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APRESENTACAO

Esta dissertacdo € composta de um resumo geral, em portugués e inglés, e um artigo cientifico
contemplando os principais resultados obtidos, em sua maioria durante o mestrado. O artigo
descreve a avaliagdo da atividade e do mecanismo de acdo de um composto sintético frente ao
protozoario Leishmania amazonensis. O artigo cientifico sera submetido na revista PLOS

Neglected Tropical Diseases do grupo editorial Public Library of Science (Qualis CBI — A2).



RESUMO GERAL

Leishmaniose € uma doenca endémica em diversos paises do mundo e que afeta milhdes de
pessoas, principalmente as populacdes de baixa renda. E considerada uma doenca tropical
negligenciada, com investimentos reduzidos em pesquisas e programas de controle da doenca.
Os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose sdo limitados e de dificil
administracdo, alem de apresentarem alto custo e efeitos colaterais toxicos no paciente. Sendo
assim, a busca por novos compostos que possuem atividade antileishmania é necesséria,
almejando um tratamento mais eficaz e menos tdxico para pacientes com leishmaniose. Nosso
grupo de pesquisa demonstrou a atividade do isoxazol 35-a contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antiproliferativa do composto 35-a em amastigotas intracelulares de L. amazonensis, bem
como analisar as alteracbes morfologicas e ultraestruturais em formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis tratadas com o isoxazol 35-a. Ademais, 0os mecanismos de
acao deste composto foram investigados, caracterizando as vias de morte celular induzidas
por ele sobre L. amazonensis. O composto apresentou atividade seletiva contra amastigotas
intracelulares. Andlises de microscopia eletronica e técnicas bioguimicas demonstraram que
35-a provocou estresse oxidativo nos parasitos, refletido principalmente pelo aumento de
espécies oxidantes nas células, despolarizacdo mitocondrial, acimulo de corpos lipidicos,
aumento de vacuolos autoféagicos, além de alteracBes na ultraestrutura e morfologia dos
parasitos. Sendo assim, os resultados indicam que o isoxazol 35-a perturba a homeostase
redox em L. amazonensis, provocando no protozoario caracteristicas de morte celular
semelhante a apoptose e autofagia.

Palavras-chave: Leishmaniose; atividade antileishmania; estresse oxidativo; apoptose; morte
celular.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic disease in several countries of the world and affects millions of
people, mainly low-income populations. It is considered a neglected tropical disease, with
reduced investments in research and disease control programs. The drugs available for the
treatment of leishmaniasis are limited and difficult to administer, in addition to their high cost
and toxic side effects on the patient. Therefore, the search for new compounds with
antileishmanial activity is necessary, aiming for a more effective and less toxic treatment for
patients with leishmaniasis. Our research group has demonstrated the activity of isoxazole
35-a against promastigote forms of Leishmania amazonensis. In this context, the aim of this
study was to evaluate the antiproliferative activity of the compound 35-a in intracellular
amastigotes of L. amazonensis, as well as to analyze the morphological and ultrastructural
changes in promastigotes and amastigotes of L. amazonensis treated with the isoxazole 35-a.
Furthermore, the mechanisms of action of this compound were investigated, characterizing
the cell death pathways induced by it on L. amazonensis. The compound showed selective
activity against intracellular amastigotes. Electron microscopy and biochemical analyzes
demonstrated that 35-a caused oxidative stress in parasites, mainly reflected by the increase of
oxidant species in the cells, mitochondrial depolarization, lipid bodies accumulation, increase
of autophagic vacuoles, besides alterations in the ultrastructure and morphology of the
parasites. Therefore, the results indicate that isoxazole 35-a disturbs the redox homeostasis in
L. amazonensis, causing characteristics of apoptosis-like cell death and autophagy in the
protozoan.

Keywords: Leishmaniasis; antileishmanial activity; oxidative stress; apoptosis; cell death.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca que constitui um importante problema de sadde publica,
sendo endémica em mais de 98 paises, com 12 a 15 milh&es de casos de infec¢do e mais de
350 milhdes de pessoas em risco de adquirir a doenca. Estima-se ainda que ocorram 1,5 a 2
milhGes de novos casos por ano, causando 70.000 mortes anualmente (REVEIZ et al., 2013;
SERENO et al., 2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017). O agente causador da doenca € o
protozodrio do género Leishmania, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae (GONTIJO; CARVALHO, 2003; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Em humanos, as formas clinicas da leishmaniose sdo amplamente categorizadas em:
(1) leishmaniose visceral, a forma mais grave, na qual os parasitos deixam o local de
inoculacédo e se proliferam no figado, baco e medula 6ssea, resultando na imunossupressao e
até a morte do hospedeiro, quando nédo tratada; e (2) leishmaniose tegumentar, em que 0s
parasitos permanecem no local de infeccdo e causam ulceras localizadas, sendo que as formas
variam de cutanea localizada (que causa lesdes ulceradas na pele no local da picada do
flebotomineo), cutanea difusa (que causa multiplas lesGes ndo-ulceradas) e mucocutanea (a
qual se desenvolve a partir da cutanea e causa inflamacdo destrutiva do tecido da mucosa)
(PEACOCK et al., 2007; REITHINGER et al., 2007; STOCKDALE; NEWTON, 2013).

As populaces mais afetadas pela leishmaniose estdo presentes em paises da Africa,
Asia e da América Latina, sendo que a doenca prevalece principalmente em regides mais
pobres, com falta de recursos, moradias precarias, sendo também relacionada a desnutri¢do e
sistema imunoldgico enfraquecido (WHO, 2022). E considerada uma das doencas mais
negligenciadas (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; BRINDHA; BALAMURALLI;
CHANDA, 2021), o que leva ao baixo interesse por parte de autoridades de saude publica e
profissionais que realizem pesquisas e programas voltados a prevencao e controle da doenca
(CAMARGO, 2008; REITHINGER et al., 2007). Cerca de 58.000 casos de leishmaniose
visceral e 220.000 casos de leishmaniose cuténea sdo notificados anualmente; no entanto,
baseando-se em avaliagdes de subnotificacbes, estima-se que ha 0,2 a 0,4 milhdes de casos de
leishmaniose visceral a cada ano, que ocorrem principalmente na india, Bangladesh, Nepal,
Sudao e Brasil, e 0,7 a 1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutanea, com os principais casos
encontrados no Afeganistdo, Argelia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte,
Costa Rica e Peru (ALVAR et al., 2012; MURRAY et al., 2005; STOCKDALE; NEWTON,

2013). A leishmaniose cutanea é, portanto, a forma mais comum da doenca, sendo a
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L. amazonensis uma das espécies causadoras no Novo Mundo (MASPI; ABDOLLI;
GHAFFARIFAR, 2016; MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010).

Os vetores da leishmaniose sdo flebotomineos, insetos dipteros da familia
Psychodidae, pertencentes ao género Lutzomyia (no Novo Mundo: paises das Americas), e ao
género Phlebotomus (no Velho Mundo: paises da Europa, Africa e Asia) (AWASTHI;
MATHUR; SAHA, 2004). Aproximadamente 30 especies ou subespécies de flebotomineos
sdo vetores comprovados da doenca, e mais de 20 espécies de Leishmania conhecidas por
infectar humanos sdo transmitidas pela picada de fémeas de flebotomineos infectadas
(BATES, 2007; REITHINGER et al., 2007). Sendo assim, a transmissdo da leishmaniose
ocorre com o repasto sanguineo do flebotomineo infectado, podendo também ocorrer através
de agulhas e seringas contaminadas, transfusdo, disseminacdo transplacentaria e transplante
de 6rgdos (AKHOUNDI et al., 2016; MURRAY et al., 2005).

Os parasitos do género Leishmania possuem ciclo de vida heteroxénico, vivendo
alternadamente em insetos vetores e hospedeiros vertebrados, que compreendem 0s seres
humanos e outros mamiferos, como roedores, marsupiais e  canideos
(AKHOUNDI et al., 2016; GONTIJO; CARVALHO, 2003). As duas formas evolutivas no
ciclo de vida do protozoario sdo: a promastigota, forma alongada, extracelular e flagelada,
encontrada no inseto vetor, e a amastigota, forma arredondada, intracelular, com um flagelo
que praticamente ndo se estende além do corpo celular, presente em células fagocitarias do
hospedeiro vertebrado (SANTOS et al., 2008; SUNTER, et al., 2019).

