, vomiting, dizziness, and insomnia (Rosa
et al. 2011). In the most severe cases, it may cause leuko-
penia and neuropathies. Furthermore, this treatment can-
not be used during pregnancy (Lossick 1990). Besides its
toxicity, some strains are resistant to 5'-nitroimidazoles

1 3


mailto:marlenebenchimol@gmail.com
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00436-022-07521-8&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0002-4957-8538

1762

Parasitology Research (2022) 121:1761-1773

(Paulish-Miller et al. 2014). Thus, the development of new
alternative drugs for trichomoniasis is necessary.

Amiodarone is an antiarrhythmic drug approved in the
USA in 1985 and used in atrial fibrillation (Oates et al.
1987). Dronedarone, a benzofuran analog of amiodarone,
lacks the iodine component found in amiodarone, con-
sidered to be largely responsible for the multiple organ
toxicities of this compound. The FDA has also approved
dronedarone. Both are cationic lipophilic benzofurans.
In addition, this antiarrhythmic agent and its derivatives
present antiparasitic effects, disturbing Ca?" homeostasis
in Trypanosoma cruzi (Adesse et al. 2011; Benaim et al.
2006; Veiga-Santos et al. 2012) and Leishmania (Serrano-
Martin et al. 2009a), resulting in an intracellular Ca?*
increase (Benaim et al. 2020). Amiodarone also inter-
feres with the biosynthesis of ergosterol in these parasites
(Benaim et al. 2006; Serrano-Martin et al. 2009b). It was
also shown that dronedarone is active against these two
trypanosomatid species. Amioder is a recently synthesized
benzofuran derivative based on the structure of amiodar-
one (Hejchman et al. 2012), which has recently been
shown to display a significant effect on 7. cruzi (Pinto-
Martinez et al. 2018). Recent studies have reported an
effect of amioder also on Leishmania donovani, showing
that it inhibits the growth of promastigotes and amastig-
otes within macrophages. This compound was also shown
to disturb intracellular Ca?>" homeostasis in L. donovani,
fully collapsing the mitochondrial membrane potential
and, simultaneously, inducing alkalinization of the aci-
docalcisomes of L. donovani, leading to the death of the
parasite (Martinez-Sotillo et al. 2019). The present work
investigated the in vitro effect of amiodarone, dronedar-
one, and amioder on 7. vaginalis.

Materials and methods
Parasite and cell culture

To analyze drug activity against 7. vaginalis, we used the
JT strain isolated in Brazil’s Hospital of Federal University
of Rio de Janeiro. Trophozoites were maintained anaero-
bically in trypticase yeast-extract maltose (TYM) medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Diamond
1957). The cells were grown for 24 h at 37 °C, correspond-
ing to the logarithmic growth phase.

Compounds
Figure la—c show the structure of amiodarone, drone-
darone, and amioder, respectively. Amiodarone was pur-

chased from Sigma, St. Louis, MO, USA. Dronedarone
was extracted and crystallized from commercial tablets

1 3
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Fig. 1 Molecular chemical structure of amiodarone (a), amioder (b),
and dronedarone (c)

(Multaq) (Benaim et al. 2012). The compound amioder
(methyl 7-acetyl-5-Bromo-6-hydroxy-3-bromomethyl-
2-benzofurancarboxylate) was kindly provided by Dr.
Elzbieta Hejchman, from the Department of Organic
Chemistry (Faculty of Pharmacy, The Medical University
of Warsaw).

Determination of IC50

To determine the drug concentration that inhibited parasite
growth by 50% (IC50), the percentage of growth inhibi-
tion was plotted as a function of the drug concentration,
and the values were fitted in a nonlinear curve. Regres-
sion analyses were performed using the Sigma Plot 8.0
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software. Data were plotted using the Graphpad Prism
6.0® software.

C

I = Ly ———,
I 4+C

where [ is the percent (%) of inhibition, /X 100% inhibi-
tion, C is the concentration of the inhibitor, and ICsy is the
concentration required for 50% growth inhibition.

Effect of the compounds on parasite growth

Parasites were grown to a density of 1 x 10° cells/ml. After
24 h of parasite growth, the compounds were added at
different concentrations (1, 5, 10, and 20 pM) from stock

solutions previously diluted in dimethylsulfoxide (DMSO).
The final concentration of DMSO in the growth medium
never exceeded 1% (v/v). Cell densities were determined
using flow cytometry.

Fluorescence light microscopy

Cells were washed in PBS and fixed in 4% formaldehyde
in phosphate buffer for 5 min and then placed on cover-
slips previously coated with poly-L-lysine for 10 min,
incubated for 5 min in 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, Molecular Probes, USA), and diluted at 1:500. The
slides were washed, mounted with Prolong Gold Antifade
Mountant (Thermo Fisher Scientific, USA), and observed

a Amiodarone b
Amioder
80
160+ L
~e- Control
140 -= DMSO
- MIZ
1204 -+ Amiodarone 10 uM 4
3 40 - Cortrol
1004 = DMSO
§ -3 - MTZ2uM
3 80 s s - Armioder 1 M
w(,) o Armsoder SpM
2 60 /' Y © Amiodor 10 uM
Z 20 - l Armioer 20 uM
40 -
204
o 12 24 36 48 60 72 o ” 24 e “w ”
Time (h)
Time (h)
Cc Dronedarone
80+
-o- Control
-=- DMSO
- MTZ2pM
-v- dronedarone 1 pM
-o- dronedarone S pM
-0~ dronedarone 10 uM
- dronedarone 20 pM
o T T T T T .
o 12 24 36 48 60 72

Time (h)

Fig. 2 a T. vaginalis control, and treated with DMSO, 10 uM of ami-
odarone, and metronidazol (MTZ). Arrows indicate the time of addi-
tion of the drugs (24 h). The number of trophozoites was determined
using flow cytometry. b 7. vaginalis control and treated with DMSO,
1, 5, 10, and 20 uM amioder, and 2 uM of metronidazole (MTZ).
Arrows indicate the time of addition of the drugs (12 h). The number

of trophozoites was determined using flow cytometry. ¢ T. vaginalis
control, and treated with DMSO 1, 5, 10, and 20 pM dronedarone,
and 2 uM of metronidazol (MTZ). Arrows indicate the time of addi-
tion of the drugs (12 h). The number of trophozoites was determined
using flow cytometry
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Fig. 3 Phase contrast of T. vagi-
nalis treated with 10 Mm ami-
odarone for 24 h. a Control with
normal morphology; b—d cells
treated with 10 pM amiodarone
for 24 h. Rounded and clustered
cells (arrows) are observed

on fluorescence microscopes (Axiphot II, and Elyra PS.1
Zeiss, Germany). The images were acquired using a C5985-
10 real-time CCD camera (Hamamatsu, Japan) and Elyra
PS.1 (100 x objective and 405 nm laser). At least 200 cells

were analyzed.

