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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta por um resumo, abstract, e um artigo cientifico com os
principais resultados obtidos durante o mestrado. O artigo descreve a avaliagdo da
atividade, citotoxicidade e do mecanismo de acdo de duas substancias sintéticas frente a
forma promastigota do protozoario Leishmania amazonensis. O artigo cientifico sera

submetido a revista Drug Development Reserch.



RESUMO

As leishmanioses sdo ocasionadas por protozoarios do género Leishmania e atingem
milhGes de pessoas em todo 0 mundo. S&o consideradas doencas negligenciadas que
afetam principalmente individuos em regibes tropicais e subtropicais. Esta doenca
apresenta diferentes manifestacoes clinicas dependendo da espécie do protozoario e do
estado imunoldgico do paciente acometido, como cutanea, mucocuténea e visceral. Os
farmacos atualmente disponiveis para o tratamento dessa infeccdo apresentam limitacoes,
como alta toxicidade, reacBes adversas e longo periodo de intervencdo terapéutica.
Inimeras pesquisas, em diversos modelos experimentais tém buscado desenvolver
agentes quimioterapicos mais eficazes e menos toxicos contra esses protozoarios. Nesse
sentido, o presente estudo, buscou avaliar a atividade antileishmania de dois novos
dicalcogenetos, TZ4C e TZ3D, além de seus possiveis mecanismos de acdo em formas
promastigotas de Leishmania amazonensis. Ambas as substancias, TZ4C e TZ3D,
apresentaram atividade contra as formas promastigotas (Clso= 2,35 e 12,59 uM,
respectivamente), assim como para as formas amastigotas (Clso= 3,50 e 6,58 uM,
respectivamente). Além disso, as substancias demonstraram ter seletividade para o
parasito quando analisada a sua citotoxicidade em macrofagos J774A-1. Ademais, as
analises por microscopia eletrdnica e os ensaios de mecanismos de acdo investigados nas
formas promastigotas com ambas as substancias demonstraram despolarizacéo
mitocondrial. Esse fen6meno, possivelmente conduziu a alteracbes nos niveis
intracelulares de ATP, resultando no aumento de espécies reativas e peroxidacao lipidica,
0 que levou os parasitos ao estresse oxidativo. Adicionalmente, os tratamentos induziram
a alteracbes na integridade da membrana plasmatica, acimulo de corpos lipidicos,
alterac@es no ciclo celular e externalizagéo de fosfatidilserina. Sendo assim, os resultados
indicam que TZ4C e TZ3D podem agir provocando no protozoario alteracdes
caracteristicas de morte celular semelhante a apoptose.

Palavras-chave: Leishmaniose; Dicalcogenetos; Mecanismo de ac¢ao; Estresse oxidativo;
Apoptose;



ABSTRACT

Leishmaniases are caused by protozoa of the genus Leishmania and affect millions of
people worldwide. They are considered neglected diseases that primarily impact
individuals in tropical and subtropical regions. This disease presents different clinical
manifestations depending on the protozoan species and the immune status of the affected
patient, such as cutaneous, mucocutaneous, and visceral forms. The drugs currently
available for treating this infection have limitations, such as high toxicity, adverse
reactions, and a long therapeutic intervention period. Numerous studies, using various
experimental models, have sought to develop more effective and less toxic
chemotherapeutic agents against these protozoa. In this context, the present study aimed
to evaluate the antileishmanial activity of two new dicalchogenides, TZ4C and TZ3D, as
well as their possible mechanism of action in promastigote forms of
Leishmania amazonensis. Both substances, TZ4C and TZ3D, exhibited activity against
promastigote forms (ICso = 2.35 and 12.59 uM, respectively), as well as amastigote forms
(ICso = 3.50 and 6.58 uM, respectively). Furthermore, the substances demonstrated
selectivity for the parasite when analyzing their cytotoxicity in J774A-1 macrophages.
Moreover, electron microscopy analyses and mechanism of action assays investigated in
promastigote forms with both substances showed mitochondrial depolarization. This
phenomenon possibly led to changes in intracellular ATP levels, resulting in increased
reactive species and lipid peroxidation, leading the parasites to oxidative stress.
Additionally, the treatments induced changes in plasma membrane integrity, lipid body
accumulation, alterations in the cell cycle, and phosphatidylserine externalization. Thus,
the results indicate that TZ4C and TZ3D may act by inducing characteristic changes in
the protozoan suggestive of cell death similar to apoptosis.

Keywords: Leishmaniasis; Dicalcogenides; Mechanism of action; Oxidative stress;
Apoptosis.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas consideradas endémicas em 99 paises diferentes, e,
além disso, sdo conhecidas como uma das principais doencas infecciosas negligenciadas,
sendo apontadas como um problema de saude publica (OMS, 2022). Elas afetam milhdes
de pessoas anualmente, havendo relatos de casos em 99 paises pertencentes a diferentes
continentes: Asia, Africa, Europa, América do Norte e América do Sul (MOKNI, 2019;
OMS, 2022).

A dificuldade na descoberta de novos medicamentos, além de baixos
investimentos de mercado e comercializacdo, colocam as leishmanioses no cenario das
doencas tropicais negligenciadas (DTNs) (BURZA, 2018; CONTATO et al., 2023). As
DTNs sdo um conjunto de doengas com grande impacto sobre a populagdo com baixo
poder socioeconémico, estando mais relacionadas as populacGes marginalizadas, em
situacdo de extrema pobreza e desigualdade social (OMS, 2021; BORTOLETI et al.,
2022). Estima-se que elas afetam mais de um bilhdo de individuos em todo planeta
(OMS, 2021).

As leishmanioses sdo ocasionadas por diferentes espécies de protozoarios da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Esses
protozoarios sdo parasitas intracelulares obrigatérios que se reproduzem dentro do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro, e sdo transmitidos através do repasto
sanguineo realizado pelo inseto vetor dos géneros Lutzomyia, comum no novo mundo e
Phlebotomus, presente no velho mundo (MOKNI, 2019). Estes insetos sdo dipteros da
subfamilia Phlebotominae, conhecidos por flebotomineos (AGUIAR; RODRIGUES,
2017). Os reservatorios do protozoario consistem em animais, geralmente roedores ou
caes (MOKNI, 2019). Além da transmisséo através do flebotomineo, a doenca também
pode ser transmitida através de agulhas e seringas contaminadas, transfusdo sanguinea,
via transplacentéria e transplante de 6érgdos (MURRAY et al., 2005; AKHOUNDI et al.,
2016).

O ciclo de vida do parasito inclui as formas promastigotas e amastigotas. As
promastigotas metaciclicas sdo as formas infectantes para os hospedeiros vertebrados, e
se alojam no intestino médio torécico do flebotomineo fémea (LEMOS; SOUSA; SILVA,
2019). Elas sdo transmitidas aos hospedeiros durante o processo de repasto sanguineo e,

uma vez inoculadas, migram para 6rgdos como figado, baco, medula éssea e linfonodos,
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infectando células do sistema fagocitico mononuclear, onde se diferenciam em formas
amastigotas (SILVA, 2008). As amastigotas se multiplicam por fissdo binaria até
romperem a célula hospedeira e disseminam-se pelas vias hematogénicas e linfatica
(LEMOS; SOUSA; SILVA, 2019). O flebotomineo nédo infectado ao se alimentar do
sangue de um hospedeiro infectado, acaba ingerindo as formas amastigotas, que vao para
o trato digestivo do inseto, onde se diferenciam para as formas promastigotas prociclicas,
multiplicando-se por diviséo binaria (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). Estas
formas prociclicas se diferenciam novamente em formas infectivas metaciclicas, podendo
assim infectar um novo hospedeiro mamifero (SILVA, 2008; AGUIAR; RODRIGUES,
2017).

As manifestacGes clinicas das leishmanioses sdo influenciadas pela espécie do
parasito causador da infec¢do, bem como por fatores inerentes ao hospedeiro, como a
resposta imune e a resisténcia do sistema imunoldgico (GABRIEL et al., 2019). A doenca
apresenta trés manifestacdes principais: a cutanea, que se manifesta por meio de lesdes
na pele; a mucocuténea, caracterizada por lesbes em mucosas, especialmente no nariz e
boca; e a forma visceral, que afeta rgdos, como figado e bago. Assim, o hospedeiro pode
apresentar as lesfes clinicamente observaveis como descrito, ou pode ser assintomatico
(CORPAS et al., 2020; MAGALHAES et al., 2022). No continente americano, as
principais espécies relacionadas como causadoras da leishmaniose cutanea sdo a
L. amazonensis e a L. braziliensis (COSER et al., 2020). Ja a leishmaniose visceral, é
geralmente ocasionada por protozoarios das espécies L. infantum e L. donovani
(CORPAS et al., 2020; COSER et al., 2020; OMS, 2020).