O ciclo de transmissdao ocorre quando a fémea do flebotomineo ingere formas
amastigotas de Leishmania durante o repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero
infectado. As condi¢cBes presentes no intestino do inseto, onde ha uma diminuicdo da
temperatura e aumento no pH, desencadeiam o desenvolvimento do parasito no vetor, e as
amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas, passando pela metaciclogénese,
alterando-se para a forma metaciclica infectante. Com um novo repasto sanguineo, 0
flebotomineo transfere estes parasitos ao hospedeiro, e assim as formas promastigotas séo
fagocitadas por células fagocitarias como macrofagos, neutrofilos e células dendriticas, se
diferenciando em formas amastigotas. O ciclo continua quando had uma nova ingestdo de
amastigotas por flebotomineo fémea (BATES, 2007; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR,
2016; MUSKUS; MARIN, 2002).

O tratamento de pacientes acometidos com a leishmaniose é baseado nos antimoniais
pentavalentes antimoniato de meglumina e estibogluconato de sodio, conhecidos como

farmacos de primeira linha, e também nos medicamentos de segunda linha, anfotericina B,
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pentamidina e miltefosina. No entanto, esses farmacos sédo considerados limitados, alem de
apresentarem alta toxicidade, eficacia varidvel, alto custo, sendo ainda um tratamento
invasivo, com longos periodos de administracdo intramuscular ou intravenosa, levando muitas
vezes a desisténcia do tratamento pelos pacientes; portanto, a busca por novas alternativas ao
tratamento atual se faz necessaria (CROFT; COOMBS, 2003; MURRAY et al., 2005;
SANTOS et al., 2008).

Isoxazois sdo compostos heterociclicos que contém atomos de oxigénio e nitrogénio
nas posicoes 1 e 2. Sdo compostos amplamente utilizados na area farmacéutica, uma vez que
possuem propriedades inseticidas, antibacterianas, antifungicas e antitumorais (KUMAR;
JAYAROOPA, 2013). Além disso, a atividade antileishmania dessa classe de compostos ja
foi relatada (DA ROSA et al., 2017; SURYAWANSHI et al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa realizou um screening de diversos compostos contendo
ndcleo isoxazol com potencial atividade antileishmania, e os resultados demonstraram que o
composto sintético 4-[((4-fluorfenil)amino)metil]-5-(4-nitrofenil)-3-[N’-(piridin-2-
ilmetilene)hidrazinecarbonil]-isoxazol (35-a) (Figura 1) é eficaz contra formas promastigotas
de L. amazonensis, apresentando um valor de concentracdo inibitéria de 50% dos parasitos
(Clso) de 12,7 uM. Além disso, o isoxazol 35-a apresentou baixa citotoxicidade frente a
macrofagos J774A.1 e fibroblasto L929, com valores de concentragcdo citotoxica em 50%
(CCso) de 196,1 e 232,1 uM, respectivamente.. Desta forma, estes resultados demonstram que

0 composto 35-a é mais seletivo para o parasito do que para as células de mamiferos.
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Figura 1. Estrutura quimica do composto 4-[((4-fluorfenil)amino)metil]-5-(4-nitrofenil)-3-
[N’-(piridin-2-ilmetilene)hidrazinecarbonil]-isoxazol (35-a).
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Considerando, entdo, que a leishmaniose é uma doenca negligenciada que afeta
milhdes de pessoas em todo o mundo, e que o tratamento disponivel € limitado e
insatisfatorio, a necessidade de se buscar novos compostos que possuem atividade
antileishmania é claramente justificada, a fim de melhorar a eficicia do tratamento. Dessa
forma, este estudo tem como objetivo avaliar as principais alteracdes morfologicas e
ultraestruturais em formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis tratadas com o
isoxazol 35-a, bem como avaliar os mecanismos de acdo de 35-a de modo a identificar as vias

de morte celular induzidas pelo composto sobre L. amazonensis.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Acido folico, carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona (CCCP), cianeto de potéssio
(KCN), 2',7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCFDA), digitonina, dimetilsulfoxido
(DMSO), hemina, miltefosina, monodansilcadaverina (MDC), rodamina 123 (Rh123),
wortmanina e 9-dietilamino-5H-benzo(a)fenoxazina-5-ona (vermelho do Nilo) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Anexina V-FITC, 4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA) e iodeto de propidio (IP) foram obtidos da
Invitrogen (Grand Island, NY, EUA). Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) e soro
fetal bovino (SFB) foram obtidos da Gibco (NY, EUA). Acetato de uranila, cacodilato de
sodio, citrato de chumbo, ferrocianeto de potassio, glutaraldeido, resina Polybed® 812 e
tetroxido de 6smio foram obtidos da Electron Microscopy Sciences (EMS - Hatfield, EUA).
Kit de viabilidade celular luminescente CellTiter-GLO foi obtido da Promega (Madison,

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

2.2 Cultivo de células

Foi utilizada a cepa de L. (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa). Formas
promastigotas foram mantidas em garrafas para cultura de células de 25 cm? contendo meio
Warren (infusdo de cérebro e cora¢do “Difco”, acrescido de hemina e éacido félico —
50 mg mL1) pH 7,4, suplementado com 10% de SFB (inativado a 56 °C, pH 7,4), e incubadas
a 25°C. Para os experimentos com formas promastigotas, estas foram utilizadas na
concentragéo de (1x10° parasitos mL™t), na fase exponencial de crescimento (48 h).

Macrofagos da linhagem J774A.1 (Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil) foram cultivados em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB,
5000 U mL™ de penicilina e 5 mg mL™* de estreptomicina a 37 °C em estufa com atmosfera
umida e tenséo de 5% de didxido de carbono (CO2). Amastigotas intracelulares foram obtidas
de macrofagos J774A.1 infectados com promastigotas e cultivados nas mesmas condigdes que

foram estabelecidas para macréfagos, mas a 34 °C.
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2.3 Substancia

A sintese do isoxazol 35-a foi realizado pela equipe da Prof.? Dr.? Fernanda Andreia
Rosa, do Grupo de pesquisa em Estereoquimica de Compostos Orgéanicos e Docking
Molecular (ECO-DM) do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa.

As solucdes estoques de 35-a foram preparadas assepticamente em DMSO e diluidas
em meio de cultura, de forma que a concentracdo de DMSO nédo excedesse 1% (v/v) nos

experimentos.

2.4 Avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro do isoxazol 35-a em formas

amastigotas intracelulares de L. amazonensis

Para avaliacdo da eficacia de 35-a sobre formas amastigotas intracelulares,
promastigotas  metaciclicas  (5x10° parasitos mL™') e macréfagos J774A.1
(5x10° células mL1) em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB foram dispensados
em laminulas de vidro redondas, dispostas em cada po¢o da placa de 24 pogos por um periodo
de 24 h em estufa com 5% de CO2 a 34 °C. Ap0s a interacdo entre macréfagos e parasitos, 0
composto 35-a foi adicionado em diferentes concentracdes (0,1, 1, 5, 10, 50, 100 uM) e
incubados em estufa de 5% COz a 34 °C por 48 h. Apds o tratamento, as laminulas foram
fixadas com metanol por 20 min, coradas com solugéo de Giemsa 10% e montadas sobre
lamina de vidro com meio de montagem Permount®. A visualizacdo de pelo menos 100
células foi realizada em microscopio 6ptico comum e o indice de sobrevivéncia estabelecido
multiplicando-se o percentual de macrofagos infectados pelo nimero médio de parasitos por
macrofago (MIRANDA et al., 2017). O valor de Clso foi determinado por analise de regresséo

logaritmica dos dados obtidos.