Fig. 4 Fluorescence microscopy
of T. vaginalis control (a) and
after 24-h treatment with 10 uM
amiodarone (b). a Control (C)
with pear-shaped morphology. b
Large and multinucleated cells

1 3

Immunofluorescence microscopy

Control and treated parasites were washed in warm PBS
(pH 7.2) and adhered to glass coverslips with poly-L-
lysine for 10 min at 37 °C. Cells were fixed for 1 h with
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Percentage of dividing cell

2504
200+ mm Control
1504 = Amiodarone 12 h
5] == Ctrl 24 h
100+ .
Amiodarone 24 h
50+ I - -

Fig. 5 Determination of the percentage of polynucleated parasites
treated with 10 pum amiodarone for 12 h (a) and 24 h (b). A high
number of multinucleated cells are observed. Values were considered
statistically significant when p <0.05

4% formaldehyde, permeabilized with 3% Nonidet (NP-
40), and incubated with 50 mM NH4Cl and 3% of bovine
serum albumin in PBS (PBS/ BSA) as blocking solu-
tions; after each step mentioned above, the samples were
washed with PBS (pH 8.0). Next, cells were labeled with
polyclonal anti-acetyl-alpha tubulin antibody, washed with
PBS (pH 8.0), and incubated for 1 h with an Alexa Fluor

647-conjugated anti-mouse IgG antibody (LifeTechnolo-
gies) diluted 1:100 in PBS/BSA and incubated for 30 min
with Hoechst (Molecular Probes, USA). Finally, the slides
were washed, mounted with Prolong Gold Antifade Mount-
ant (Thermo Fisher Scientific, USA), and observed on a
fluorescence microscope (Axiphot II, and Elyra PS.1 Zeiss,
Germany).

TUNEL assay

The TUNEL (Terminal deoxynucleotidyltransferase medi-
ated dUTP Nick-end labeling) method was performed using
the “In Situ Cell Death Detection Kit” test (Roche Diagnos-
tics, Meylan, France). The parasites were incubated with
compounds for 12 h and 24 h, fixed at room temperature
in 2% formaldehyde (v/v) in 0.1 M phosphate buffer (pH
7.2) and subsequently washed in PBS. Afterward, the cells
were permeabilized with 3% Nonidet-40 (Sigma, St. Louis,
MO, USA) for 40 min. Next, samples were soaked in 50 mM
ammonium chloride and 3% bovine albumin (BSA) in PBS
for 30 min. The labeling was performed according to the
manufacturer’s instructions. Positive controls were treated
with DNase I (Sigma, St. Louis, MO, USA) for 10 min at
room temperature. Negative controls were labeled with the

Fig.6 Cellcycle of T. vaginalis A B
treated with 10 uM amiodar- a o
one for 24 h. Treated cells (b) ¥ g
present a reduction G1 phase
compared to control cells (a) 2
™
[=]
- & -
[= c
2 2
o i=d
o o
8 4
o -
10‘ 13 1.03 !.04 105 106 1.0? '2
FL2-A FL2-A
C p < 0.0001
100 +—
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Fig.7 T vaginalis control

(a) and treated with 10 uM
amiodarone for 24 h were
observed by confocal fluores-
cence microscopy. The treated
parasites are in mitosis, present-
ing duplicated cell structures (b)
and multiple nuclei (¢)

fluorochrome (kit container 2), which lacks the terminal
transferase enzyme. The samples were observed on a fluores-
cence microscope (Axiphot II — Zeiss, Germany). Images
were acquired using a C5985-10 real-time CCD camera
(Hamamatsu, Japan).

Cell cycle analysis by flow cytometry

Parasites were fixed in 0.25% formaldehyde in PBS
for 5 min, washed and resuspended in 70% cold etha-
nol for 30 min. Afterward, the cells were washed and
resuspended in 600 pl of PBS with 25 pg/ml of PI (pro-
pidium iodate) and 100 pg/ml of RNase A and incubated
for 30 min at room temperature. The analysis was per-
formed in a BD Accuri C6 flow cytometer (Becton Dick-
inson Bioscience BDB, San Jose, CA, USA) filter FL2
585/40 nm, and the data were analyzed using the BD
Accuri C6 software.

Scanning electron microscopy (SEM)

Cells adhered to poly-L-lysine-coated (mol wt 300,000)
glass coverslips were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.2 for 1 h. Next, the cells were washed
in phosphate-buffered saline (PBS) and postfixed for 1 h in
1% OsO4, dehydrated in ethanol and critical point dried
with liquid CO». Finally, cells were coated with a 10-nm-
thick layer of sputtered gold—palladium and observed using
a Quanta X50 scanning electron microscope (FEI Company,
The Netherlands).

1 3

Transmission electron microscopy (TEM)

Cells were fixed for 24 h with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.2. After fixation, the cells were
washed in phosphate-buffered saline (PBS) and postfixed
for 1 h in 1% OsO4 containing 0.8% potassium ferrocya-
nide in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2), washed in PBS,
dehydrated in acetone, and embedded in Epon. Ultrathin
sections were stained with uranyl acetate and lead citrate
and observed using Hitachi HT 7800 transmission electron
microscope.

Cytochemical localization of glycogen

The parasites were fixed and processed as described above
for TEM. Subsequently, 90-nm sections were collected on
gold grids and incubated for 20 min in a solution containing
1% periodic acid, washed, and incubated with 1% thiosemi-
carbazide in 10% acetic acid for 24 h. Successive washes
were carried out in 10%, 5%, and 2% acetic acid for 10 min
each. Afterward, they were incubated with 1% silver protein-
ate for 30 min, protected from light. Subsequently, succes-
sive washes in distilled water were performed for 10 min
each, and the unstained sections were observed on a Hitachi
HT 7800 transmission electron microscope.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the GraphPad
Prism 9 software using Student’s t-test to determine the
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percentage of polynucleated parasites and determine cell
cycle phases of treated cells. Values were considered statis-
tically significant when p < 0.05.

Results
Effect of the compounds on the parasite growth

Figure 2a—c shows the effect of amiodarone, dronedarone,
and amioder on parasite growth. We did not observe cell
growth inhibition when amiodarone was used (Fig. 2a), even
with a concentration of 10 pM. In contrast, there was an
increase in the number of cells. MTZ, 2.5 uM for 48 h, was
used as a positive control and showed an inhibitory effect
with an IC50. In the case of amioder (Fig. 2b), we observed
a dose-dependent inhibitory effect with an IC50 of 3.5 uM.
At 10 uM, the inhibition was almost the same observed for
2 uM MTZ. When dronedarone was used (Fig. 2c), a high
inhibitory effect was also observed with an IC50 of 11 uM.
It is important to point out that DMSO did not affect parasite
growth at the concentration used to dilute the compounds.