Com relagdo ao tratamento das leishmanioses, desde 1960 os antimoniais
pentavalentes sdo os principais farmacos de escolha (ROMERO; LOPEZ, 2017; SOTO;
BERMAN, 2021). Porém, 0 mesmo apresenta limitagdes em sua utilizagdo, devido a alta
toxicidade, tratamento a longo prazo e efeitos adversos que diminuem a adesdo do
paciente ao tratamento, 0 que ocasiona constante recidiva da doenca e dificulta a cura
(TIWARI et al., 2018). A anfotericina B, a pentamidina e a miltefosina sdo farmacos de
segunda escolha terapéutica, entretanto estes também apresentam restricdes devido seu
alto custo e teratogenicidade (ROMERO; LOPEZ, 2017; TIWARI et al., 2018).

Ou seja, as terapias medicamentosas antileishmania atuais apresentam limitagoes

em seu uso, necessitando de novos compostos que sejam eficazes e demonstrem menos
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toxicidade (SOTO; BERMAN, 2021). Portanto, o desenvolvimento de novos
medicamentos é de extrema necessidade para que esta doenca possa ser definitivamente
controlada (BURZA, 2018).

Desse modo, substancias a base de teldrio e selénio tem se destacado como
candidatos a agentes farmacologicos, sendo relatados com propriedades antitumorais,
anti-inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas, antiprotozoario, entre outras
(BANDEIRA, 2019).

Teldrio e selénio sdo elementos quimicos denominados calcogénios. Ambos 0s
elementos apresentam propriedades quimicas semelhantes, tais como, seis elétrons em
sua camada de valéncia, tendéncia para formacéo de ligagdes covalentes, além de poder
assumir estados de oxidacao de -2 a +6 (ZUGMAN, 2022). Embora o teltrio seja um
elemento ndo essencial, ele é encontrado em pequena quantidade em animais e outros
micro-organismos, enquanto o selénio pode ser encontrado em minerais na forma de sais
inorgéanicos (BOYD, 2011). De acordo com ensaios clinicos e laboratoriais, é sabido que
0s organoteldrios interagem com proteinas do protozoario Leishmania, podendo esses
compostos serem utilizados para o desenvolvimento de novas quimioterapias contra
protozoarios desse género (BRINDHA; BALAMURALI; KAUSHIK, 2021). O selénio
estd envolvido em sistemas enzimaticos redox, como a glutationa peroxidase, que
desempenha um papel na homeostase das células (VIARO; VIARO; FLECK et al., 2001).

Isso pode ser relevante para a sobrevivéncia e funcéo celular dos protozoarios.

A mitocbndria é um alvo fundamental para o desenvolvimento de novos farmacos
antileishmania, dada a presenca de caracteristicas distintas em comparacdo com as
mitocondrias de mamiferos. Ela desempenha um papel crucial na geragdo de radicais
livres por meio da cadeia transportadora de elétrons (MENDES et al., 2016). O equilibrio
entre o sistema de defesa antioxidante e a producao de compostos oxidantes é essencial.
O desequilibrio desse processo desencadeia um estresse oxidativo, que leva a oxidacgéo
de biomoléculas, resultando em um desequilibrio homeostatico (BARBOSA et al., 2010).
Esse desequilibrio pode representar uma potencial via de inducdo de morte celular nos

parasitos.

Com base nisso, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antileishmania das
substancias 1-[4-[(4-acetilfenil)ditelanil]fenil]etanona (TZ4C) e 2-metil-2-[2-[[2-(2

metil1,3 dioxolan-2-il)fenil]diselanil]fenil]-1,3-dioxolano (TZ3D) nas duas formas de
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L. amazonensis. Além disso, o estudo também buscou investigar as alteracbes
morfolégicas e ultraestruturais nas formas promastigotas do protozoario, bem como 0s

possiveis mecanismos relacionados a morte celular induzida por essas substancias.
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2. METODOLOGIA

2.1.  Cultivo de Parasitos

Promastigotas da cepa L. (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa)
foram mantidas em garrafas de cultura a 25°C em meio Warren (Infusdo Cérebro/Coracéo
adicionado de Hemina e Acido Foélico, pH 7,2) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB- Nova Biotecnologia, inativado a 56°C, pH 7,4). Para os experimentos,

foram utilizadas promastigotas na fase exponencial de crescimento (48 h).

2.2 Cultura de células

Macroéfagos da linhagem J774A.1 (Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil) foram cultivados em meio RPMI-1640, acrescido de 10% de SFB e
5000 U mL* de penicilina e 5 mg mL™ de estreptomicina. Para as passagens e 0s
experimentos, as células foram removidas por raspagem utilizando cell scrapers e
mantidas em estufa a 37 °C com 5% de dioxido de carbono (CO,). Para os ensaios com
amastigotas intracelulares, essas foram obtidas de macrofagos J774A.1 infectados com

promastigotas e cultivados a 34 °C nas mesmas condi¢6es de cultivo para macrofagos.

2.3 Substancias

As substéncias 1-[4-[(4-acetilfenil)ditelanil]fenil]etanona (TZ4C) e 2-metil-2-[2-
[[2-(2-metil-1,3-dioxolan-2-il)fenil]diselanil]fenil]-1,3-dioxolano (TZ3D) (Figuras 1 e
2). Foram sintetizadas pelo grupo de pesquisa do Dr. Leandro Piovan, da Universidade
Federal do Parand (UFPR) e posteriormente foi avaliado o potencial das substancias em
formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Apo0s o recebimento das
substancias sintetizadas a base de teldrio e selénio, respectivamente, estas foram
preparadas solucdes estoque, assepticamente, diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) de

forma que a concentracdo de DMSO né&o excedeu 1% nos experimentos.
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Figura 1. Estrutura quimica da substancia 1-[4-[(4-acetilfenil)ditelanil]fenil]etanona
(TZ4C), segundo nomenclatura da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC).

d

<
Se CH,
H30>(©/Se/
T
Figura 2. Estrutura quimica da substancia 2-metil-2-[2-[[2-(2-metil-1,3-dioxolan-2-
il)fenil]diselanil]fenil]-1,3-dioxolano (TZ3D), segundo nomenclatura da IUPAC.

2.4 Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio antiproliferativo in vitro em
formas promastigotas de L. amazonensis

A técnica foi realizada conforme Fernandes et al. (2021) com adaptacgdes. Para o
experimento, foram utilizadas promastigotas 1x10° células/mL na fase exponencial de
crescimento. Essas foram adicionadas em placa de 96 pogos estéril, na presenca ou
auséncia de tratamentos com ambas as substancias nas concentragdes finais de 1, 10, 50
e 100 uM. Como controle positivo foi adicionado ao ensaio a anfotericina B (100 puM).
Posteriormente, a placa foi incubada por 72 h a 25 °C. A viabilidade celular foi
determinada por meio do método de reducdo do XTT (2,3-bis [2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-carboxinilida - Invitrogen), foi utilizado um solucéo de XTT
e PMS (Metossulfato de fenazina) a 1 mg/mL na auséncia de luz por 4 h. O principio do
método se baseia na capacidade das enzimas desidrogenases mitocondriais em converter
o sal de tretazolio hidrossoltvel em uma substancia de coloracdo alaranjada, derivada do
formazan (SCUDIERO et al., 1988). A leitura foi realizada em espectrofotometro (leitor
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de ELISA Power Wave XS) a 450 nm. A concentracdo inibitéria de 50% dos parasitos

(Clsp) foi determinada por analise de regressdo ndo linear.

2.5 Avaliagdo da viabilidade celular pelo ensaio antiproliferativo in vitro em

formas amastigotas de L. amazonensis

Este ensaio foi realizado conforme propde Miranda et al. (2017), com
modificagBes. Para o experimento, foram utilizadas promastigotas (5x10° células/pogo)
na fase estacionaria de crescimento (com 120 horas de cultivo) e macrofagos
(5x10° células/pogo) com 48 h de cultivo. Ambas as células foram adicionadas em placa
de 24 pocos, sobre laminulas de vidro redondas estéril, acrescido de meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SFB inativado e 1% de antibidtico (penicilina e
estreptomicina). Apos incubacdo por 24 h em estufa com 5% de CO; a 34 °C, foram
adicionados os tratamentos com TZ4C e TZ3D em diferentes concentracdes (0,01, 0,1, 1,
2, e 5 uM). Depois de 48 h a 34 °C e 5% de CO-, foi realizada a fixa¢éo das células com
metanol por 20 min e posteriormente, coloracédo das laminulas com Giemsa (10%). Apds
24 h, foi realizada a preparacdo de laminas permanentes com Permount® e
posteriormente as células foram analisadas em microscopio Optico para a contagem de
100 macréfagos. Foram contados a quantidade de macréfagos infectados e o nimero de
amastigotas por macréfagos. O valor de Clso foi determinado por anélise de regressao nao

linear.