2.5 Avaliagdo das alteracdes morfologicas por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

Para analise das alteragdes morfoldgicas por MEV, promastigotas (1x10° parasitos
mL1) foram tratadas com concentracdes correspondentes ao Clso e 2xClso do composto 35-a
por 72 h a 25 °C. Para visualizacdo de amastigotas intracelulares, macrofagos J774A.1 (5x10°
células mL™) infectados com promastigotas (5x10° parasitos mL™) foram tratados com Clso e
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2xClso de 35-a por 48 h a 34 °C. Apds, as células foram lavadas em tampé&o fosfato-salino
(PBS) e fixadas por imersdo em glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de s6dio 0,1 M por
24 h. Em seguida, os parasitos foram lavados com tampdo cacodilato de sodio 0,1 M e, no
caso das promastigotas, aderidas em suporte (laminula) com poli-L-lisina por 1 h. Depois, 0s
parasitos foram lavados com tampdo cacodilato de sodio 0,1 M e desidratados em
concentragdes crescentes de etanol (30-100%). Os parasitos foram entdo submetidos ao ponto
critico por meio da substituicdo de etanol por CO., metalizados com ouro e visualizados em
microscopio eletrénico de duplo-feixe FEI Scios (SCARIOT et al., 2019).

2.6 Avaliagdo das alteragdes ultraestruturais por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET)

Para andlise das alteracbes ultraestruturais por MET, promastigotas
(1x10° parasitos mL™) foram tratadas com concentracdes correspondentes ao Clso e 2xClso do
composto 35-a por 72 h a 25 °C. Para visualizacdo de amastigotas intracelulares, macrofagos
J774A.1 (5%10° células mL™Y) infectados com promastigotas (5x108 parasitos mL™) foram
tratados com Clso e 2xClsg de 35-a por 48 h a 34 °C. Depois, as células foram fixadas por
imersdo em glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sddio 0,1 M por 24 h. Em seguida,
o0s parasitos foram pos-fixados uma solucdo de 1% de OsOa, 0,8% de Ka[Fe(CN)es] € 10 mM
CaCl2 em 0,1 M de tampdo cacodilato, desidratados em concentragdes crescentes de acetona
(30-100%), incluidos em resina epdxi (Polybed® 812) e polimerizados em estufa a 60 °C por
72 h. Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo, inseridos em grade de cobre,
contrastados com acetato de uranila durante 20 min e citrato de chumbo por 10 min, e por fim
visualizados em microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM 1400 (PAULA et al.,
2020).

2.7 Isolamento de amastigotas de L. amazonensis

Inicialmente, macréfagos J774A.1 foram infectados com promastigotas (10 parasitos
por célula hospedeira) e incubados a 34 °C por 48 h em atmosfera de 5% de CO2. Em seguida,
0s macrofagos infectados foram tratados com 35-a e incubados por 24 h. Apos o periodo de
tratamento, com o auxilio de um cell-scraper, os macréfagos infectados foram removidos,
aspirados com uma seringa e dispensados sob pressao através de uma agulha de calibre 30
para lisar as células. Macrdfagos e amastigotas foram separados por centrifugacéo diferencial



23

(1.000 rpm por 1 min; 5000 rpm por 5 min), o sobrenadante foi coletado e lavado em PBS e
as amastigotas foram submetidas a diferentes ensaios para avaliagdo do mecanismo de agéo de
35-a (RODRIGUES et al., 2019).

2.8 Deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) totais

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram incubadas no escuro com o marcador H.DCFDA (10
UM) por 45 min. H.DCFDA é permeéavel & célula, e com a clivagem por esterases
intracelulares e oxidacdo por ERO, a sonda ndo fluorescente H.DCFDA é convertida ao
produto altamente fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF). A fluorescéncia foi
determinada utilizando leitor de microplacas de fluorescéncia (Victor X3; PerkinElmer) a Aex
= 488 nm e Aem = 530 nm (GARCIA et al., 2013). Adicionalmente, 0 aumento de ERO foi
observado em microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 (Olympus®), e as imagens foram
capturadas em uma camera UC30 (Olympus®). Perdxido de hidrogénio (H202) 50 uM foi

utilizado como controle positivo.

2.9 Deteccdo de oxido nitrico (NO)

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2XClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram incubadas no escuro com o marcador DAF-FM DA
(1 uM) por 30 min. DAF-FM DA ¢ permeavel a célula e € hidrolisado a DAF-FM por
esterases intracelulares, reage com NO e forma um composto triazol que emite fluorescéncia
(KOJIMA et al., 1999). Depois, os parasitos foram lavados e ressuspensos em PBS, e
incubados por 15 min. A fluorescéncia foi determinada utilizando leitor de microplacas de
fluorescéncia (Victor X3; PerkinElmer) a Aex = 495 nm e Aem = 515 nm (LAZARIN-
BIDOIA et al., 2016). H202 (50 uM) foi utilizado como controle positivo.

2.10 Avaliagéo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)
Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h

a 25 e 34 °C, respectivamente, foram incubadas no escuro com a sonda fluorescente que se
acumula na mitocondria, Rh123 (5 pg mL™) por 15 min a 37 °C. Os parasitos foram lavados
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duas vezes e ressuspensos em solucdo salina 0,9%, e incubados por mais 30 min a 37 °C. A
aquisicdo de dados e anéalises foram realizadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-
Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos foi adquirido na
regido previamente estabelecida com o parasito. O desacoplador da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial CCCP (100 uM) foi utilizado como controle positivo (PAULA et al., 2020).

2.11 Avaliacao dos niveis de ATP intracelular

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram lavadas e ressuspensas em PBS. Em placas brancas de
96 pocos, foram adicionados 50 pL de amostra e 50 pL do kit CellTiter-Glo e incubados no
escuro por 10 min (GARCIA et al., 2013). A luminescéncia foi determinada utilizando leitor
de microplacas (SpectraMax® L; Molecular Devices, EUA). KCN (200 uM) foi utilizado

como controle positivo.

2.12 Avaliacgdo de corpos lipidicos

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram incubadas no escuro com vermelho do Nilo
(10 pg mL™), um marcador lipofilico que se associa a moléculas lipidicas neutras, por 30 min.
A fluorescéncia foi determinada utilizando leitor de microplacas de fluorescéncia (Victor X3;
PerkinElmer) a Aex = 485 nm ¢ Aem = 535 nm (VOLPATO et al., 2015). H20, (50 puM) foi

utilizado como controle positivo.

2.13 Avaliagdo do volume celular

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram lavadas e ressuspensas em PBS. A aquisi¢édo de dados e
analises foram realizadas em citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson,
Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research
Institute, La Jolla, CA, EUA). Graficos da densidade (FSC-H) versus a dispersdo (Counts)
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representam a aquisicdo de 30.000 eventos. Miltefosina (40 uM) foi utilizada como controle
positivo (VOLPATO et al., 2018).

2.14 Avaliacdo da exposicado de fosfatidilserina

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram incubadas no escuro com 5 pL de Anexina V- FITC em
100 pL de tampéo de ligacdo (NaCl 140 mM, CaCl, 5 mM, HEPES-Na 10 mM, pH 7,4) por
15 min em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 400 puL de tampé&o de
ligacdo e IP (2 ug mL™). A aquisicdo de dados e analises foram realizadas imediatamente
apos a marcacdo em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ,
EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos foi adquirido na regido previamente
estabelecida com o parasito. Células marcadas com anexina-V (IP positivo ou negativo) foram
consideradas apoptoticas, e células positivas somente para IP foram consideradas necroticas.
Miltefosina (40 pM) foi utilizada como controle positivo (JIMENEZ et al., 2008;
STEFANELLO etal., 2014).

2.15 Avaliacdo da integridade de membrana celular

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram incubadas no escuro com IP (2 pg/mL™) por 5 min. A
ruptura da membrana da célula permite a entrada de IP e sua ligagcdo com os acidos nucleicos.
A aquisicdo de dados e analises foram realizadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph
Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos foi
adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito. Digitonina (40 uM) foi utilizada
como controle positivo (SCARIOT et al., 2017).