Light microscopy observation

We noted that incubation of 7. vaginalis with amiodarone
increased the number of cells, as shown in Fig. 3. Untreated
cultures showed free cells (Fig. 3a), whereas amiodarone-
treated cultures (Fig. 3b—d) exhibited cell aggregates of vari-
ous sizes after 24 h. Fluorescence microscopy analysis of
the cells labeled with DAPI to identify the nuclei showed
a significant increase in the number of free cells displaying
two or more than four nuclei in free cells (Fig. 4a and b).
Figure 5 shows the percentage of cells containing two or
four nuclei. The percentage is significantly higher in cells
incubated for 12 or 24 h in the presence of amiodarone. Fig-
ure 6 shows an analysis of the parasite’s cell cycle in control
and amiodarone-treated cells using flow cytometry. While
most control cells are in the G1 phase, a marked increase of
cells at the G2 phase is observed in treated cells. (Fig. 6a—c).
Immunolocalization of acetylated tubulin of cells treated
with amiodarone showed duplicated cytoskeletal structures
(Fig. 7a and b) and cells with two nuclei (Fig. 7c).

The TUNEL assay (terminal deoxynucleotidyltransferase-
mediated dUTP Nick-end labeling) was used, with adequate
controls, to verify if amioder and donedarone, which inhib-
ited cell growth, killed the cells by an apoptosis-like mecha-
nism. Positive controls were treated with labeled DNase I for
10 min at room temperature, while negative controls were
labeled with the kit fluorochrome, which lacks the enzyme
transferase terminus. Figure 8a shows control cells, where
no staining was observed. Figure 8b shows a positive control
using DNAse-treated cells where staining was observed. In

addition, 7. vaginalis treated with 10 uM amioder (Fig. 8c)
or dronedarone (Fig. 8d) for 24 h was also labeled, thus indi-
cating induction of death by an apoptosis-like mechanism.

Scanning electron microscopy observation

Figure 9a shows the general shape of untreated free cells as
seen by scanning electron microscopy. 7. vaginalis exhibited
a normal pear-shaped morphology, with four anterior flagella
and a recurrent flagellum attached to the cell body. Parasites
incubated in the presence of amiodarone are in aggregates
of various sizes, which may reach up to 80 um (Fig. 9b—d).
Parasites incubated in the presence of amioder or dronedar-
one showed rounded and deformed cells (Fig. 10a—d). Small
cell aggregates were observed in dronedarone treated cells
(Fig. 10e and f).

Fig. 8 TUNEL test — tagging for fragmented DNA. a—a' con-
trol cells. b—b' positive control treated with DNase 1. Fluorescence
microscopy of 7. vaginalis after treatment with 10 uM amioder (c—c')
and 10 uM dronedarone (d—d') for 24 h. DNA fragmentation was
noted with the TUNEL technique
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Transmission electron microscopy (TEM) analysis

Figure 11a shows a TEM image of a control cell where the
structures of 7. vaginalis are observed as the nucleus, Golgi
complex, hydrogenosomes, vacuoles, and glycogen parti-
cles distributed throughout the cell. Amiodarone-treated
cells showed hydrogenosomes located mainly at the cell
periphery (Fig. 11b and c), a greater number of glycogen
aggregates, and nuclear chromatin distributed as dense
structures (Fig. 11) rather than the more diffuse distribu-
tion observed in untreated cells (Fig. 11a). After treatment
with amiodarone for 24 h, multinucleated (Fig. 12a) and
aggregated cells (Fig. 12b) formed a tissue-like organiza-
tion without cell fusion. The hydrogenosomes showed an
elongated shape (Fig. 12c). In addition, cells exhibited large
masses of glycogen particles (Fig. 12d), identified by Thié-
ry’s cytochemical method, based on periodic acid oxidation
followed by incubation with thiosemicarbazide and silver
proteinate (Fig. 13a and b). TEM of dronedarone-treated
cells showed hydrogenosomes exhibiting a light matrix com-
pared to untreated cells (Fig. 14).

Discussion

Metronidazole is the main compound of choice in the treat-
ment of trichomoniasis and other parasitic infections caused
by anaerobic microorganisms (L6fmark et al. 2010). Although

Fig.9 SEM ofT. vaginalis con-
trol (a) and treated with 10 pM
amiodarone for 24 h (b—d).
Wrinkled and clustered cells are
observed (arrows) (b—d)

1 3

effective, it presents several problems, as pointed out in the
“Introduction.” Therefore, several groups have undertaken
studies to identify new active and less toxic compounds and
new parasite drug targets. Examples include (a) azasterols that
inhibit sterol methyltransferase involved in the sterol biosyn-
thesis pathway (Rosa et al. 2011), (b) hydroxyquinuclidine,
which inhibits squalene synthase (Rocha et al. 2014), (c) ami-
odarone and its derivatives (Amioder and Dronedarone) that
in addition all induce a large increase in the intracellular Ca**
concentration (Benaim et al. 2021).

Studies in other parasitic protozoa, especially in 7. cruzi
and Leishmania, indicate that compounds disrupting intra-
cellular Ca®" homeostasis can kill the parasites with low
interference with the host cells. Indeed, Ca?" plays a funda-
mental role in important signaling processes in eukaryotic
cells, and the regulation of Ca*" in parasites differs from
what happens in mammalian cells (Benaim et al. 2020). In
this context, amiodarone, commonly used as an antiarrhyth-
mic drug presently used in humans, induced trypanocidal
effects on 7. cruzi (Adesse et al. 2011; Benaim et al. 2006,
2021; Sass et al. 2019; Veiga-Santos et al. 2012) and Leish-
mania (Benaim et al. 2014; Martinez-Sotillo et al. 2019;
Serrano-Martin et al. 2009a, b), mainly due to disruption
of calcium homeostasis. Furthermore, other amiodarone-
related compounds, such as dronedarone and amioder, were
effective (Benaim et al. 2021).