2.6 Avaliacdo da citotoxicidade em macrdéfagos J774A.1

A citotoxicidade das substancias foi avaliada frente a linhagem de macréfagos
J774A.1, por meio da técnica sugerida por Paula et. al (2022), com modificagdes. Para o
experimento, macréfagos (5x10° células/mL) em fase exponencial de crescimento,
juntamente com meio RPMI-1640, suplementado com 10% de SFB inativado foram
adicionados em placa estéril de 96 pogos, incubada por 24 h, a 37 °C e 5% de CO3, para
aderéncia das células e formacdo de monocamada. Os tratamentos com ambas as
substancias foram realizados nas concentracdes finais de 2, 20, 100 e 200 uM.
Posteriormente, esta placa foi incubada por 48 h em estufa nas mesmas condigdes de
cultivo. A viabilidade celular foi determinada utilizando método MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio) (MOSMANN, 1983), a placa
permaneceu no escuro por 4 h e, posteriormente os cristais foram solubilizados em

DMSO. Este método consiste na capacidade de um sal tetrazdlio, formar cristais
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insoltveis de formazan, de coloracéo arroxeada por meio da atividade metabdlica celular
ligada a0 NADH e NADPH. A leitura foi realizada em espectrofotometro (leitor de
ELISA Power Wave XS) a 570 nm e, por fim, foi determinada a concentragéo citotoxica

de 50% dos macrofagos (CCso) através de regressdo ndo linear.

2.7 Determinacédo da atividade hemolitica

A atividade hemolitica das substancias foi realizada como descrito anteriormente
por (WIDMER et al., 2006; EVANS et al., 2013). Uma suspensédo a 4% de hemacias de
carneiro desfibrinada (Dislab) foi preparada em solugéo de glicose 5%, e dispensada em
microtubos na presenca de diferentes concentracdes de TZ4C e TZ3D (1, 10, 50 e
100 uM), seguido de incubagédo a 37 °C e 5% CO. por trés horas. Completadas as trés
horas, elas foram centrifugadas a 1000 x g por 10 min. O sobrenadante foi transferido
para placas de 96 pogos e submetido a leitura espectrofotométrica a 540 nm. A méaxima
lise (controle positivo) e o controle ndo lisado (controle negativo) foram obtidos
substituindo a amostra teste por 1% de Triton X-100 ou glicose 5% na mesma propor¢do
em volume, respectivamente. A porcentagem de hemdlise foi determinada de acordo com
a equacdo 1 e expressa como a Concentracdo Hemolitica de 50% dos eritrocitos (CHso),

determinado por regresséo ndo linear.

(1) lise (%) = 100 — [ Abs. do controle positivo—Abs. da amostra ]X 100

Abs. do controle positivo—Abs. controle negativo

2.8 Avaliacdo das alteracBes morfologicas por Microscopia Eletrénica de

Varredura (MEV) em formas promastigotas de L. amazonensis

Para a analise morfoldgica das formas promastigotas de L. amazonensis foi
utilizada a microscopia eletronica de varredura (MEV). Para isso, 1x10° parasitos mL™
foram tratadas nas concentracdes correspondentes ao Clsg € 2xClso das substancias TZ4C
e TZ3D por 72 h a 25 °C. Apos, as promastigotas foram fixadas com glutaraldeido 2,5%
em tampéo cacodilato de sodio 0,1 M por 24 h. Posteriormente, estas foram aderidas em
laminulas com poli-L-lisina por 1 h. Adiante, as amostras passaram por desidratacdes
com concentragdes crescentes de etanol (30-100%), por 10 min em cada etapa. Em
sequida, os parasitos foram submetidos ao ponto critico (Baltec SCD-030) para a

secagem, e metalizados com ouro. Para entdo, serem visualizadas em microscopio
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eletronico de varredura FEI Quanta 250 (SCARIOT et al., 2019). Como controle positivo
foi utilizada a anfotericina B.

2.9 Avaliacdo das alteracOes ultraestruturais por Microscopia Eletronica de
transmissdo (MET) em formas promastigotas de L. amazonensis

Para a avaliacdo da ultraestrutura dos parasitos foi utilizada a microscopia eletronica
de transmissdo (MET). Formas promastigotas (1x10° parasitos mL™) foram tratadas por
72 h nas concentragdes correspondentes ao Clso e 2xClso das substancias TZ4C e TZ3D.
Posteriormente, estas foram fixadas por solucdo fixadora (glutaraldeido 2,5% em tampéao
cacodilato de sodio 0,1 M), e pos-fixados em uma solucdo de ferrocianeto de potassio e
tetroxido de 6smio por 30 min. As amostras foram entdo, desidratadas em concentragdes
crescentes de acetona (30-100%), incluidas em resina epdxi (Polybed® 812) e
polimerizadas em estufa a 60 °C por 72 h. Foram realizados em ultramicrotomo, cortes
ultrafinos, sendo estes contrastados com acetado de uranila por 20 min e citrato de
chumbo por 10 min (PAULA et al., 2020). Em seguida, os parasitos foram observados no

microscopio eletrdnico de transmissdo JEOL JEM 1400 (JEOL, Japdo).

2.10 Avaliagéo do tamanho celular

Promastigotas tratadas com Clso de TZ4C e TZ3D por 24 h e 72 h foram lavadas
e ressuspensas em PBS. Foi utilizado como controle positivo a actinomicina D (20 uM).
A leitura e aquisicao de dados foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-
Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Para apresentacdo dos graficos foi
realizada a aquisi¢céo de 30.000 eventos (VOLPATO et al., 2018).

2.11 Determinagdo do potencial de membrana mitocondrial (6ym)

Para isso, 0s protozoarios (1x10° células/ml) foram previamente tratados com Clso
de TZ4C e TZ3D por 24 h e 72 h. Em seguida, eles foram centrifugados e lavados com
salina 0,9% e marcados com Rh 123 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 5 mg/mL,
seguido de incubacéo por 15 min no escuro a 37 °C. Apds uma lavagem as células foram
novamente ressuspendidas em salina 0,9%, incubadas por mais 30 min. Como controle
positivo foi utilizado CCCP (Sigma-Aldrich) 100 uM. A analise foi entdo realizada em
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado
com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA)
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(MENNA-BARRETO et al., 2009). A Rh 123 ¢ uma sonda catiénica fluorescente que é
captado por células que possuem mitocondrias ativas. Quando as células mantém seu
potencial mitocondrial intacto, elas rettm o Rh 123 e emitem alta fluorescéncia. No
entanto, uma alteracdo no potencial de membrana mitocondrial resulta na saida do Rh
123, levando a uma diminuic3o na fluorescéncia (MAGALHAES et al., 2022).

2.12 Determinacao dos niveis de adenosina trifosfato (ATP) intracelular

Promastigotas (1x10° células/ml) previamente tratadas com as substancias TZ4C
e TZ3D com Clso por 24 h e 72 h, foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em PBS.
Em placas brancas de 96 pogos no escuro, foram adicionados 50 pL de cada tratamento e
50 pL do kit CellTiter-Glo® (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Ap6s 10 min, foi
determinado os niveis de ATP através de luminescéncia (GARCIA et al., 2013). A
intensidade de luminescéncia foi quantificada usando um leitor de microplacas
(SpectraMax® L; Molecular Devices, EUA). Foram ainda realizadas contagens das
células tratadas e ndo tratadas em camera de Neubauer, a fim de compor os resultados
expressos nos graficos. Como controle positivo foi utilizado o cianeto de potassio KCN
a 500 uM (Sigma-Aldrich). Através desse kit, a luciferina é convertida em oxiluceferina
na presenca de ATP, gerando um sinal luminescente proporcional a quantidade de ATP

presente.

2.13 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ERO) totais

Para a determinacdo de espécies reativas de oxigénio foram utilizadas
promastigotas (1x10° parasitos mL™) tratadas com TZ4C e TZ3D com Clso por 24 h e
72 h. Como controle positivo foi utilizado o H.0, (1 mM). Apds o tratamento, as células
foram lavadas e ressuspendidas em PBS 0,01 M (pH 7,2) e em seguida marcadas com
H>DCFDA (Sigma-Aldrich) & 10 uM por 45 min no escuro (SHUKLA; PATRA;
DUBEY, 2012). Posteriormente, essas células foram analisadas em espectrofluorimetro
(Victor X3; PerkinElmer; Finlandia) nos comprimentos de ondas de exitagdo de 490 nm
e de emissdo 535 nm. Realizou-se contagens das células tratadas e ndo tratadas em camera
de Neubauer, a fim de compor os resultados expressos nos graficos. O H.DCFDA (Sigma-
Aldrich) é uma sonda ndo-fluorescente que possui como principio a clivagem dos grupos
acetatos por esterases intracelulares, que séo oxidadas por ERO e convertidas em um

produto fluorescente 2', 7'-diclorofluoresceina (DCF) que permite ser quantificado
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através de comprimento de onda. Assim € possivel determinar a deteccdo de ERO
(SHUKLA; PATRA; DUBEY, 2012).