2.16 Awvaliagdo de vacuolos autofagicos

Promastigotas e amastigotas intracelulares foram tratadas com Clsg e 2xClsg de 35-a
por 24 h a 25 e 34 °C, respectivamente. Ap0s o0 periodo de tratamento, as células foram
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incubadas no escuro com o marcador fluorescente MDC (0,05 mM) por 1 h a 37 °C. MDC se
acumula em vacuolos autofagicos por aprisionamento de ions e interagdo com os lipidios da
membrana destes vactolos (NIEMANN; TAKATSUKI; ELSASSER, 2000). Todos os
tratamentos também foram avaliados com wortmanina (1 puM), um potente inibidor da
fosfatidilinositol 3-kinase (P13-K), uma familia de enzimas que sdo reguladoras da autofagia
(GUIMARAES; LINDEN, 2004; MENNA-BARRETO, 2019). Ap6s o periodo de incubacio,
os parasitos foram lavados em PBS e a fluorescéncia foi determinada utilizando leitor de
microplacas de fluorescéncia (Victor X3; PerkinElmer) a Aex = 380 nm € Aem = 525 nm.
Adicionalmente, o acumulo de vacuolos autofagicos foi observado em microscépio de
fluorescéncia Olympus BX51 (Olympus®), e as imagens foram capturadas em uma camera
UC30 (Olympus®). Para o controle positivo, os parasitos foram submetidos a estresse por

escassez nutricional, diluindo o meio de cultura em PBS (SCARIOT et al., 2019).

2.17 Avaliagdo de compartimentos &cidos

Promastigotas e amastigotas intracelulares tratadas com Clso € 2xClso de 35-a por 24 h
a 25 e 34 °C, respectivamente, foram incubadas com laranja de acridina (1 ug mL™?) por 15
min a temperatura ambiente. Ap6s o periodo de incubacdo os parasitos foram lavados e
ressuspensos em PBS. Laranja de acridina na forma de monémero emite fluorescéncia verde,
mas quando acumulado em vesiculas &cidas - ambientes de baixo pH - as moléculas de laranja
de acridina sdo protonadas, e a carga elétrica dificulta a saida do marcador para o citoplasma,
formando dimeros emitindo fluorescéncia vermelha (PIERZYNSKA-MACH; JANOWSKI;
DOBRUCKI, 2014). A aquisicdo de dados e andlises foram realizadas em citdmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest
(Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos
foi adquirido na regido previamente estabelecida com o parasito e a razdo entre a
fluorescéncia vermelha e verde foi calculada e relacionada com a quantidade de
compartimentos acidos presentes nas células (THOME et al., 2016). H202 (50 pM) foi

utilizado como controle positivo.

2.18 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * desvio padrdo de, no minimo, trés

experimentos independentes. As andlises estatisticas foram feitas pelo software Prism 8.0.1
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(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Diferencas significativas entre os valores foram analisadas
pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do pos-teste de comparagdes multiplas

de Tukey, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente significativo.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliagdo da atividade antiproliferativa in vitro do isoxazol 35-a em formas

amastigotas intracelulares de L. amazonensis

O isoxazol 35-a exibiu forte atividade contra formas amastigotas intracelulares de
L. amazonensis, com valor de Clso de 0,96 uM (Tabela 1, Fig. 2). O screening de compostos
contendo nucleo isoxazol realizado previamente mostrou valores de CCso de 196,1 uM frente
a macréfagos J774A.1 e de 232,1 uM frente a fibroblastos L929 quando tratados com 35-a.
Desta forma, comparou-se os efeitos citotdxicos sobre estas células e a atividade contra
amastigotas por meio do indice de seletividade (IS), que foi calculado pela razdo CCso/Clso;
os valores obtidos foram de 204,27 para macrofagos e de 241,77 para fibroblastos, o que
indica que o composto 35-a é mais seletivo contra amastigotas intracelulares do que contra

células de mamifero.

Tabela 1. Atividade in vitro do isoxazol 35-a frente a Leishmania amazonensis.

Amastigotas Citotoxicidade Citotoxicidade
Cl /4% h Macro6fagos J774A.1 IS Fibroblastos L929 IS
%0 CCso/48 h CCs0/48 h
35-a 0,96 £ 0,028 196,1 +£8,3 204,27 232,1+6,2 241,77

Os resultados foram expressos em UM, média + desvio padrdo. O indice de seletividade (IS) foi obtido
pela equacdo: 1S=CCs/Clso.
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Figura 2. Microscopia Optica de macrofagos J774A.1 infectados com amastigotas de
Leishmania amazonensis e tratados com 35-a por 48 h. Células ndo tratadas (A). Células
tratadas com 1 uM (B) e 0,1 uM (C) de 35-a. Barras: 10 um.
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3.2 Avaliagdo das alteracdes morfologicas e ultraestruturais em formas promastigotas

de L. amazonensis

Ap0s avaliar a atividade do composto 35-a em L. amazonensis, foram investigadas as
alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais causadas pelo tratamento. A Figura 3 mostra a
morfologia de promastigotas de L. amazonensis na presenga ou auséncia de 35-a. As
fotomicrografias obtidas por MEV mostram promastigotas ndo tratadas com caracteristicas
celulares tipicas, como corpo alongado e flagelo terminal (Fig. 3A-B). Estas caracteristicas
morfologicas foram alteradas em promastigotas tratadas, as quais apresentaram reducdo e
arredondamento do corpo celular, perda de contetudo celular na regido do flagelo e alteracdes
na superficie celular (Fig. 3C- F). A Figura 4 mostra a ultraestrutura de promastigotas de L.
amazonensis na presenca ou auséncia do composto 35-a. As fotomicrografias obtidas por
MET mostraram promastigotas nao tratadas com ultraestrutura normal (Fig. 4A-B). Em
contraste, o composto causou alteracdes ultraestruturais significantes em promastigotas, que
apresentaram inchaco mitocondrial, acimulo de corpos lipidicos e altera¢fes no nucleo, como

desorganizacgdo e rompimento da membrana nuclear (Fig. 4C- F).
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Figura 3. Micrografia de Microscopia Eletronica de Varredura. Alteracdes morfoldgicas em
promastigotas de Leishmania amazonensis tratadas com 35-a por 72 h em concentragdes
correspondentes ao Clsp e 2xClso. Promastigotas nédo tratadas mostrando morfologia normal
(A, B). Promastigotas tratadas com 12,7 uM de 35-a, mostrando redugéo e arredondamento
do corpo celular, extravasamento de conteudo celular na regido do flagelo e alteracdes na
superficie celular (C-E). Promastigotas tratadas com 25,4 uM de 35-a, mostrando reducéo e
arredondamento do corpo celular, perda de conteddo celular e alteragbes na superficie
celular (F). Barras: 10 um (A, C), 5 um (B, D), 2 um (E), 4 pm (F).
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Figura 4. Micrografia de Microscopia Eletronica de Transmissdo. Alteracfes ultraestruturais
em promastigotas de Leishmania amazonensis tratadas com 35-a por 72 h em concentracfes
correspondentes ao Clso e 2XClso. Promastigotas ndo tratadas com estruturas celulares tipicas
(c: Cinetoplasto; f: Flagelo; n: Nucleo; m: Mitocdndria) (A, B). Promastigotas tratadas com
12,7 uM de 35-a, mostrando acumulo de corpos lipidicos (*), inchagco mitocondrial (#) e
alteracbes no nucleo (<) (C-E). Promastigotas tratadas com 25,4 uM de 35-a, mostrando
alterac6es no nucleo (F). Barras: 1 um (A), 0,5 um (B, C, E, F), 0,2 um (D).

3.3 Avaliacao das alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais em formas amastigotas de

L. amazonensis

Por meio das fotomicrografias obtidas por MEV, foi possivel observar amastigotas

com morfologia tipica, e que o tratamento com 35-a provocou reducdo no numero de
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amastigotas intracelulares (Fig. 5). Por MET, observou-se amastigotas dentro do vactolo

parasitoforo dos macréfagos, e verificou-se que, apds o tratamento com 35-a, ocorreram

alteracdes como aumento de vacuolos autofagicos e acumulo de corpos lipidicos nos parasitos
(Fig. 6).