Our present observations show that amiodarone at the
concentrations of 10 pM, which significantly inhibited the
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growth of 7. cruzi (Adesse et al. 2011; Benaim et al. 2006,
2012; Sass et al. 2019; Veiga-Santos et al. 2012), and Leish-
mania (Benaim et al. 2014; Martinez-Sotillo et al. 2019;
Serrano-Martin et al. 2009a, b), did not interfere with the
growth of T. vaginalis. In contrast, it stimulated parasite
growth and adhesion, forming large cell aggregates. Indeed,
immunofluorescence microscopy of DAPI-labelled cells
showed large multinucleated cells in amiodarone-treated
trichomonads. Labeling for tubulin-containing structures
also revealed the presence of multiple cytoskeletal struc-
tures within the same cell. Flow cell cytometry analysis also
revealed many cells at the G2/M phase of the cell cycle.
Thus, these observations indicate that amiodarone stimu-
lated cell division but with blockage of cytokinesis, leading
to the appearance of multinucleated cells. In addition, the
drug also induced intense cell aggregation with the appear-
ance of large masses containing cells close to each other,
even resembling a tissue-like structure. Another significant

Fig.10 SEM of T. vaginalis
control (a) and after treatment
with 10 uM amioder (b—c)
and 10 pM dronedarone (d—f)
for 24 h. The parasites exhibit
morphological changes with
many deformed and rounded
cells (b—c). Notice large cell
aggregation (d—f)

effect of amiodarone was the increase in dense cytoplasmic
structures identified as glycogen particles using the periodic
acid-thiosemicarbazide-silver proteinate technique classi-
cally used to identify such particles (Thiery 1967), thus indi-
cating interference of the drug in the carbohydrate metabo-
lism. Electron microscopy analysis also indicates changes
in the structure of the hydrogenosome. These include their
peripheral localization and display of an elongated shape
compared to the round shape found in untreated cells. It
is important to point out that trichomonads do not present
mitochondria. Previous studies have shown that amiodarone

and its derivatives target the mitochondria, leading to the
collapse of the parasite’s membrane electrochemical poten-
tial, not affecting the host cell, and inducing a rapid release
of Ca?* to the cytoplasm (Benaim et al. 2006). In other par-
asites, amiodarone also affects the acidocalcisomes, caus-
ing their alkalinization, simultaneously with the release of
Ca?" (Benaim et al. 2020). T vaginalis is an amitochondrial
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Fig. 11 TEM of T. vaginalis a
control (a) and after treatment
with 10 uM Amiodarone (b—d)
12 h (b—d). Control cells display
normal morphology, rounded
hydrogenosomes with a full
dense matrix (inset), whereas,
in treated cells, large masses of
condensed chromatin are seen
in the nucleus (b) (asterisks);
and c cells with a large vacuole
(V). d Glycogen granules (Gl,
arrowheads) are concentrated
around the hydrogenosomes
(H). G, Golgi; UM, undulat-
ing membrane; RF, recurrent
flagellum

2 um

cell where the hydrogenosomes are responsible for energy
metabolism and accumulate Ca?", especially at its peripheral
vacuole (Benchimol 2008). We did not find any informa-
tion concerning intracellular Ca®* regulation in T.vaginalis.
However, neither mitochondria nor acidocalcisomes, char-
acteristic of trypanosomatids and involved in Ca* homeo-
stasis and the bioenergetics in kinetoplastidae, are present in
trichomonads (Docampo and Moreno 2003).

The hydrogenosome has been considered an impor-
tant target for drugs (Land et al. 2001; Wright et al. 2010;
Rosa et al. 2011). Our present observation suggests that in
T. vaginalis, amiodarone may have multiple effects. Our
results show that amioder and dronedarone inhibited para-
site growth in dose-dependent with ICso of 3.15 and 11 uM,
respectively (Fig. 2b and c). These values, especially for
amioder, are relatively low and point to this chemical group
as potential interest in the chemotherapy against trichomo-
niasis. It is important to point out that the IC50 for metro-
nidazole, the drug presently used, is in the range of 2 pM.

Amioder is a benzofuran derivative based on the struc-
ture of amiodarone. Recent studies have shown that this

1 3
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compound can present an effective effect against epimastig-
otes and amastigotes multiplying within host cells (Pinto-
Martinez et al. 2018). In these cells tested, amioder presents
a mechanism of action similar to that of amiodarone, caus-
ing, in addition to the increase in [Ca?'] and the collapse
of the electrochemical potential of the mitochondrial mem-
brane, the alkalinization of the parasite’s acidocalcisomes.
A similar effect was found for amioder in L. donovani (Mar-
tinez-Sotillo et al. 2019).

Dronedarone was synthesized to attenuate the side effects
of amiodarone. In vitro experiments against 7. cruzi showed
that dronedarone appears to be more effective than amiodar-
one (Benaim et al. 2012; Benaim and Paniz-Mondolfi 2012).
In T cruzi, dronedarone provoked an effect on mitochon-
dria and acidocalcisomes; however, this effect was faster
than with amiodarone, and as advantage having a lower I1Cs
(0.75 uM) when compared to amiodarone (ICso 2.7 uM) in
amastigotes within mammalian host cells (Benaim et al.
2012; Benaim and Paniz-Mondolfi 2012).

Both amiodarone and dronedarone were effective
against L. mexicana, and the causative agent of cutaneous



Parasitology Research (2022) 121:1761-1773 1771

Fig. 12 TEM of T. vaginalis treated with 10 pM amiodarone for 24 h. a Multinucleated 7. vaginalis; b clustered cells; ¢ elongated hydrogeno-
somes (H); d glycogen (Gl). N, nucleus

leishmaniasis, demonstrating a very low ICso in amastig- especially in the case of dronedarone where an ICso of
otes within macrophages Serrano-Martin et al. 2009a, b), 0.65 nM was reported (Benaim et al. 2014).

Fig. 13 TEM after Thiéry technique for carbohydrate detection in T vaginalis treated with 10 uM amiodarone for 24 h. A positive reaction is
observed in glycogen (Gl), Golgi (G),) and cell membranes

1 3
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Fig. 14 T. vaginalis MET after treatment with the 10 pM dronedar-
one compound for 24 h. Hydrogenosomes (H) present an altered mor-
phology with their matrix emptied

In the present study, besides the antiproliferative effects
of amioder and dronedarone, these compounds also caused
morphological changes in 7. vaginalis, such as deformed and
aggregated cells and alterations in the hydrogenosomes. Fur-
thermore, analyses performed by fluorescence microscopy
showed positive staining for the TUNEL assay, indicating
cell death by apoptosis when cells were treated with amioder
and dronedarone.