2.14 Determinacao de oxido nitrico

Promastigotas (1x10° células/ml) tratadas com TZ4C e TZ3D com Clso por 24 h
e 72 h foram lavadas, ressuspensas em PBS e incubadas no escuro com o marcador
DAF FM DA (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) 1 uM por 30 min. Apos, houve nova
lavagem dos parasitos e, depois de ressuspendidos em PBS, os parasitos foram incubados
por mais 15 min. A fluorescéncia foi determinada utilizando leitor de microplacas de
fluorescéncia (Victor X3; PerkinElmer) nos comprimentos de onda de excitagdo de
495 nm e emissdo de 515 nm. Posteriormente, realizou-se contagens das células tratadas
e ndo tratadas em camera de Neubauer, a fim de compor os resultados expressos nos
gréaficos (LAZARIN BIDOIA et al., 2016). Como controle positivo foi utilizado o H20;
(1 mM). O marcador DAF-FM DA ¢ internalizado por células ativas e € hidrolisado a
DAF-FM pela acdo de esterases intracelulares, onde reage com oxido nitrico e forma um

composto triazol que é capaz de emitir fluorescéncia (KOJIMA et al., 1999).

2.15 Deteccao de lipoperoxidagao

Promastigotas (1x10° células/ml) tratadas com Clso de TZ4C e TZ3D por 24 h e
72 h foram lavadas e ressuspensas em PBS. Foi utilizado como controle positivo 0 H202,
na concentracdo de 1 mM, tratado por 1 h. Apoés, os parasitos foram marcados com DPPP
(Difenil-1-pirenilfosfina) (Sigma-Aldrich) 50 uM e incubados por 15 min no escuro. As
analises foram realizadas em leitor de microplacas (Victor X3, PerkinElmer, Finlandia)
e, posteriormente, foram realizadas contagens das células tratadas e ndo tratadas em
camera de Neubauer, a fim de compor os resultados expressos nos graficos. O DPPP é
ndo fluorescente, ao sofrer oxidacdo por hidroperdxidos, este gera uma molécula
fluorescente capaz de ser quantificada (TAKAHASHI et al., 2001; SCARIOT et al.,
2019).

2.16 Avaliacéo da integridade de membrana plasmatica

Promastigotas (1x10° células/ml) tratadas com Clso de TZ4C e TZ3D por 24 h e
72 h, foram lavadas e ressuspensas em PBS. A seguir, foram incubadas no escuro com
lodeto de propideo (IP) (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) a 2 pg/mL™ por 5 min.
Como controle positivo do ensaio foi utilizada a Digitonina (Sigma-Aldrich) a 40 uM. O
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rompimento da membrana celular permite que o IP seja internalizado, propiciando sua
ligacdo com os &cidos nucleicos (SCARIOT et al., 2017). As andlises 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).

2.17 Determinacao de corpos lipidicos

Para a determinacdo de corpos lipidicos foram utilizadas promastigotas
(1x10° células/ml) tratadas com as substancias TZ4C e TZ3D com Clso por 24 h e 72 h.
Como marcador, foi utilizado o Vermelho do Nilo (Sigma-Aldrich) a 10 pg/mL, como
controle positivo foi utilizado o H2O> (1 mM). Promastigotas foram lavadas e
ressuspendidas em PBS e em seguida, marcadas com vermelho do Nilo por 30 min no
escuro (VOLPATO etal., 2015). A leitura foi realizada por Microscopia de Fluorescéncia
(Olympus BX51) e a fluorescéncia foi determinada em leitor de microplacas (Victor X3,
PerkinElmer, Finlandia) em um comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 485—
535 nm, respetivamente. Foram ainda realizadas contagens das células tratadas e nédo
tratadas em camera de Neubauer, a fim de compor os resultados expressos nos graficos.
O vermelho do Nilo é usado para localizar e quantificar goticulas lipidicas neutras
intracelulares em células, ndo emite fluorescéncia em solventes polares, porém floresce
em ambientes apolares (JARC; PETAN, 2019).

2.18 Avaliacéo do ciclo celular

Promastigotas (1x10° células/ml) foram tratadas nas concentracdes referentes ao
Clso das substancias TZ4C e TZ3D por 72 h. Apds, os parasitos foram lavados e
ressuspendidos em PBS. As amostras ficaram por 24 h incubadas com metanol a 4 °C sob
agitacdo a cada 30 min. Em seguida, foi adicionado IP (2000 pg/mL) e 10 uL RNAase
(10 pg/mL). Os parasitos ficaram incubados por 45 min a 37 °C. Foi utilizado como
controle positivo o taxol a 10 pM (MAGALHAES et al., 2022). A aquisicdo de dados e
analises foram realizadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson,
Rutherford, NJ, EUA) sendo adquiridos 30.000 eventos. Foi utilizado para analise dos
dados o programa FlowJo 10.8 (Becton-Dicknson, Rutherford, NJ, EUA), empregando a

analise de cada estagio celular determinadas pelo modelo Dean-Jett-Fox.
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2.19 Determinacao da exposic¢ao de fosfatidilserina

Promastigotas (1x10° células/ml) foram tratadas na concentracéo referente ao Clso
com as substancias TZ4C e TZ3D por 72 h. Em seguida, foram lavadas com PBS,
ressuspensas em tampéo de ligacdo (124 mM NaCl, 5 mM CaCl;, 10 mM HEPES-Na,
pH 7,4) e marcadas com anexina V-FITC (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA)
(STEFANELLO et al., 2014). Como controle positivo foi utilizada a actinomicina D
(20 uM). Apds incubagéo por 15 min foi adicionado IP (2 ug.mL™?) e as analises foram
realizadas por citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickson, Rutherford, NJ, EUA)
equipado com software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla,
CA, EUA). Para apresentacdo dos gréficos foi realizada a aquisi¢do de 30.000 eventos.
Para a avaliagdo, as células positivas apenas para anexina V-FITC foram classificadas
como apoptose inicial. J& as células que apresentaram ligacao tanto a anexina V-FITC

guanto ao IP foram definidas como aquelas em apoptose tardia (KUMAR et al., 2021).

2.20 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas pelo software Prism 8.0.1 27 (GraphPad, San
Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como média * desvio padréo de pelo menos
trés experimentos independentes. Diferencas significativas entre os valores foram
analisadas pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do pds-teste de

comparagbes multiplas de Tukey, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente

significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 TZ4C e TZ3D apresentaram atividade antileishmania em formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis

O presente estudo demonstrou que as substancias TZ4C e TZ3D apresentaram
atividade antileishmania promissora, exibindo Clso de 2,35 e 12,59 uM (0,36 + 1,73)
respectivamente, frente a forma promastigota, bem como, Clso de 3,50 e 6,68 uM
(1,09 + 1,98) respectivamente, frente a forma amastigota do protozoério (Tabela 1). Além
disso, foi avaliada a citotoxicidade das substancias sobre macréfagos J774A.1, e elas
apresentaram CCso de 16,18 e 57,52uM (2,80 + 3,96) para TZ4C e TZ3D,
respectivamente. Isso sugere que ambas as substancias séo seletivas para o parasito e

possuem menor efeito citotxico nas células hospedeiras, nesse caso, 0s macréfagos.

Tabela 1: Atividade antileishmania nas formas promastigotas e amastigotas (AMA) de

L. amazonensis e efeito citotoxico sobre macréfagos J774A.1.

o Promastigota Amastigota CCso (UM) indice de
Substancia Clso (M) Clso (M) Macréfagos seletividade
s0{H s0{H J774A1 AMA
TZ4C 235+ 0.36 3.50 + 1,09 16,18 + 2.80 4,62
TZ3D 1259+1.73 6,68 +1,98 57,52 + 3.96 8.61
ANFOTERICINAB | 9,89+ 384 ; 37,86 + 1,59 -

Nota: Os resultados foram expressos através da média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
Concentracdo Inibitdria de 50% dos parasitos (Clsg). Concentracdo citotdxica de 50% das células (CCsy).
O indice de seletividade (1S) foi obtido pela razdo entre CCso/Clso. (-) ndo determinado.