Figura 5. Micrografia de Microscopia Eletrénica de Varredura. Alteragdes morfologicas em
amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis tratadas com 35-a por 48 h em
concentragfes correspondentes ao Clsp e 2xClsp. Amastigotas ndo tratadas mostrando
morfologia normal (A, B). Amastigotas tratadas com 0,96 uM de 35-a (C-E). Amastigotas
tratadas com 1,92 uM de 35-a (F). Barras: 10 um (A-D, F), 5 um (E).



33

Figura 6. Micrografia de Microscopia Eletronica de Transmissdo. AlteracGes ultraestruturais
em amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis tratadas com 35-a por 48 h em
concentragOes correspondentes ao Clso e 2xClsp. Amastigotas nédo tratadas com estruturas
celulares tipicas (er: Reticulo endoplasmatico; g: Complexo de Golgi; n: Nucleo; m:
Mitocondria) (A, B). Amastigotas tratadas com 0,96 pM pM de 35-a, mostrando acimulo de
corpos lipidicos (*) e aumento de vacutolos autofagicos (>) (C-E). Amastigotas tratadas com
1,92 uM de 35-a, mostrando acumulo de corpos lipidicos (*) e aumento de vacuolos
autofagicos () (F). Barras: 1 um (A-C), 0,5 um (D- F).
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3.4 Deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) totais

O conteudo de ERO foi avaliado por microscopia de fluorescéncia e fluorimetria,
utilizando o marcador néo fluorescente H.DCFDA. O tratamento com 35-a levou a um
aumento significativo de ERO totais em promastigotas (Fig. 7A) e amastigotas (Fig. 7A’) em
comparacdo com o grupo controle. Em promastigotas, esse aumento foi de 168% quando
tratadas com Clso e 319% quando tratadas com 2xClso de 35-a (Fig. 7B). Em amastigotas, o
aumento foi de 402% e 475% quando tratadas com Clso e 2xClso de 35-a, respectivamente
(Fig. 7B"). H20> também causou aumento de ERO totais nas células em 220% e 180%, em

promastigotas e amastigotas, respectivamente.
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Figura 7. Espécies reativas de oxigénio em parasitos de Leishmania amazonensis tratados
com 35-a por 24 h em concentragdes correspondentes ao Clsg e 2xClsp, utilizando a sonda néo
fluorescente H.DCFDA. (A, B) promastigotas; (A’, B’) amastigotas. (A, A’) Imagens de
microscopia de fluorescéncia: (a, a’) parasitos ndo tratados, (b, b") parasitos tratados com
50 uM de H202, (c, ¢’) parasitos tratados com Clso de 35-a, (d, d') parasitos tratados com
2%Clso de 35-a. Barras: 20 um. (B, B’) Intensidade da fluorescéncia obtida por fluorimetria.
*P < 0,05 indica diferencas significativas em relacdo ao grupo controle.
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3.5 Deteccdo de 6xido nitrico (NO)

Como foi observado um aumento de ERO totais nos parasitos ap0s o tratamento com
35-a, foi avaliado o contetido de NO por meio do marcador DAF-FM DA, a fim de investigar
se 0 composto também causaria aumento de espécies reativas de nitrogénio (ERN). O
tratamento com 35-a promoveu um aumento expressivo nos niveis de NO em promastigotas,
de 4,5 vezes quando tratadas com Clsg e de 4,8 vezes quando tratadas com 2xClso de 35-a,
comparado ao grupo controle (Fig. 8A). O aumento de NO ocorreu também em amastigotas
tratadas, o qual foi de 1,4 vez e 1,5 vez com o tratamento com Clsg e 2xClso de 35-a,
respectivamente (Fig. 8B). Do mesmo modo, H202 desencadeou aumentou dos niveis de NO

nas células de 7,1 vezes e 1,5 vez em promastigotas e amastigotas, respectivamente.
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Figura 8. Oxido nitrico em parasitos de Leishmania amazonensis tratados com 35-a por 24 h
em concentragdes correspondentes ao Clso e 2xClsg, utilizando a sonda DAF-FM DA. (A)
promastigotas; (B) amastigotas. H20 (50 pM) foi utilizado como controle positivo. *P < 0,05
indica diferencas significativas em relagdo ao grupo controle.

3.6 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

O A¥m foi avaliado por citometria de fluxo utilizando o marcador Rh123. Os
histogramas mostram que os tratamentos provocaram uma diminuigdo na intensidade de
fluorescéncia total de Rh123, tanto em promastigotas (Fig. 9A), quanto em amastigotas (Fig.
9A), indicando despolarizacdo mitocondrial. Essa diminuicdo foi de 30% e 41% para
promastigotas tratadas com Clsg e 2xClsg de 35-a, respectivamente (Fig. 9B). J& em

amastigotas, a reducdo do A¥m foi de 71% e 70% quando tratadas com Clsg e 2xClsg de 35-a,
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respectivamente (Fig. 9B’). CCCP também causou despolarizagdo mitocondrial, induzindo

uma diminui¢do do A¥Wm de 52% em promastigotas e 63% em amastigotas.
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Figura 9. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em parasitos de Leishmania
amazonensis tratados com 35-a por 24 h em concentragcfes correspondentes ao Clsg e 2xClso,
utilizando marcagdo com Rh123. (A, B) promastigotas; (A’, B’) amastigotas.
(A, A’) Histogramas: (a) parasitos tratados com 100 uM de CCCP, (b) parasitos tratados com
Clso e 2xClgo de 35-a. (B, B’) Intensidade da fluorescéncia. *P < 0,05 indica diferengas
significativas em relacdo ao grupo controle.

3.7 Avaliagdo dos niveis de ATP intracelular

O kit CellTiter-Glo foi utilizado para quantificar ATP. Promastigotas tratadas com
Clso de 35-a apresentaram um aumento significativo de ATP intracelular de 35%, mas uma
diminuicdo de 40% quando tratadas com 2xClso (Fig. 10A). J& em amastigotas, o tratamento
com 35-a causou uma diminui¢do nos niveis de ATP intracelular de 83% e 86% com Clsg €
2%xClso, respectivamente, em relagdo ao controle negativo (Fig. 10B). KCN, inibidor do
complexo citocromo-oxidase da cadeia respiratoria de elétrons, levou a diminuicéo de 24% e

80% dos niveis de ATP em promastigotas e amastigotas, respectivamente.
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Figura 10. Avaliagdo dos niveis de ATP intracelular em parasitos de Leishmania
amazonensis tratados com 35-a por 24 h em concentracfes correspondentes ao Clsg e 2xClso.
(A) promastigotas; (B) amastigotas. KCN (200 pM) foi utilizado como controle positivo.
*P < 0,05 indica diferencas significativas em rela¢do ao grupo controle.

3.8 Avaliacao de corpos lipidicos

O corante vermelho do Nilo foi usado para detectar o acimulo de corpos lipidicos. Os
resultados revelam um aumento significativo de corpos lipidicos em promastigotas e
amastigotas tratadas com o composto 35-a, em comparacdo com células ndo tratadas. O
aumento foi de 4,9 vezes e de 7,0 vezes em promastigotas tratadas com Clso e 2xClso de 35-a,
respectivamente (Fig. 11A). JA em amastigotas, esse aumento foi de 2,2 vezes e 3,8 vezes
apos o tratamento com Clso e 2xClsg de 35-a, respectivamente (Fig. 11B). Da mesma forma,
H>O2 promoveu acumulo de corpos lipidicos nos parasitos, exibindo aumento da

fluorescéncia de 4,8 vezes em promastigotas e 2,8 vezes em amastigotas.
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Figura 11. Corpos lipidicos em parasitos de Leishmania amazonensis tratados com 35-a por
24 h em concentracdes correspondentes ao Clso e 2xClsp, utilizando o corante vermelho do
Nilo. (A) promastigotas; (B) amastigotas. H202 (50 uM) foi utilizado como controle positivo.
*P < 0,05 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo controle.