Together, these observations indicate that the compounds
used in this work should be considered promising for devel-
oping new drugs, aiming at alternative chemotherapy strate-
gies for diseases caused by anaerobic protozoa, such as T.
vaginalis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Trichomonas vaginalis is a protozoan that causes human trichomoniasis, a sexually transmitted infection (STI) that

5Q109 affects approximately 278 million people worldwide. The current treatment for human trichomoniasis is based

Chlem‘)ther.ap}’ on 1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl-5-nitroimidazole, known as Metronidazole (MTZ). Although effective in elimi-
Trichomoniasis nating parasitic infection, MTZ is related to serious adverse effects and is not recommended during pregnancy. In
Hydrogenosome

addition, some strains are resistant to 5-nitroimidazoles, prompting the development of alternative drugs for

trichomoniasis. Here we show that SQ109 [N-adamantan-2-yl-N’-((E)-3,7-dimethyl-octa- 2,6-dienyl)-ethane-1,2-

diamine], a drug under development (antitubercular drug candidate that completed Phase IlIb/IIl) for the
treatment of tuberculosis, and previously tested in Trypanosoma cruzi and Leishmania. SQ109 inhibited T.vaginalis
growth with an IC50 of 3.15 uM. We used scanning and transmission electron microscopy to visualize the ul-
trastructural alterations induced by SQ109. The microscopy analysis showed morphological changes on the
protozoan surface, where the cells became rounded with increasing surface projections. In addition, the
hydrogenosomes increased their size and area occupied in the cell. Furthermore, the volume and a significant
association of glycogen particles with the organelle were seen to be altered. A bioinformatics search was done
about the compound to find its possible targets and mechanisms of action. Our observations identify SQ109 as a
promising compound against T. vaginalis in vitro, suggesting its potential utility as an alternative chemotherapy
for trichomoniasis.

1. Introduction

Trichomonas vaginalis is a parasite that causes human trichomoniasis,
the most prevalent non-viral sexually transmitted infection (STI) on the
planet, affecting approximately 278 million people worldwide (Kreisel
et al, 2021). Pregnant women with trichomoniasis may experience
miscarriage, premature delivery, premature rupture of the placenta, and
pregnancy disorders (Petrin et al, 1998). The disease can also cause
infertility (Lewis, 2010; Mielczarek and Blaszkowska, 2016). In men, the
disease is usually asymptomatic. However, in more severe cases,
inflammation of the urethra and prostate may be present (Rein, 1990).
T. vaginalis infection is also related to a predisposition to infections
caused by the human immunodeficiency virus (HIV) (Van Der Pol et al,,

2008), human papillomavirus (HPV) (No el et al, 2010), and cervical
cancer of the uterus and prostate (Sutcliffe et al., 2006).

The current treatment for human trichomoniasis consists of 1-(2-
hydroxyethyl)-2-methyl-5-nitroimidazole, the Metronidazole (MTZ). It
is a compound widely used to treat infections caused by bacteria (Heli-
cobacter, Bacteroides, and Clostridium) and anaerobic parasites such as
Trichomonas, Entamoeba, and Giardia (Edwards, 1993). Although effec-
tive in eradicating most parasitic infections, this drug is related to
serious adverse effects such as nausea, vomiting, dizziness, metallic
taste, and insomnia (De Andrade Rosa et al., 2011). Furthermore, it can
cause pancreatitis, leukopenia, and neuropathies in the most severe
cases. Furthermore, this therapy cannot be used during pregnancy
(Lossick, 1990). In addition to treatment toxicity, some strains have
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Fig. 1. Molecular chemical structure of SQ109.

become resistant to 5 -nitroimidazoles (Paulish-Miller et al., 2014).
Several compounds have been tested against protozoa parasites;
among them, Miltefosine, Methyl jasmonate, A(24(25))-sterol methyl-
transferase inhibitors, 3-(biphenyl-4-yl)-3-hydoxyquinuclidine (BPQ-
OH), Lactacystin, Zinc-clotrimazole complexes, Amiodarone, Amioder,
Dronedarone, Thiosemicarbazones 49, 51, and 63, selenoisosters 74 and
75, B-Lapachone, BPQ-OH, drugs such as Ixazomib and carmaphycin-17,
exhibited effects on the growth curve and affected cell organelles of the
parasites (reviewed by Benchimol et al, 2022). In addition to nitro-
imidazoles, articles describe promising plant-based compounds with
anti-trichomonal activity in vitro and in vivo (Hashemi et al, 2021).
However, in-depth in vivo evaluation of the compounds and their clin-
ical evaluation has not been performed. Other studies provided an
overview of clinically evaluated systemic and topical treatment options
for human trichomoniasis. Furthermore, they summarized the current
knowledge on herbal, semisynthetic, and synthetic compounds evalu-
ated for efficacy as anti-Trichomonas (Kiing et al, 2019). Therefore,
developing new alternative drugs for trichomoniasis is necessary and
urgent. SQ109[N-adamantan-2-yl-N’-((E)-3,7-dimethyl-octa-2,6-dien-
yl)-ethane-1,2 diamine] is an antitubercular drug candidate that
completed Phase IIb/III clinical (Baek et al.,, 2022). It has been reported
that SQ109 has in vitro activity against the parasite Trypanosoma cruzi,
the causative agent of Chagas disease (Veiga-Santos et al., 2015), where
this compound inhibited the proliferation of intracellular amastigotes as
well as epimastigotes forms. Furthermore, SQ109 provoked major ul-
trastructural changes in the three life cycle forms of this parasite (Vei-

ga-Santos et al, 2015). SQ109 also inhibited the growth of the
amastigote form of Leishmania mexicana with a good selectivity index. In

addition, it was also active against promastigotes, disturbing Ca2* ho-
meostasis (Garcia-Garcia et al, 2016). SQ109 also effectively inhibited
the proliferation of Leishmania donovani, the parasite responsible for
visceral leishmaniasis, exhibiting a toxic effect on amastigotes. It was
demonstrated that SQ109 induced rapid damage in acidocalcisomes (Gil
et al, 2020), organelles involved in many important functions, including
Caz* homeostasis. The compound significantly increased intracellular
Ca?+ concentration, causing the parasite’s death (Gil et al, 2020). The
present work describes results obtained using SQ109 in 7. vaginalis.

2. Materials and methods
2.1. Parasite and cell culture

The JT strain of T. vaginalis was isolated at the Hospital Universita”rio
da Universidade Federal do Rio de Janeiro in Brazil. 7. vaginalis or-
ganisms were grown in batch culture in the complex Trypticase-yeast
extract-maltose (TYM) medium supplemented with 10% heat-
inactivated horse serum (Diamond, 1957). The cells were grown for
24 h at 37 °C, corresponding to the logarithmic growth phase.

2.2. Compound

Fig. 1a shows the chemical structure of SQ109 [N-adamantan-2-yl-
N’-((E)-3,7-dimethyl-octa-2,6-dienyl)-ethane-1,2 diamine]. This

Experimental Parasitology 250 (2023) 108549

compound was gently provided by Prof. Antonios Kolocouris from the
Department of Pharmacy, University of Athens, Grece, and Prof. Eric
Oldfield from the Department of Chemistry, the University of Illinois at
Urbana-Champaign, USA).