Adicionalmente, a fim de entender melhor a atividade dos dicalcogenetos, a
proliferacdo celular de formas promastigotas foi avaliada em diferentes tempos de
tratamento, como demonstrado pelas curvas de inibigdo de cada substancia (Figura 3).
Tanto a substancia TZ4C (Figura 3A) quanto TZ3D (Figura 3B) ndo apresentaram
atividade em 24 h de tratamento até a ultima concentracdo testada (100 uM), porém, apos
48 h, as substancias se mostraram ativas, com Clso de 23,73 e 70,79 uM (2,04 £ 18,2)
respectivamente. Apos 72 h de tratamento, ambas as substancias apresentaram melhor

atividade em promastigotas (Clso de 2,35 e 12,59 UM, respectivamente).

30



>
w

100~ TZ4C 100+

90 90 TZ3D

807 -+ 24h 807
0@ 70 @ 70- i x - 24h
w8 & 48h 2
%g, 601 _‘Qm‘a 60~ - 48h
T 50 aTzh 28 s Ao 72h
2 E 407 o £ 404
s 2 30 %8 304
S Sa

= 20 ~ 204
10 10-
0 d =T
' 0 1 L] L} 1 Tm
1 10 50 100 1 10 50 100

Figura 3. A: Efeito de TZ4C em formas promastigotas de L. amazonensis. B: Efeito de
TZ3D em formas promastigotas de L. amazonensis. As promastigotas foram tratadas com
1, 10, 50 e 100 uM. O tempo de tratamento dos ensaios foi de 24, 48 e 72 h. O gréfico
de concentracdo vs. porcentagem de inibicdo do crescimento foi plotado a cada dia. Os
simbolos representam a médiatdesvio padrdo de pelo menos trés experimentos

independentes.

3.2 TZAC e TZ3D néo apresentaram atividade hemolitica

Para a confirmacdo do perfil ndo citotoxico das substancias, foi avaliada a
atividade hemolitica delas. Como mostrado na (Tabela 2), nenhuma das substancias

apresentaram atividade hemolitica (CHso) até a maior concentragéo testada (100 puM).

Tabela 2: Determinacdo da atividade hemolitica das substancias TZ4C e TZ3D em

hemécias de carneiro.

Substancia CHso (M)
TZ4C >100
TZ3D >100

Nota: Os resultados representam a média (DP) de trés experimentos distintos. CHso: Concentragdo
Hemolitica para 50% das células. Para andlise da atividade hemolitica, utilizou-se como controle positivo,
Triton X-100. A maior concentragdo testada foi de 100 uM.

3.3 Os tratamentos com ambas as substancias induziram a alteragdes na
morfologia das formas promastigotas

Com o objetivo de avaliar os danos celulares causados pelas substancias nas formas
promastigotas do parasito, realizou-se a analise por MEV. Essa abordagem permitiu
identificar mudancas significativas em sua morfologia (Figura 4) em comparagdo com as

promastigotas ndo tratadas (Figura 4A), que exibem as caracteristicas tipicas do parasito,
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como um corpo celular alongado e um flagelo exteriorizado na parte anterior. O
tratamento com TZ4C (Figura 4C-D) e TZ3D (Figura 4E-F) induziu alteragcbes como
arredondamento do corpo celular, modificagdes na superficie, extravasamento de
conteddo celular e alteracbes na morfologia do flagelo. Adicionalmente, as células

tratadas com anfotericina B (substancia de referéncia) apresentaram alteragdes no corpo

celular e extravasamento de contetdo intracelular (Figura 4B).

Figura 4. Micrografia de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). AlteragGes
morfoldgicas em promastigotas de L. amazonensis tratadas com TZ4C e TZ3D por 72 h
em concentracoes correspondentes ao Clsp e 2xClso. (A) Promastigotas ndo tratadas
mostrando morfologia normal. (B) Promastigotas tratadas com anfotericina B (9,89 uM).
(C-D) Promastigotas tratadas com 2,35 e 4,7 uM de TZ4C, respectivamente. (E-F)
Promastigotas tratadas com TZ3D, na concentracdo 12,5 e 25,1 puM, respectivamente.
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3.4 Os tratamentos com ambas as substancias induziram a alteracfes
ultraestruturais nas formas promastigotas

A andlise por MET mostrou que, em compara¢do com as promastigotas ndo
tratadas (Figura 5A), o tratamento com a substancia TZ4C (Figura 5B-D) provocou
alteracdes na ultraestrutura dos parasitos como: formacdo de vacuolos ao longo do
citoplasma, alteracdo nuclear, como desorganizacdo da cromatina, arredondamento
celular e acimulo de corpos lipidicos. J& o tratamento com a substancia TZ3D (Figura
5E-F) provocou presenca aumentada de corpos lipidicos, inchaco mitocondrial,

desorganizacdo nuclear e perda da integridade da membrana nuclear e na bolsa flagelar.
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Figura 5. Micrografia de Microscopia Eletrénica de Transmissdo. Alteracdes na
ultraestrutura das formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com TZ4C e TZ3D
por 72 h em concentragdes correspondentes ao Clso e 2xClso, (A) promastigotas néo
tratadas mostrando morfologia normal: C: Cinetoplasto; N: Nucleo; M: Mitocéndria. (B-
C) tratamento com TZ4C na concentracdo 2,35 uM. (D) tratamento com TZ4C a 4,7 uM:
#: Alteracdo nuclear; Seta preta: Acimulo de corpos lipidicos; *: Formacao de vacuolos;
(E-F) tratamento com TZ3D, nas concentracfes 12,5 e 25,1 uM: #: Alteracdo nuclear;
Seta preta: Acimulo de corpos lipidicos; Seta branca: Inchagco mitocondrial; +: alteracdes
na bolsa flagelar. Barra de escala= 1 um (A); 200 nm (F); 200 nm (D); 600 nm (B, E)
800 nm (C);
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3.5 TZ4C e TZ3D induziram em promastigota diminuicdo do tamanho celular

apos 24 h de tratamento.

O tamanho celular das promastigotas foi avaliado por citometria de fluxo. O
tratamento com TZ4C e TZ3D por 24 h foi capaz de induzir uma diminuigdo no tamanho
celular de 26,4 e 41%, respectivamente (Figura 6C-D). Porém, o tratamento com ambas
as substancias ndo ocasionou diminuicdo significativa no tamanho celular ap6s 72 h de
incubacdo (Figura 6C-D). J& a anfotericinaB em 24 h ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle negativo, porém em 72 h houve um aumento no
tamanho celular de 69,3%. A actinomicina D (controle positivo) induziu uma diminui¢do
de 68,3% e 64,5% apds 24 h e 72 h, respectivamente.
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Figura 6. Avaliagdo do volume celular em promastigotas de L. amazonensis tratados com

TZ4C e TZ3D por 24 h e 72 h em concentracdo correspondente ao Clso. Controle negativo

(CN): parasitos ndo tratados. Controle positivo (CP): Actinomicina D (20 puM).

anfotericina B (9,89 pM): substancia de referéncia. (A) Tratamento com TZ4C: (a)

histograma ap6s tratamento por 24 h e (b) histograma apo0s tratamento por 72 h.

(B) Tratamento com TZ3D: (c¢) histograma apos 24 h de tratamento e (d) histograma apds

72 h de tratamento. (C) Intensidade de fluorescéncia ap6s tratamento com TZ4C. (D)

Intensidade de fluorescéncia apés tratamento com TZ3D. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p

<0,001; ****p <0,0001 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo controle de
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24 h. #p < 0,05; #p <0,01; #p<0,001; **p<0,0001 indica diferencas significativas em
relagdo ao grupo controle de 72 h.

3.6 Os tratamentos com os dicalcogenetos induziram alteracdes no potencial de
membrana mitocondrial (6ym)

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por meio de citometria de
fluxo, utilizando o marcador Rh 123. Apos 24 h de tratamento com TZ4C (Figura 7C)
observou-se uma reducéo da fluorescéncia de Rh 123 de 82% em promastigotas tratadas
com Clso quando comparadas com o controle negativo (protozoarios ndo tratados). J& com
72 h de tratamento, houve uma diminuicdo da fluorescéncia de 67% (Figura 7C). Ja o
tratamento com TZ3D (Figura 7D) resultou em uma diminuicao de 89% da fluorescéncia
de Rh 123 em promastigotas tratadas com Clso €, ap6s 72 h de tratamento, houve uma
diminuigéo de 13%. A anfotericina B em 24 h alterou o AWm, diminuindo a fluorescéncia
em 94%, porém, ap6s 72 h de tratamento, promoveu uma reducdo de 78%. Em
comparacdo, o CCCP (controle positivo) ap6s 24 h de tratamento promoveu uma
diminuicdo na fluorescéncia de 29,5%, em 72 h houve uma reducdo de 54% da

fluorescéncia de Rh 123, também causando despolariza¢do mitocondrial.
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Figura 7. Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial em promastigotas de
L. amazonensis tratados com TZ4C e TZ3D por 24 h e 72 h na concentragcdo
correspondente ao Clsp, utilizando o marcador Rh 123. Controle negativo (CN): parasitos
ndo tratados. Controle positivo (CP): CCCP (100 puM). Anfotericina B (9,89 pM):
substancia de referéncia utilizada. (A): tratamento com TZ4C; (a) histograma apds
tratamento por 24 h (b) histograma ap6s tratamento por 72 h; (B): tratamento com TZ3D;
(c) histograma apds 24 h de tratamento (d) histograma apds 72 h de tratamento. (C):
Intensidade de fluorescéncia apo6s tratamento com TZ4C; (D) Intensidade de
fluorescéncia apés tratamento com TZ3D. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p

<0,0001 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo controle de 24 h. #p < 0,05;
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#1 <0,01; #p<0,001; #*#p<0,0001 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo

controle de 72 h.