3.9 Avaliacdo do volume celular

O volume das células foi avaliado por citometria de fluxo. Ocorreu uma diminuicdo
significativa no volume celular, de 57% e de 66%, de promastigotas tratados com Clso €
2xClsp de 35-a, respectivamente, comparado ao grupo controle (Fig. 12A). O mesmo foi
observado em amastigotas, que apresentaram reducdo no volume celular em 50% e 49%
quando tratadas com Clso e 2xClso de 35-a, respectivamente (Fig. 12B). O tratamento com
miltefosina também levou a diminui¢do do volume celular, de 69% e 74% em promastigotas e

amastigotas, respectivamente.
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Figura 12. Volume celular de parasitos de Leishmania amazonensis tratados com 35-a por 24
h em concentragOes correspondentes ao Clso e 2xClso. (A) promastigotas; (B) amastigotas.
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Miltefosina (40 pM) foi utilizada como controle positivo. *P < 0,05 indica diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle.

3.10 Avaliagdo da exposigdo de fosfatidilserina

Anexina V-FITC foi utilizada para avaliar a externalizacdo da fosfatidilserina, um
fosfolipidio que se expbe na superficie das células que sofrem apoptose (BOUCHIER-
HAYES et al., 2009). Pelo grafico de pontos, é possivel verificar que promastigotas
apresentaram um aumento na porcentagem de células anexina-V positivas (representadas nos
quadrantes superiores e inferiores direitos) de 11,0 e 10,8 vezes com o tratamento com Clso
(Fig. 13Ac) e 2xClso (Fig. 13Ad) de 35-a, respectivamente, sugerindo que o isoxazol 35-a
induziu um processo semelhante a apoptose em promastigotas. Ja em amastigotas, o aumento
da porcentagem das células anexina-V positivas ndo foi significativo (Fig. 13A'c e Fig.
13A'd). O tratamento com miltefosina levou a um aumento de 16,4 e 2,0 vezes na
porcentagem de células anexina-V positivas em relacdo ao controle ndo tratado, em

promastigotas (Fig. 13Ab) e amastigotas (Fig. 13A'b), respectivamente.
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Figura 13. Avaliacdo da exposicdo de fosfatidilserina em parasitos de Leishmania
amazonensis tratados com 35-a por 24 h em concentragcfes correspondentes ao Clsg e 2xClso,
utilizando marcagdo com Anexina V-FITC e IP. (A, B) promastigotas; (A’, B’) amastigotas.
(A, A’) Gréficos de pontos: (a) parasitos ndo tratados, (b) parasitos tratados com 40 uM de
miltefosina, (c) parasitos tratados com Clso de 35-a, (d) parasitos tratados com 2xClso de 35-
a. (B, B’) Porcentagem de celulas Anexina-V positivas. *P < 0,05 indica diferencas
significativas em relagéo ao grupo controle.

3.11 Avaliago da integridade de membrana celular

A integridade da membrana das células foi avaliada utilizando marcacdo com IP. Os
gréficos de pontos mostram um aumento na porcentagem de células IP-positivas (representada
pelos quadrantes superiores esquerdo e direito) quando tratadas com 35-a em comparacao
com o grupo controle, indicando ruptura da membrana celular. Em promastigotas, a
intensidade de fluorescéncia de IP aumentou em 13,3 vezes e 39,9 vezes com o tratamento

com Clso (Fig. 14Ac) e 2xClsp (Fig. 14Ad) de 35-a, respectivamente. Em amastigotas, esse
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aumento foi de 3,4 vezes para o tratamento com Clsg (Fig. 14A'c) e de 3,9 vezes para 0
tratamento com 2xClso (Fig. 14A'd) de 35-a. Da mesma forma, o controle positivo
(digitonina) induziu o aumento na fluorescéncia, de 62,9 vezes e 11,9 vezes em promastigotas

(Fig. 14AD) e amastigotas (Fig. 14A'Db), respectivamente.
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Figura 14. Avaliacdo da integridade de membrana celular em parasitos de Leishmania
amazonensis tratados com 35-a por 24 h em concentragcOes correspondentes ao Clsg e 2xClso,
utilizando marcagdo com IP. (A, B) promastigotas; (A’, B’) amastigotas. (A, A’) Graficos de
pontos: (a) parasitos ndo tratados, (b) parasitos tratados com 40 puM de digitonina,
(c) parasitos tratados com Clso de 35-a, (d) parasitos tratados com 2xClso de 35-a.
(B, B’) Porcentagem de células IP positivas. *P < 0,05 indica diferencas significativas em
relacdo ao grupo controle.

3.12 Avaliagéo de vacuolos autofagicos

A avaliacdo de vacutolos autofagicos foi realizada por microscopia de fluorescéncia e

fluorimetria, utilizando o marcador fluorescente MDC. Observa-se que houve um aumento
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significativo de vacuolos autofagicos em promastigotas (Fig. 15A) e amastigotas (Fig. 15A")
tratadas com 35-a, em comparagdo com o grupo controle. Em promastigotas, esse aumento foi
de 4,2 vezes quando tratadas com Clso (Fig. 15Ac) e 10,6 vezes quando tratadas com 2xClsg
de 35-a (Fig. 15Ad), alem de que o controle positivou promoveu um aumento de 4,5 vezes na
formacéo de vacuolos autofagicos (Fig. 15Ab). Este efeito foi prevenido com o inibidor da
autofagia, wortmanina, que inibiu a formacéo de vacutolos autofagicos em 66, 50 e 80% nas
promastigotas tratadas com controle positivo (Fig. 15Ab’), Clso (Fig. 15Ac’) e 2xClso
(Fig. 15Ad’). Em amastigotas, o tratamento com o isoxazol 35-a provocou aumento de
vacuolos autofégicos de 2,0 vezes e 2,2 vezes com Clsg (Fig. 15A'c) e 2xClso (Fig. 15A'd); do
mesmo modo, o controle positivo levou a um aumento de 1,8 vez (Fig. 15A'b). Wortmanina
preveniu a formacdo de vacuolos autofagicos em 18, 34 e 49% nas amastigotas tratadas com
controle positivo (Fig. 15A'b’), Clso (Fig. 15A'c’) e 2xClso (Fig. 15A'd’).
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Figura 15. Vaculolos autofagicos em parasitos de Leishmania amazonensis tratados com 35-a
por 24 h em concentracGes correspondentes ao Clso e 2xClsg, utilizando marcacdo com MDC.
Parasitos incubados com PBS e na auséncia de soro foram utilizados como controle positivo.
(A, B) promastigotas; (A’, B’) amastigotas. (A, A’) Imagens de microscopia de fluorescéncia:
(a) parasitos néo tratados, (a’) parasitos ndo tratados mais wortmanina, (b) controle positivo,
(b") controle positivo mais wortmanina, (c) parasitos tratados com Clso de 35-a, () parasitos
tratados com Clso de 35-a mais wortmanina, (d) parasitos tratados com 2xClsg de 35-a,

(d’) parasitos tratados com 2xClsg

de 35-a mais wortmanina.

Barras: 20 pm.