2.3. Effect of the compound on parasite growth

Parasites were grown to a density of 1 X 105 cells/ml. After 24 h of
parasite growth, the compound SQ109 was added at different concen-
trations (1, 5, 10, and 20 pM) from stock solutions previously diluted in
dimethylsulfoxide (DMSO). The final concentration of DMSO in the
growth medium never exceeded 0.1% (v/v). Cell densities were deter-
mined using flow cytometry.

2.4. Viability assays

The viability of the cells was assessed using fluorescein diacetate
(FDA) (Sigma, USA) and 7-Aminoactinomycin (7-AAD) (Sigma, USA). At
different time and drug concentration points, the cells were stained with
10 pg/ml of FDA and 0,25 pg/ml of 7-AAD at 37 °C for 5 min for fluo-
rescence analysis. Viable cells were seen in green color with FDA,
whereas dead cells fluoresced with an orange color with 7-AAD. The
images were acquired using a fluorescence microscope (Axiphot II —
Zeiss, Germany).

2.5. Immunofluorescence microscopy

Control and treated parasites were washed in warm PBS (pH 7.2) and
adhered to glass coverslips with Poly-L-lysine for 10 min at 37 °C. Cells
were fixed for 1 h with 4% formaldehyde, permeabilized with 3%
Nonidet (NP-40), and incubated with 50 mM NH4Cl and 3% of bovine
serum albumin in PBS (PBS/BSA) as blocking solutions; after each step
mentioned above, the samples were washed with PBS (pH 8.0). Tricho-
monas was incubated for 30 min with Hoescht (Molecular Probes, USA)
diluted at 1:200 (Midlej et al., 2019). Finally, the slides were washed,
mounted with Prolong Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scien-
tific, USA), and observed in a fluorescence microscope (Axiphot II and
Elyra PS.1 Zeiss, Germany).

2.6. Hydrogenosomal membrane potential

Control and treated T. vaginalis were incubated in 5 pg/ml JC-1 dye
at 37 °C for 15 min. JC-1 can selectively enter into hydrogenosomes and,
according to the magnitude of the membrane potential, change its
oligomeric state, thereby allowing it to fluoresce. The red: green fluo-
rescence intensity ratio for JC-1 depends on the hydrogenosomal
membrane potential (Vilela et al., 2010), where a higher ratio indicates
a higher hydrogenosomal membrane potential. CCCP (carbonyl cyanide
3-chlorophenylhydrazone), a mitochondrial membrane potential
disrupter, was used as a positive control to confirm the JC-1 response. A
1 pL aliquot of a 50 mM CCCP solution was added to the cells at 37 °C for
5 min in a final volume of 1 mL. The images were acquired using a
fluorescence microscope (Axiphot Il — Zeiss, Germany).

2.7. Scanning electron microscopy (SEM)

Cells adhered to Poly-L -lysine-coated (mol wt 300,000) glass cov-
erslips were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH
7.2 for 1 h. Next, the cells were washed in phosphate-buffered saline
(PBS) and postfixed for 1 h in 1% 0s04, dehydrated in ethanol, and
critical point dried with liquid COz. Finally, cells were coated with a 10
nm-thick layer of sputtered gold-palladium and observed using a Quanta
X50 scanning electron microscope (FEI Company, The Netherlands).
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2.8. Transmission electron microscopy (TEM)

Cells were fixed for 24 h with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M caco-
dylate buffer, pH 7.2. After fixation, the cells were washed in phosphate-
buffered saline (PBS) and postfixed for 1 h in 1% 0sO4 containing 0.8%
potassium ferrocyanide in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2), washed in
PBS, dehydrated in acetone, and embedded in Epon. Ultrathin sections
were stained with uranyl acetate and lead citrate and observed using the
Hitachi HT 7800 transmission electron microscope.

2.9. Morphometry

For morphometrical analyses, at least 20 randomly selected cell
images were obtained with the same magnification, where it was better
to distinguish the hydrogenosomes from control and drug-treated cells.
The Image] software (https://imagej.nih.gov/ij/) was used to delineate
and measure the surface area and volume of the whole cell and each
hydrogenosome observed.

2.10. Cytochemical localization of glycogen

The parasites were fixed and processed as described above for TEM.
Subsequently, 90 nm sections were collected on gold grids, incubated for
20 min in a solution containing 1% periodic acid, washed, and incubated
with 1% thiosemicarbazide in 10% acetic acid for 24 h. Successive
washes were carried out in 10%, 5%, and 2% acetic acid for 10 min each.
Afterward, they were incubated with 1% silver proteinate for 30 min,
protected from light. Subsequently, successive washes in distilled water
were performed for 10 min each, and the unstained sections were
observed in a Hitachi HT 7800 transmission electron microscope.

2.11. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 9
software using Student’s t-test to determine the morphometry and ste-
reology of hydrogenosomes. Values were considered statistically sig-
nificant when p < 0.01.

2.12. Prediction of molecular interactions

For the molecular interaction investigation and prediction phase,
molecular docking studies involving the T. vaginalis ferredoxin protein
(TvFd), PBD code: 1L5P 2.20 A (Crossnoe et al., 2002), and compounds
MTZ and SQ109 were performed.

2.13. Molecular docking simulation

For the molecular docking step, the PYRX v.0.8 program was used,
which brings together a large set of other programs for performing the
docking processes (AutoDock 4 and AutoDock Vina), input file genera-
tion (AutoDock Tools), programming/scripting language (Python),
graphical interface (wxPython) and others such as Open Babel and
matplotlib (Dallakyan and Olson, 2015).

Initially, a redocking process was performed, a coupling between the
TvFd protein used as a template and its natural ligand, the [2Fe-2S]
complex, to identify the energies of the interactions and the grid box
coordinates and size based on information from its interactions with
[2Fe-2S] complex deposited on PDB Bank (Crossnoe et al.,, 2002). Next,
the docking step was performed between the TvFd crystal and the
compounds SQ109 and MTZ (drug of choice for the treatment of
trichomoniasis), as well as the [2Fe-2S] complex (natural ligand), being
the SMILES format of the compounds converted into.pdb format
(required for molecular docking analyses) with the aid of the SMILES
online translator and NCI/CADD Group structure file generator (https://
cactus.nci.nih.gov /translate/).

The protein and compounds (ligands) were optimized by the free
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Fig. 2. (a) Trichomonas vaginalis control and treated with DMSO, 1, 5, 10, 20
uM SQ109, and 2 uM of metronidazole (MTZ). Arrow indicates the time of
addition of the drug (12 h). The number of trophozoites was determined using
flow cytometry.

APBS &PDB2PQR server (https://server.poissonboltzmann.org/) for
correct protonation, simulating a pH 6.5 environment (Crossnoe et al.,
2002).