3.7 Os tratamentos induziram alteraces nos niveis de adenosina trifosfato (ATP)

intracelular

Os niveis de ATP foram medidos apds a exposi¢do ao TZ4C e TZ3D, usando o
kit CellTiter-Glo®, que é quantificado por luminescéncia. Foi observado uma diminui¢éo
nos niveis de ATP ap6s 24 h de tratamento com TZ4C, com uma reducdo de 73% nas
amostras tratadas na concentracdo relativa ao Clso. Porém, apos 72 h de tratamento,
observou-se um aumento na producdo de ATP de 154% (Figura 8A). De maneira
semelhante, o tratamento com TZ3D por 24 h induziu uma diminuic¢&o nos niveis de ATP
de 78% na concentracédo de Clso, entretanto, em 72 h causou um aumento de 333% (Figura
8B). A anfotericina B ndo apresentou alteracBes significativas em nenhum dos
tratamentos ap6s 24 h e 72 h. Em 24 h e 72 h de tratamento, 0 KCN (controle positivo)
ocasionou uma reducdo nos niveis de ATP de 89% e 38%, respectivamente.
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Figura 8. Quantificacdo dos niveis ATP em promastigotas de L. amazonensis tratados
com TZ4C e TZ3D por 24 h e 72 h na concentragao correspondente ao Clso, utilizando o
kit CellTiter-Glo®. Controle negativo (CN): parasitos ndo tratados. Controle positivo
(CP): KCN (500 uM). Anfotericina B (9,89 uM): substancia de referéncia utilizada.
Intensidade da luminescéncia obtida por luminémetro. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001; ****p <0,0001 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo controle de
24 h. #p < 0,05; #¥p <0,01; #p<0,001; **p<0,0001 indica diferencas significativas em

relagdo ao grupo controle de 72 h.
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3.8 O tratamento com os dicalcogenetos levaram ao aumento de espécies reativas de
oxigénio (ERO) totais

Por meio de fluorimetria foi possivel determinar a quantidade de ERO totais
presentes nas promastigotas tratadas em comparagdo com o controle ndo tratado. A TZ4C
s6 aumentou ERO totais ap06s 72 h de tratamento, com cerca de 434,8% quando tratado
com Clsp (Figura 9A). Ja a TZ3D provocou um aumento de 231,6% apds 24 h de
tratamento com Clso €, apds 72 h houve um aumento de 651% na produgdo de ERO
(Figura 9B). O tratamento com a anfotericina B em 24 h levou a um aumento de 361%
em ERO, enquanto em 72 h houve um aumento expressivo de mais de 1000%. Foi ainda
possivel verificar, que o H2O2 (controle positivo) induziu um aumento de espécies
reativas de 682,3 e 675,4% em 24 h e 72 h de tratamento, respectivamente.
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Figura 9. Deteccdo de espécies reativas de oxigénio em promastigotas de L. amazonensis
tratados com TZ4C (A) e TZ3D (B) por 24 h e 72 h na concentracdo correspondente ao
Clso utilizando a sonda H2DCFDA. Controle negativo (CN): parasitos ndo tratados.
Controle positivo (CP): peroxido de hidrogénio (1mM). Anfotericina B (9,89 uM):
substancia de referéncia utilizada. Intensidade da fluorescéncia obtida por fluorimetria.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 indica diferencas significativas em
relagdo ao grupo controle de 24 h. #p < 0,05; #p <0,01; #p<0,001; **#p<0,0001 indica

diferencas significativas em rela¢do ao grupo controle de 72 h.
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3.9 O tratamento com os dicalcogenetos levaram ao aumento de espécies
reativas de nitrogénio

Foi avaliada a producgéo de 6xido nitrico por meio do marcador DAF-FM a fim de
se investigar se os dicalcogenetos estariam induzindo o aumento de espécies reativas de
nitrogénio (ERN) nas promastigotas tratadas. Os resultados mostram que o tratamento
com TZ4C na concentracdo de em 24 h ndo teve efeito significativo, porém apos 72 h,
houve um aumento de 28,3 vezes na producdo de ERN (Figura 10A). J& o tratamento com
TZ3D por 24 h levou a um aumento de 1,4 vezes na producdo de ERN e, em 72 h de
tratamento, houve um aumento de 19,5 vezes (Figura 10B). O tratamento com a
anfotericina B promoveu um aumento de 4,4 e 19,2 vezes em 24 e 72 h, respectivamente,
enguanto o controle positivo (H20>) tanto em 24 h quanto em 72 h promoveu um aumento
na producgdo de ERN de 46% e 480%, respectivamente.
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Figura 10. Espécies reativas de nitrogénio em promastigotas de L. amazonensis tratados
com TZ4C (A) e TZ3D (B) por 24 h e 72 h na concentragdo correspondente ao Clsp,
utilizando o marcador DAF-FM. Controle negativo (CN): parasitos ndo tratados. Controle
positivo (CP): perdxido de hidrogénio (1mM). Anfotericina B (9,89 uM): substancia de
referéncia utilizada. Intensidade da fluorescéncia obtida por fluorimetria. *p < 0,05; **p
<0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 indica diferencas significativas em relacdo ao grupo
controle de 24 h. *p < 0,05; #p <0,01; *p<0,001; **#p<0,0001 indica diferencas

significativas em relagé&o ao grupo controle de 72 h.
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3.10 TZ4C e TZ3D aumentaram a producéo de lipoperoxidacéo

Foi analisada a peroxidacdo lipidica por meio do marcador DPPP. Os tratamentos
com TZ4C por 24 e 72 h desencadearam um aumento na peroxidacéo lipidica de 137,1%
e 473,6%, respectivamente, em relagcdo ao controle negativo, na concentracdo de
Clso (Figura 11A). De maneira semelhante, os tratamentos com TZ3D durante 24 e 72 h
causaram um aumento de 122,7% e mais de 1000%, respectivamente, ap0s o tratamento
com a Clso (Figura 11B). A anfotericina B promoveu um aumento de 345% em 24 h e
mais de 1000% em 72 h. Foi ainda evidenciado que o H20 (controle positivo) induziu
um aumento de lipoperoxidacdo de 108,9 e 502,2% apds 24 h e 72 h de tratamento,

respectivamente.
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Figura 11. Niveis de peroxidacdo lipidica em promastigotas de L. amazonensis tratados
com TZ4C (A) e TZ3D (B) por 24 h e 72 h na concentragcdo correspondente ao Clso
utilizando o marcador DPPP. Controle negativo (CN): parasitos nédo tratados. Controle
positivo (CP): perdxido de hidrogénio (1mM). Anfotericina B (9,89 uM): substancia de
referéncia utilizada. Intensidade da fluorescéncia obtida por fluorimetria*p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 indica diferencas significativas em relagcdo ao grupo
controle de 24 h. *p < 0,05; #p <0,01; #p<0,001; **#p<0,0001 indica diferencas

significativas em relagé&o ao grupo controle de 72 h.
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3.11 TZ4C e TZ3D levaram a perda da integridade de membrana plasmatica
apos 72 h de tratamento

A integridade da membrana plasmaética foi avaliada utilizando o marcador IP e as
andlises foram realizadas em citdmetro de fluxo. Conforme mostram os graficos de ponto
(Figura 12A e B), é possivel ver que, em 24 h de tratamento, tanto a TZ4C quanto a TZ3D
ndo foram capazes de afetar a integridade da membrana plasmatica, ja que ndo houve
aumento na porcentagem de células IP-positivas em comparagcdo com o grupo controle
negativo (Figura 12 c-d). Porém, o tratamento com ambas as substancias por 72 h induziu

um aumento na porcentagem de células IP-positivas como visto na (Figura 12 g-h).