(B, B’) Intensidade da fluorescéncia obtida por fluorimetria. *P < 0,05 indica diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle. #P < 0,05 indica diferencas significativas entre os

grupos com e sem wortmanina.
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3.13 Avaliacdo de compartimentos acidos

A presenca de vacuolos acidos foi avaliada utilizando o marcador laranja de acridina.
Nota-se pelos graficos de pontos que a populacdo de células estd concentrada no quadrante
inferior direito, j& que o marcador intercala com DNA, emitindo fluorescéncia verde. Esse
perfil é alterado apds o tratamento com 35-a, sendo possivel observar um aumento de celulas
no quadrante superior direito, indicando aumento na emissao da fluorescéncia vermelha, em
consequéncia ao aumento de compartimentos acidos nas células. Em promastigotas, a razdo
da fluorescéncia vermelha/verde aumentou 6,1 vezes com o tratamento com Clso (Fig. 17Ac)
e 8,4 vezes com o tratamento com 2xClso (Fig. 17Ad) de 35-a. Em amastigotas, esse aumento
foi de 1,6 vezes e 1,9 vezes com o tratamento com Clsg (Fig. 17A'c) e 2xClso (Fig. 17A'd) de
35-a, respectivamente, indicando aumento de vacuolos &cidos nas células tratadas com o

composto.
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Figura 16. Avaliacdo de vacuolos &cidos em parasitos de Leishmania amazonensis tratados
com 35-a por 24 h em concentragdes correspondentes ao Clso e 2xClsp, utilizando marcagéo
com laranja de acridina. (A, B) promastigotas; (A’, B’) amastigotas. (A, A’) Graficos de
pontos: (a) parasitos ndo tratados, (b) parasitos tratados com 50 puM de H20,, (c) parasitos
tratados com Clso de 35-a, (d) parasitos tratados com 2xClsp de 35-a. (B, B’) Razdo da
fluorescéncia vermelho/verde nas células. *P < 0,05 indica diferencas significativas em
relacdo ao grupo controle.
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4 DISCUSSAO

Diversas pesquisas vém sendo realizadas buscando o desenvolvimento de novos
farmacos e novas estratégias para o tratamento de pacientes com leishmaniose (CARLOTO et
al., 2022; FERNANDES et al., 2021; MENDONCA et al., 2019; VOLPATO et al., 2013). No
entanto, a alta toxicidade, efeitos colaterais graves, dificuldade de administracéo e resisténcia
aos farmacos utilizados no tratamento dos pacientes (ROATT et al., 2020; TIUMAN et al.,
2011) evidenciam a necessidade da busca por novos compostos mais eficazes e seguros.
Tendo em vista que a toxicidade elevada é um grande problema associado ao tratamento de
pacientes com a doenca, a investigacdo da toxicidade dos compostos com atividade
antileishmania em células do hospedeiro € importante (NUNES et al., 2021). Estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram a eficacia do isoxazol 35-a em
promastigotas de L. amazonensis. Os resultados obtidos mostraram que 35-a apresentou baixa
citotoxicidade frente a macrofagos J774A.1 e a fibroblastos L929. Por esse motivo, o presente
estudo buscou investigar o mecanismo de acdo de 35-a em L. amazonensis e identificar as
vias de morte celular induzidas pelo composto frente as duas formas morfoldgicas do
protozoario.

Embora parasitos de Leishmania possam interagir e infectar diversos tipos de células
do hospedeiro vertebrado, macréfagos se destacam por serem importantes células hospedeiras
nas quais os parasitos se proliferam (HANDMAN; BULLEN, 2002; LIU; UZONNA, 2012).
Além das formas promastigotas, outra principal forma morfoldgica é a amastigota, encontrada
em células fagociticas, principalmente macrofagos (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).
Sendo assim, inicialmente foi realizada a avaliagéo da atividade antiproliferativa do composto
35-a em formas amastigotas de L. amazonensis presentes no ambiente intracelular de
macrofagos J774A.1. Os resultados mostraram que o composto € altamente seletivo contra
amastigotas intracelulares, além de que a atividade de 35-a em amastigotas foi ainda maior do
que contra formas promastigotas. A diferenca na suscetibilidade a substancias leishmanicidas
entre formas promastigotas e amastigotas ja foi observada em outros estudos (AMARAL et
al.,, 2019; MIRANDA et al., 2017). Ademais, € um resultado interessante, visto que as
amastigotas sdo as formas clinicas mais relevantes. Baseado nisso, foram investigadas as vias
de morte celular induzidas pelo composto sobre L. amazonensis.

Avaliou-se o efeito do isoxazol 35-a na morfologia e ultraestrutura dos parasitos
através da MEV e MET. As analises de MEV evidenciaram a diminuicdo no nimero de

amastigotas intracelulares nos macréfagos; ja promastigotas tratadas apresentaram diminuicao
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do volume celular, extravasamento de contetdo intracelular e alteracbes em sua superficie.
Por MET, foram verificadas alteragBes estruturais como aumento de corpos lipidicos,
alteracdes no nucleo e inchaco mitocondrial em promastigotas tratadas. O acimulo de corpos
lipidicos também foi uma consequéncia do tratamento com 35-a em amastigotas, sendo que
nestas formas também foi ressaltado o aumento de vaclolos autofagicos. Alteragdes
semelhantes j& foram visualizadas em outros estudos (BORTOLETI et al., 2022; GARCIA et
al., 2017; PAULA et al., 2021).

A atividade de compostos nitroaromaticos em tripanossomatideos ja foi relatada
previamente (MENDONCGCA et al., 2019; NOCENTINI et al., 2019; DIN et al., 2014). Um
composto nitroaromatico é aquele que contém um ou mais grupos nitro diretamente ligados a
um anel aromatico, sendo que um modo de acdo de tais compostos é por meio da producéo de
ERO (KOVACIC; SOMANATHAN, 2014; PATTERSON; WYLLIE, 2014). Sendo assim, o
isoxazol 35-a € um composto nitroaromatico, e o conteddo de ERO nos parasitos tratados
com o composto foi entéo avaliado por fluorimetria.

As ERO sdo geradas por todas as células aerébias como subprodutos de processos
fisiolégicos normais, de reacfes do metabolismo e em resposta a diversos estimulos, sendo a
cadeia respiratéria mitocondrial a principal fonte de ERO. Essas moléculas, em niveis
fisioldgicos, possuem um papel importante no metabolismo celular e sinalizagdo; por outro
lado, quando produzidas em excesso, ou quando as defesas celulares ndo conseguem
metaboliza-las, ocorrem danos celulares por meio do estresse oxidativo (FLEURY;
MIGNOTTE; VAYSSIERE, 2002; JUAN et al., 2021; STARKOV, 2008; VENDITTI;
STEFANO; MEO, 2013). ERN sdo compostos derivados do NO que também estdo
relacionados a regulacéo fisioldgica das células, porém altos niveis de ERN podem induzir o
estresse nitrosativo (MARTINEZ; ANDRIANTSITOHAINA, 2009). A analise do contelido
de ERO totais e NO mostraram que o isoxazol 35-a promoveu aumento significativo dessas
moléculas em promastigotas e amastigotas tratadas. Um radical livre contém um ou mais
elétrons desemparelhados, podendo reagir com outras moléculas, doando seu elétron
desemparelhado, ou retirando-o da outra molécula de modo a aumentar sua estabilidade.
Sendo assim, ERO e ERN podem ser nocivas a diversas macromoléculas bioldgicas, como
lipideos, proteinas e acidos nucleicos (CZARNA; JARMUSZKIEWICZ, 2006; MARTINEZ;
ANDRIANTSITOHAINA, 2009), provocando danos diretamente na mitocéndria e na célula
(KOWALTOWSKI, 2000).

Enguanto centenas de mitocéndrias podem ser encontradas em células de mamiferos,

em tripanossomatideos esta organela é uma estrutura Unica, de forma tubular que se estende
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pelo corpo da célula. Na matriz mitocondrial, e perpendicular ao eixo do flagelo, encontra-se
o0 cinetoplasto, estrutura em formato de disco que contém o DNA do cinetoplasto (kDNA),
composto por uma rede de moléculas circulares - maxicirculos e minicirculos - sendo a
estrutura mais incomum da organela (FIDALGO; GILLE, 2011; MENNA-BARRETO,;
CASTRO, 2014; TOMAS; CASTRO, 2013). Em organismos que possuem uma (nica
mitocondria, sua sobrevivéncia depende do funcionamento adequado da mesma, e a
manutengdo do AWYm ¢ essencial para a sobrevivéncia das células; além disso, as
caracteristicas da mitocondria dos tripanossomatideos a torna um alvo promissor para o
desenvolvimento de novos farmacos contra parasitos de Leishmania (FIDALGO; GILLE,
2011). De fato, trabalhos que utilizaram analise por microscopia eletronica e avaliagdo do
A¥m mostraram que substancias com atividade em L. amazonensis afetaram a mitocondria
dos parasitos (BRITTA et al., 2014; FONSECA-SILVA et al., 2011; RODRIGUES et al.,
2019). A avaliagdo do A¥m indicou que 35-a causou despolarizacdo mitocondrial em
parasitos de L. amazonensis, e imagens de MET mostraram inchago mitocondrial em
promastigotas. A perda do A¥Ym ¢ uma caracteristica de morte tipo apoptose em
tripanossomatideos patogénicos (MENNA-BARRETO, 2019).