In the PYRX interface, the grid box was built to cover the region of
the active site residues that acts with the natural ligand [2Fe-2S] at
coordinates x = 12, y = 50, and z = 2; size 20 X 20 X 20. On the other
hand, the docking simulation was performed at an exhaustivity equal to
100, generating 10 poses for each compound, including the natural
ligand.

The residues of the target active site interacting with the ligands
were identified by the BIOVIA Discovery Studio 2021 program (Jurrus
et al.,, 2018). UCSF Chimera (developed by the Resource for Bio-
computing, Visualization, and Informatics at the University of Califor-
nia, San Francisco, with NIH support P41-GM103311) and PyMOL
(Molecular Graphics System, version 2.0 Scho“dinger, LLC) was used to
generate the images and files in.pdb extension.

3. Results and discussion
3.1. Effect of the compounds on the parasite growth

Fig. 2 shows the effect of various SQ109 concentrations on the
growth of T vaginalis. MTZ, which was used as a positive control,
showed a significant inhibitory effect with an IC50 0f 2.5 pM after 48 hs.
We observed a dose-dependent inhibitory effect of SQ109 with an IC50
of 3.15 pM. At 10 pM, the inhibition was almost the same as at 2 uM
MTZ. It is important to note that DMSO did not affect parasite growth at
the concentration used to dilute the compounds.

Previous studies showed higher activity against 7. cruzi, with an IC50
of 0.5 and 4.6 uM observed for amastigotes and epimastigotes, respec-
tively (Veiga-Santos et al., 2015). In the case of intracellular amastigotes
of Leishmania donovani, an 1C50 of 11 nM was found (Gil et al., 2020).
Studies on Mycobacterium tuberculosis showed inhibitory activity with
IC50 with 26 pM (Protopopova et al, 2005). In addition, the cytotoxic
tests looking for red cell hemolysis point to EC50 higher than 80 puM
(Veiga-Santos et al, 2015) and CC50 of 2,5 puM using LLCMK: cells
(Veiga-Santos et al, 2015). These values point to significant potential
for using SQ109 as a chemotherapeutic agent. In addition, it is important
to point out that SQ109 is an antitubercular drug candidate that has
completed Clinical Phase IIb/III (Baek et al., 2022).

3.2. Microscopy observations

Light microscopy observations indicate that SQ109 induces
T. vaginalis aggregation. We used DAPI-labeled fluorescence microscopy
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Fig. 3. Trichomonas vaginalis was observed in confocal fluorescence microscopy. Control (a-a’) was treated with 10 uM SQ109 for 24 h and labeled with DAPI. Notice

clustered cells after drug treatment (b-b”).

Fig. 4. Comparison between control T. vaginalis trophozoites and SQ109-treated cells labeled with 7-AAD and FDA. DIC (a-b). Fluorescence microscopy using 7-AAD
X FDA labeling shows that the control parasites (a) are labeled with FDA (a’) but not with PI (a"). In contrast, SQ109-treated parasites (b) are FDA negative (b’) and

7-AAD-positive (b").

analysis to identify the nucleus to show that the aggregated cells display
individual nuclei (Fig. 3).

3.3. Cell viability using 7-AAD-FDA labeling

To verify whether SQ109 treatment reduces cell viability, 7-AAD and
FDA were simultaneously used. Cells with intact cell membranes, which
are assumed viable, retain the FDA dye and fluoresce in green. On the
other hand, cells with a nonfunctional or compromised membrane
incorporate the 7-AAD dye and are assumed as nonviable. As seen in
Fig. 4, the control cells presented only green fluorescence, excluding 7-
AAD labeling. In contrast, SQ109-treated 7. vaginalis displayed 7-AAD

staining.

Scanning electron microscopy showed that SQ109-treated
T. vaginalis displayed a rounded shape, in contrast to the characteristic
pear-shaped control parasites (7. vaginalis) (Fig. 5). In addition, drug-
treated parasites showed changes on the cell surface with much more
protrusions.

Transmission electron microscopy (TEM) analysis revealed a signif-
icant increase in the number and size of the hydrogenosomes in SQ109-
treated cells (Figs. 6 and 9).

To check this observation, we conducted a morphometrical analysis
using a statistically significant sample where at least twenty cells were
examined in control and drug-treated cells. As a result, the mean
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Fig. 5. Scanning electron microscopy of Trichomonas vaginalis control (a-b) and treated with 10 pM SQ109 for 24 h (c—d). Note the rounded cells and morphological

changes. AF, anterior flagella; RF, recurrent flagellum; Ax, axostyle.

Fig. 6. Transmission electron microscopy of Trichomonas vaginalis treated with 10 uM SQ109 for 24 h. Control (a) and (b-c-d) were treated with 10 pM SQ109. Note
the increase in hydrogenosome numbers, morphological changes, and accumulation of glycogen granules (GL). H, hydrogenosome.

diameter of control and treated cells was 400 nm and 700 nm, respec-
tively, indicating a significant increase in the organelle’s size. Further-
more, concerning the area occupied in the cell by the hydrogenosomes,
we observed mean values of 0.5 and 1.5 pm? for control and treated
cells, respectively. In addition, concerning the volume occupied by the
hydrogenosomes, we obtained mean values of 2.6 um3 (control cells)
and 4.4 pm?3 (treated cells) (Fig. 7). Together, these observations point
towards a significant organelle response to SQ109.

3.4. Hydrogenosome viability using JC-1

A viability test using the fluorescent stain JC-1 was performed on
both untreated and SQ109-treated T. vaginalis (Fig. 8) to search for
possible SQ109-induced changes in the hydrogenosomal membrane
potential. JC-1 is a fluorescent lipophilic and cationic probe to deter-
mine the mitochondrial membrane potential (Reers et al, 1991). Pre-
vious works reported that healthy mitochondria appear in red, while a
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Fig. 7. Morphometric analysis of hydrogenosomes (a—c). There is a significant increase in the mean diameter of the hydrogenosomes, the mean surface area, and the

mean volume they occupy in drug-treated cells.