Apds quantificacdo, pode-se verificar que esse aumento na intensidade de
fluorescéncia foi de 7,8 e 5,8 vezes maior que o controle ndo tratado apds 72 h de
tratamento com a Clso, de TZ4C e TZ3D, respectivamente (Figura 12C-D), indicando
danos na membrana celular. A anfotericina B induziu um aumento de 26,5 e 38,9 vezes
em 24 h e 72 h de tratamento, respectivamente. Ja& a digitonina (controle positivo)
provocou um aumento de 35,7 e 35,1 vezes, na intensidade de florescéncia ap6s 24 h e
72 h de tratamento, respectivamente.
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Figura 12. Avaliacdo da integridade de membrana celular em promastigotas de
L. amazonensis tratados com TZ4C e TZ3D por 24 h e 72 h em concentracOes
correspondentes ao Clsp, utilizando marcagcdo com IP. (A) Tratamento por 24 h: (a)
histograma representando o controle ndo tratado (CN); (b) histograma representando
controle positivo (CP): Digitonina (40 uM); (c-d) histograma representando tratamento
com TZ4AC e TZ3D, respectivamente. (B): tratamento por 72 h; (e) histograma
representando controle ndo tratado (CN); (f) histograma representando controle positivo
(CP): Digitonina (40 uM); (g-h) histograma representando tratamento com TZ4C e
TZ3D, respectivamente; (C): Intensidade de fluorescéncia apds tratamento com TZ4C;
(D) Intensidade de fluorescéncia apos tratamento com TZ3D. Controle negativo (CN):
parasitos ndo tratados. Controle positivo (CP): Digitonina (40 uM); Anfotericina B (9,89

UM): substancia de referéncia utilizada. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p
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<0,0001 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo controle de 24 h. #*p < 0,05;
#n <0,01; #p<0,001; *#*p<0,0001 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo
controle de 72 h.

3.12 TZAC e TZ3D levaram ao aumento de corpos lipidicos

A avaliacdo da presenca de corpos lipidicos foi realizada por microscopia de
fluorescéncia e fluorimetria utilizando o marcador Vermelho do Nilo. As imagens de
microscopia demonstraram a presenca de corpos lipidicos aumentados tanto no
tratamento com CP (Figura 13C-D), quanto nos tratamentos com TZ4C (Figura 13E-F) e
TZ3D (Figura 13G-H). Através da fluorimetria, como mostrado nos graficos da
(Figura 131 e J), foi possivel verificar que o tratamento com Clso de TZ4C proporcionou
um aumento de 320,3% e 401,1% na intensidade de fluorescéncia apds 24 e 72 h de
tratamento, respectivamente. Ja o tratamento com Clso de TZ3D induziu um aumento de
168% em 24 h e de 588,5% em 72 h de tratamento quando comparado com o controle
negativo. A anfotericina B promoveu um aumento de 891,9% e 540,6% em 24 he 72 h,
respectivamente. O H>O (controle positivo) aumentou a concentracdo de corpos lipidicos

em 308% e 194% ap0s 24 h e 72 h de tratamento, respectivamente.
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Figura 13. Deteccdo de corpos lipidicos em promastigotas de L. amazonensis tratados
com TZA4C e TZ3D por 24 h e 72 h em concentragdes correspondentes ao Clso utilizando
o marcador Vermelho do Nilo. Imagens de microscopia de fluorescéncia: (A-B)
promastigotas nédo tratadas; (C-D) promastigotas tratadas com CP: controle positivo,
peréxido de hidrogénio (1mM); (E-F) promastigotas tratadas com TZ4C (2,35 uM) por
72 h; (G-H) promastigotas tratadas com TZ3D (12,56 uM) por 72 h. Nas promastigotas
tratadas, as imagens sugerem acumulo de corpos lipidios no citoplasma (D, F, H). Barra
de escala 50 e 10 um. Intensidade da fluorescéncia obtida por fluorimetria: (I) Tratamento
com TZ4C; (J) Tratamento com TZ3D. Anfotericina B (9,89 uM): substancia de
referéncia utilizada. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 indica diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle de 24 h. *p < 0,05; #p <0,01; #p<0,001;

####1<0,0001 indica diferencas significativas em relagdo ao grupo controle de 72 h.

3.13 TZ4C e TZ3D promoveram parada no ciclo celular

A avaliacdo do ciclo celular demonstrou que o tratamento com TZ4C e TZ3D ap06s
72 h induziu a um aumento no ndmero de células na fase Go/Gi de 26 e 30%,
respectivamente (Figura 14B). Entretanto, houve uma diminuicao de 30 e 33% no nimero

de células tratadas na fase S, assim como também foi demonstrado uma diminui¢&o no
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numero de celulas (10 e 16%, respectivamente) na fase Go/M. O Taxol (controle positivo)

promoveu uma diminuicdo de 21,5% na populacao de células na fase S.
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Figura 14. Analise do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis tratadas com
TZAC e TZ3D por 72 h. Os resultados foram expressos (A) histogramas fornecidos pelo
programa FlowJo, representando o ciclo celular de promastigotas néo tratadas e apds
tratamento por 72 h. CN: Controle Negativo (laranja); CP: Controle positivo, Taxol
10 uM (verde). Tratamentos com TZ4C (vermelho) e TZ3D (azul). (B) grafico de barras,
representando a média desvio padrdo da porcentagem de promastigotas em cada

populacdo, utilizando modelo Dean-Jett-Fox (FlowJo), de trés experimentos
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independentes*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 indica diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle de 24 h. *p < 0,05; #p <0,01; #p<0,001;
####<0,0001 indica diferencas significativas em relacdo ao grupo controle de 72 h.

3.14 Dicalcogentos levaram a exposicéo de fosfatidilserina

Para avaliar a externalizagdo da fosfatidilserina, foi utilizado o marcador
Anexina V-FITC. Pelo gréafico de pontos (Figura 15A) € possivel observar que houve um
aumento na porcentagem de células positivas para anexina V apos o tratamento de 72 h

com Clsode TZ4C e TZ3D, respectivamente.

Apos quantificacdo (Figura 15B), foi possivel verificar que houve um aumento de
cerca de 537 e 562% na quantidade de células positivas apenas para Anexina (quadrante
inferior direito), ou seja, em apoptose inicial, apés o tratamento com TZ4C e TZ3D,
respectivamente. Adicionalmente, considerando as células marcadas com anexina V e
iodeto de propidio (quadrantes superior e inferior direito), ou seja, em apoptose tardia, 0
aumento no namero de células foi de 1122 e 929% quando tratadas com TZ4C e TZ3D,
respectivamente. A anfotericina B promoveu um aumento de mais de 1000% na
quantidade de células positivas apenas para anexina. Porém, obteve um aumento de
327,8% em células marcadas com anexina V e iodeto de propidio. A actinomicina D
promoveu um aumento de 29,4% na quantidade de células positivas apenas para anexina,
enguanto promoveu um aumento de 233,5% em células positivas para anexina V e iodeto

de propidio.
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Figura 15. Avaliacdo da externalizacdo da fosfatidilserina através de Anexina V-FITC,
em promastigotas de L. amazonensis tratados com TZ4C e TZ3D por 72 h em
concentracédo correspondente ao Clso (2,35 UM e 12,59 uM, respectivamente). Controle
negativo (CN): células néo tratadas. Controle positivo (CP): Actinomicina D (20 pM).
anfotericina B (9,89 uM): substancia de referéncia. (A) Graficos de pontos: tratamento
com TZ4C e TZ3D por 72 h; (a) células ndo tratadas; (b) células tratadas com
actinomicina D (20 pM); (c): tratamento com Clso de TZ4C; (d) tratamento com Clso de
TZ3D (B): Intensidade de fluorescéncia apos tratamento com TZ4C e TZ3D*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001 indica diferencas significativas em relacdo ao
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grupo controle de 24 h. *p < 0,05; #p <0,01; #p<0,001; *#p<0,0001 indica diferencas

significativas em relagéo ao grupo controle de 72 h.

4. DISCUSSAO

As leishmanioses ainda continuam sendo um grave problema de saude publica
mundial, com prevaléncia de 12 milhGes de casos considerando todas as suas
manifestagdes clinicas, além de cerca de 220.000 novos casos de leishmaniose cutanea
anualmente (DE MACEDO-SILVA et al., 2022). De acordo com o Ministério da Saude
(2017), no Brasil, entre 1995 e 2014, verifica-se uma média de 25.763 novos casos
registrados por ano. Entretanto, apesar da alta incidéncia, o tratamento atual ainda é
ineficaz devido a variadas limitacGes, dentre elas o alto grau de efeitos adversos, longo
periodo de tratamento e custos elevados (MACHIN et al., 2021).