Mitocdndrias geram ATP pela FoF1-ATP sintase utilizando a forga préton-motriz,
composta pelo gradiente de pH mitocondrial e pelo A¥m (PERRY et al., 2011), sendo entdo o
A¥Ym um componente importante para a sintese de ATP. Além disso, quando o A¥Ym ndo
retorna ao valor normal, nas mitocondrias despolarizadas a ATP sintase exibe atividade de
ATPase, hidrolisando ATP (CHINOPOULOS, 2011; ZOROVA et al., 2018), o que explicaria
a diminuigdo nos niveis de ATP observados nos parasitos tratados com 35-a. No entanto, um
estudo de Zamaraeva e colaboradores (2005) sugeriu que a elevacdo do nivel de ATP
citosélico € um pré-requisito para o processo de morte celular por apoptose, 0 que poderia
explicar o aumento nos niveis de ATP que foi verificado em promastigotas tratadas com Clso
de 35-a (ZAMARAEVA et al., 2005). Normalmente, as células mantém niveis estaveis de
ATP/ADP intracelular ¢ A¥m para o funcionamento normal da célula; uma perturbacéo
prolongada desses fatores poderia entdo comprometer a viabilidade celular, causando sérias
consequéncias (ZOROVA et al., 2018).

A relacdo entre mitocondrias e espécies oxidantes pode ser reciproca: a disfuncéo
mitocondrial pode resultar na ruptura na homeostase de ERO e ERN, mas o conteudo elevado
de ERO e ERN também pode acarretar na disfuncdo mitocondrial (VAMECQ et al., 2012). O
DNA mitocondrial é um alvo critico de danos oxidativos, podendo inclusive amplificar o
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estresse oxidativo levando a um ciclo de producdo de ERO e desregulacdo de organelas que
eventualmente desencadeia a apoptose (GUO et al., 2013).

Pode-se dizer que as duas principais formas de conjuntos lipidicos macromoleculares
associados a sistemas biologicos sdo as bicamadas lipidicas das membranas celulares e 0s
corpos lipidicos (MURPHY, 2001). Corpos lipidicos sdo organelas dindmicas que consistem
em um nucleo de lipideos neutros circundados por uma monocamada de fosfolipideos e
proteinas integrais e periféricas, e possuem um papel importante na homeostase lipidica e
energética (OLOFSSON et al., 2009; OLZMANN; CARVALHO, 2019). No entanto, em
condicGes de estresse celular, uma das adaptagdes da célula é aumentar a producdo de corpos
lipidicos: sua biogénese pode ser induzida em resposta ao excesso de lipideos na célula, ao
estresse oxidativo e nutricional e outras situaces de desequilibrio energético e redox; em
resposta ao estresse oxidativo na célula, corpos lipidicos podem se acumular de modo a
proteger membranas de reacdes de peroxidacdo e promover um suprimento de lipideos a
longo prazo para obtencdo de energia e sobrevivéncia celular (HENNE; REESE;
GOODMAN, 2018; JARC; PETAN, 2019). O acumulo destas organelas foi revelado por
meio de marcacdo com vermelho do Nilo em promastigotas e amastigotas tratadas com 35-a,
que pode ter sido causada em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo composto.
Ademais, o rapido acumulo de corpos lipidicos no citoplasma € uma caracteristica de
apoptose (BOREN; BRINDLE, 2012).

Reducéo e arredondamento celular sdo aspectos morfoldgicos associados a apoptose
(SHAHA, 2006). Estas alteracdes foram observadas em promastigotas tratadas com 35-a por
meio de analise de MEV. A diminui¢do do volume das células foi confirmada por citometria
de fluxo em promastigotas e amastigotas tratadas com o composto. Outra caracteristica de
morte celular por apoptose é a externaliza¢do da fosfatidilserina, que é translocada do folheto
interno da membrana plasmaética para o folheto externo da bicamada lipidica (BOUCHIER-
HAYES et al., 2009; MENNA-BARRETO, 2019; SHAHA, 2006). Este efeito foi observado
apos tratamento com o isoxazol 35-a em promastigotas.

A ruptura da membrana plasmatica foi observada nos parasitos tratados com 35-a por
marcacdo com IP, sendo uma caracteristica de morte celular por necrose; o estresse oxidativo
em tripanossomatideos pode estar relacionado também a necrose: dependendo dos niveis de
ERO produzidas, pode ocorrer lise do protozoario e consequente morte por necrose
(MENNA-BARRETO, 2019). Elevado conteudo de ERO e danos na membrana celular foram
observados em estudos anteriores (BORTOLETI et al., 2022; LAZARIN-BIDOIA et al.,
2016).
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Autofagia € um processo de degradacdo celular regulado para degradar organelas
disfuncionais e grandes moléculas citosélicas por meio de vesiculas de dupla membrana, 0s
autofagossomos, que direcionam a carga para degradacdo lisossomal, sendo que a geracédo de
ERO pode estimular também a autofagia (DUNN et al., 2015; HE et al., 2017). A analise
ultraestrutural € uma ferramenta importante para a caracterizacdo de fendtipos autofagicos, e a
observacgdo da presenca de grandes vacuolos e organelas danificadas em tripanossomatideos
podem indicar que um processo semelhante a autofagia esteja ocorrendo nessas células
(MENNA-BARRETO, 2019; SOUZA; RODRIGUES, 2009). De fato, tripanossomatideos
também possuem um sistema autofagico funcional que parece ser essencial para a
diferenciacdo e sobrevivéncia do parasito (SMIRLIS et al., 2010). No entanto, no caso de
extensa atividade autofagica que destréi grande parte do citosol e das organelas, pode haver
um colapso total das funcgdes celulares (GOZUACIK; KIMCHI, 2007). O aumento de
vacuolos autofagicos em L. amazonensis induzido por 35-a foi revelado por marcagdo com
MDC. Wortmanina inibiu a fluorescéncia parcialmente, indicando que o0 aumento da
fluorescéncia de MDC foi pela formacdo de vacuolos autofagicos. Esse efeito pode ter sido
causado em resposta ao aumento do conteddo de ERO, como ja observado em outros estudos
(BORTOLETI et al., 2022; LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).

Além do aumento de vacuolos autofagicos, o tratamento com 35-a induziu 0 aumento
de outros compartimentos acidos, como os acidocalcissomos. Estas organelas em geral
possuem estrutura esférica e se encontram distribuidas pelas células, mas preferencialmente
perto da porcdo central ou do vaclolo contratil; acidocalcissomos estdo envolvidos no
armazenamento de célcio, ferro, sédio, magnésio, zinco, compostos fosfatados, além de serem
importantes na manutencdo da homeostase do pH intracelular e na osmorregulacéo frente ao
estresse osmotico (DOCAMPO et al., 2005; MIRANDA et al.,, 2004; RODRIGUES;
GODINHO; SOUZA, 2014). O aumento dessas organelas pode ser devido a perturbacdo da
homeostase da célula provocada pelo composto.

Diante do exposto, foi possivel concluir que o isoxazol 35-a possui forte atividade
seletiva contra formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis. O mecanismo de acdo de
35-a foi investigado por meio de analises ultraestruturais, morfoldgicas e bioquimicas, e 0s
resultados sugerem que o composto desregula a homeostase do sistema redox do protozoario,
culminando na morte dos parasitos por eventos semelhante a apoptose e processos
autofagicos. Sendo assim, os resultados obtidos foram promissores e apoiam o uso do
isoxazol 35-a em novos estudos pré-clinicos como um potencial candidato ao tratamento de

pacientes acometidos com a leishmaniose.
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