Fig. 8. Parasites treated with JC-1 were observed with fluoresce microscopy. (a) Control. Cells without drug treatment. The hydrogenosomes are lightly stained in

red fluorescence. (b) Positive control Treatment with the uncoupler agent CCCP (¢)Treatment with SQ109. The hydrogenosomes show green fluorescence indicating

aloss of hydrogenosomal membrane potential.

green fluorescence is seen in the mitochondria of dead cells (Reers et al.,
1991). As the hydrogenosomes share several similarities with mito-
chondria, JC-1 showed a similar labeling pattern with hydrogenosomes
(Vilela et al,, 2010). In the present study, functional hydrogenosomes
are labeled in red. In contrast, increased green-labeled hydrogenosomes
were observed after treatment with SQ109 (Fig. 8c), indicating a loss of
hydrogenosomal membrane potential. CCCP (carbonyl cyanide 3-chlor-
ophenylhydrazone), a mitochondrial membrane potential disrupter, was
used as a positive control to confirm the JC-1 response (Fig. 8b).
Further biochemical studies are necessary to get some insight into
this effect. Transmission electron microscopy showed that the hydro-
genosome surface was covered with small dense particles (Fig. 9). These
particles were identified as B-glycogen particles since their density
increased when the sections were sequentially incubated in the presence
of periodic acid, thiosemicarbazide, and silver proteinate (Benchimol

[}

and Bernardino, 2002).

Although the morphological changes induced by SQ-109 are very
clear, they do not indicate its mechanism of action. Studies carried out
with Mycobacteria tuberculosis provide evidence that it targets membrane
protein Large 3 (MmpL3) and dissipates the transmembrane electro-
chemical proton gradient necessary for cell-wall biosynthesis and bac-
terial activity (Zhang et al., 2019). Also interferes with lipid transporters
and drug extrusion from the bacteria (Zhang et al., 2019). In trypano-
somatids, SQ109 interferes with Ca2* uptake by acidocalcisomes (Vei-
ga-Santos et al, 2015) and also collapses the mitochondrial
electrochemical potential (A%m) in these parasites (Garcia-Garcia et al.,
2016; Gil et al., 2020; Veiga-Santos et al,, 2015). These two effects on
these organelles, which are both involved in the bioenergetics and Ca2+
homeostasis in trypanosomatids, are accompanied by a large increase in
the intracellular Ca2* concentration, postulated to be one of the main
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Fig. 9. Transmission electron microscopy after Thie ry technique for carbohydrate detection in Trichomonas vaginalis treated with 10 uM SQ109 for 24 h. A positive

reaction is observed in glycogen particles (Gl) and cell membranes.

10

Fig. 10. TvFd (green) with its natural ligand [2Fe-2S] (yellow and orange)
positioned in the active site of the A-chain of the protein, PBD code 1L5P, 2.20
A (Image generated and colored by PYMOL).

causes of parasitic death (Benaim et al., 2020).

3.5. Molecular docking

Given the preliminary bioinformatic analyses predicting the ferre-
doxin protein of T vaginalis (TvFd) as a potential target for SQ 109 and
Metronidazole, we decided to conduct further analysis using molecular
docking simulation. A redocking process was performed between the
crystal of the protein and its natural ligand, the [2Fe-2S] complex, to
determine the interaction residues and thus identify the position and
size of the grid box as well as verify the affinity energy between the
molecules and finally compare these results with those of the docking
simulation between TvFd and the compounds SQ109 and MTZ. Fig. 10
shows the structure of TvFd and its natural coupled ligand.

The redocking results showed that the lowest interaction energy of
TvFd and [2Fe-2S] was —2,0 kcal/mol, and it is known it interacts with
Phe23, Asp36, Thr37, Cys38, GIln39, Asn41, Lys42, Cys44, Lys46, Cys47,
Phe66, Cys78, Leu76 (Crossnoe et al, 2002). Then, the coupling simu-
lation between the TvFd crystal and the compounds MTZ and SQ109 was
performed with the same parameters used for redocking. The interaction
energy of MTZ with TvFd was —3.8 kcal/mol (in its best pose). The
residues that participated in the interaction were Met32, Lys46, 11e48,
and Leu93 (Fig. 11B). Whereas the interaction energy of compound
SQ109 with TvFd was —4.6 kcal/mol (in its best pose) and the amino
acids were Phe23, Thr27, Met32, Ser33, Ala34, Asp35, Asp36, Thr37,
Cys38, GIn39, Gly40, Asn41, Lys42, Ala43, Cys44, Gly45, Lys46, Cys47,
Ile48, Leu76, Cys78. The types of interactions between the ligands and



T.G. de Souza et al.

Experimental Parasitology 250 (2023) 108549

11

Fig. 11. Interaction residues between TvFd and the compounds MTZ (11 A) —interactions with Met32, Lys46, [1e48 e Leu93 (11 B); and SQ109 (11C) — interactions
with Phe23, Thr27, Met32, Ser33, Ala34, Asp35, Asp36, Thr37, Cys38, GIln39, Gly39, Gly40, Asn41, Lys42, Ala43, Cys44, Gly45, Lys46, Cys47, lle48, Leu76, Cys78

(11D). Images generated by PYMOL and DISCOVERY STUDIO 2021.

Table 1
Values of the interaction energies between the residues (in their best pose) and
the residues of the TvFd protein with which the ligands interact.

[2Fe2S] Metronidazol SQ109
Energy (kcal/mol) —-2,0 —338 —4,6
Phe23 X X
Thr27 X
Met32 X X
Ser33 X
Ala34 X
Asp35 X
Asp36 X X
Thr37 X X
Cys38 X X
GIn39 X X
Gly40 X
Asn4l X X
Lys42 X X
Ala43 X
Cys44 X X
Gly45 X
Lys46 X X X
Cys47 X X
1le48 X X
Phe66 X
Leu76 X X
Cys78 X X
Leu93 X

the protein are identified in Fig. 11

These results showed that the compounds MTZ and SQ109 show the
highest affinity for the residues in the active site of TvFd, where the
[2Fe2S] complex naturally binds. MTZ, even with grid box determina-
tion, does not remain in the same site as the [2Fe2S] complex, not
competing for the same residues, having only one amino acid in common

(Lys46). On the other hand, compound SQ109 shows a higher affinity for
TvFd than the other two ligands, interacting with the protein with a
greater number of amino acids, competing for 11 of the 13 amino acids
with which the [2Fe2S] complex interacts. Since the two compounds do
not compete for the same residues, it is possible that the association of
both may have additive effects, thus requiring further studies.

For better visualization and interpretation of the results, Table 1 was
generated. In this table, we can observe the value of the interaction
energies between the residues (in their best pose) and the residues of the
TvFd protein with which the ligands interact.

4. Conclusions

Our results indicate that SQ109 inhibits 7. vaginalis growth at low
concentrations and induces morphological changes that lead to parasite
death. These changes include an increased volume of hydrogenosomes,
as shown by morphometrical analysis, and inhibit hydrogenosome
membrane potential, as evaluated by the JC1 labeling dye. These data
suggest the hydrogenosome is a potential target for SQ109 in 7. vaginalis.
In addition, molecular docking analysis point to ferredoxin, which
mediated electron transport resulting in the production of molecular
hydrogen (review in Kulda, 1999), as a potential target for SQ109 and
with higher affinity to ferredoxin than metronidazole.
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