Adicionalmente, o extenso periodo de uso dos antimoniais contribuiu para o
aumento da resisténcia dos parasitos ao tratamento. Nesse contexto, a anfotericina B
convencional surgiu como uma alternativa terapéutica, porém, sabe-se que ela esta
associada ao desenvolvimento de problemas renais e hepaticos devido a sua elevada
toxicidade (SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021). Assim, é fundamental a pesquisa
por novos compostos com potencial antileishmania. Dado o elevado nimero de
manifestacBes cutdneas associadas a L. amazonensis, esta pesquisa buscou avaliar o
potencial antileishmania de duas substancias inéditas, a base de telurio e selénio, visando

investigar seu efeito sobre esse protozoario.

Os ensaios in vitro revelaram que os dicalcogenetos TZ4C e TZ3D demonstraram
uma promissora atividade antileishmania, inibindo o crescimento de promastigotas. Em
relacdo a toxicidade em macréfagos J774A1, a TZ4C mostrou-se mais citotoxico do que
a TZ3D, entretanto seu indice de seletividade foi melhor (6,89). Além disso, 0s
tratamentos com TZ4C e TZ3D exibiram valores de IS superiores (6,89 e 4,57) quando
comparados com a anfotericina B (3,83), que é uma medicacdo de referéncia utilizada no
tratamento atual, refor¢cando o potencial terapéutico promissor dessas novas substancias.
Estes resultados corroboram com os achados de Bandeira et al. (2019), que destacaram a
atividade de diteluretos (substancias pertencentes a familia dos calcogénios) contra
promastigotas de L. amazonensis. Ainda, segundo Zugman (2022), estudos com

promastigotas das espécies L. amazonensis e L. infantum apresentaram uma maior
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suscetibilidade a substancias organoteluradas quando comparadas com as
organosseleniladas, o que justifica a melhor atividade de TZ4C frente as formas

extracelulares do parasito, uma vez que esta possui &tomos de tellrio em sua estrutura.

Em relacdo a atividade in vitro contra as formas amastigotas do protozoério,
evidenciou-se a excelente atividade de ambas as substancias. O tratamento com TZ4C
mostrou um Clso de 3,50 uM e foi cerca de 4,6 vezes mais seletiva ao protozoério do que
para macrofagos J74A1. J& o tratamento com TZ3D demonstrou Clsp de 6,68 UM, o que
representa uma reducgéo de quase 50% no Clsp em comparacdo com sua atividade nas
formas promastigotas. Apesar de TZ4C ter se mostrado mais ativa contra as formas
amastigotas, a substancia TZ3D apresentou uma promissora seletividade (8,61),
destacando-se, j& que a forma amastigota é a encontrada no organismo dos mamiferos.
Com base nisso, sugere-se que substancias contendo selénio podem desempenhar um
papel importante na eliminacdo das formas amastigotas deste protozoario. Zugman
(2022) também relata a atividade de substancias a base de selénio frente a formas
amastigotas de L. infantum, confirmando o potencial dessas substancias contra as formas

intracelulares de protozoéarios do género Leishmania.

Com relacdo a avaliagdo da capacidade hemolitica das substancias, ambas
demonstraram auséncia de hemdlise até a maior concentracéo testada, reforgando a baixa
toxicidade apresentada por elas. Martinez (2022) sugere que a avaliacdo da atividade
hemolitica é importante para complementar a avaliacdo da toxicidade das substancias,
uma vez que essa atividade pode acarretar na acdo de lise nos eritrdcitos, o que limitaria

a utilizacdo de um potencial futuro f&rmaco, administrado via endovenosa.

Visto o potencial antileishmania dos dicalcogenetos, a presente pesquisa buscou
avaliar os mecanismos de acdo de TZ4C e TZ3D envolvidos na morte das formas
promastigotas deste protozoario. Primeiramente, os protozoarios foram analisados por
MEV e MET e as micrografias mostraram evidentes alteragdes tanto na morfologia,
quanto na ultraestrutura dos parasitos tratados com ambas as substancias, como
arredondamento do corpo celular, formacdo de vacuolos no citoplasma, acumulo de
corpos lipidicos, alteracdes nucleares, como desorganizagdo e rompimento da membrana

nuclear, e inchago mitocondrial.

O arredondamento e perda de morfologia contribuem para a reducéo do tamanho
celular (MENNA BARRETO, 2019; BORTOLETI et al., 2019). Assim, a analise do
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tamanho celular por citometria de fluxo confirmou as alteracdes visualizadas por

microscopia eletrnica, principalmente apos 24 h de tratamento, em ambas as substancias.

E conhecido que protozoarios do género Leishmania possuem uma Unica
mitocondria que percorre o corpo celular do parasito e por isso possui grande importancia
para sua sobrevivéncia. O funcionamento adequado desta organela € essencial para estes
parasitos (LAZARIN-BIDOIA et al., 2022). Considerando o que foi observado por
microscopia eletronica, dentre outras coisas, sugere-se alteracdo mitocondrial, e isso foi
investigado nesses protozoarios por citometria de fluxo através da marcagdo com Rh 123,
O tratamento com ambas as substancias induziu a despolarizacdo da membrana
mitocondrial nos diferentes tempos de tratamento (24 h e 72 h), confirmando que elas
possuem a capacidade de alterar o funcionamento desta organela. A diminuicdo do
metabolismo mitocondrial total, assim como no potencial de sua membrana evidenciam
alteracdes na funcdo desta organela, que, além de provocar danos na cadeia respiratéria,
podem desencadear uma série de eventos que contribuem para a morte do parasito
(ALONSO et al., 2021).

Nesse sentido, nosso préximo passo foi avaliar a producdo de ATP nesses
protozoarios tratados. Como esperado, foi possivel verificar uma diminui¢do nos niveis
de ATP durante as primeiras 24 h de tratamento com ambas as substancias, porém, apos
72 h de tratamento houve um aumento dos niveis de ATP. Esse aumento pode estar
associado a ativacdo de vias metabdlicas alternativas como a via glicolitica, na qual os
parasitos recorrem afim de manter o fornecimento de energia para sua sobrevivéncia. Em
ambientes propicios, mais de 50% da energia dos parasitas é gerada pela mitocondria
através da fosforilagdo oxidativa, que produz mais ATP em comparagdo com a glicélise.
No entanto, quando essa fun¢do mitocondrial é prejudicada, 0s protozoarios conseguem
se adaptar e recorrer a vias metabolicas alternativas (MANZANO et al., 2011). O mesmo
também foi descrito em pesquisas anteriores com celulas tumorais que, ao terem
comprometimento mitocondrial, notou-se um aumento nos niveis ATP através da
ativacdo da via glicolitica pelo aumento da expressdo de enzimas necessarias para o
funcionamento da via (MATHUPALA; REMPEL; PEDERSEN, 2001; XU et al., 2005).

A despolarizagdo mitocondrial ao desencadear danos na fungdo da cadeia
respiratoria, pode ainda promover o aumento na formacdo de ERO (CABRAL et al.,

2023). ERO séo produzidos em condicdes fisioldgicas pelas mitocondrias e possuem um
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papel importante na fisiologia celular, porém quando existe falha no sistema antioxidante
que elimina esses radicais, a célula sofre um processo conhecido como estresse oxidativo,
levando macromoléculas como lipidios, proteinas e DNA a sofrerem oxidag&o,
(SCHIEBER; CHANDEL, 2014; DA SILVA et al., 2016). Nossos dados evidenciaram
esse aumento na producdo de ERO tanto nos tratamentos de 72 h com TZ4C, quanto no
tratamento de 24 h e 72 h com TZ3D.

De maneira semelhante, segundo Martinez e Andriantsitohaina (2009), espécies
reativas de nitrogénio (ERN), substancias derivadas do oxido nitrico, possuem um papel
importante na regulacdo fisioldgica das células. No entanto, niveis elevados dessas
espécies podem levar a inducdo do estresse nitrosativo. Neste trabalho, as substancias
avaliadas, além do aumento nos niveis de ERO, induziram um aumento dos niveis de
ERN tanto nos tratamentos de 72 h com TZ4C, quanto no tratamento de 24 h e 72 h com
TZ3D, corroborando com a geracao de radicais reativos que podem contribuir com o

estresse oxidativo na célula do protozoério.

O aumento de espécies reativas como ja mencionado, pode promover danos em
macromoléculas como os lipidios e isso também foi confirmado neste trabalho, uma vez
que houve aumento na peroxidacao lipidica apds o tratamento com os dicalcogenetos nos
diferentes tempos avaliados. Sabe-se que peroxidacdo lipidica é um processo que
compromete a integridade estrutural e funcional das membranas celulares, causando uma
reorganizacao em sua estrutura e provocando modificacfes em sua capacidade de permitir
a passagem de substancias. (PAMPLONA, 2008; ALONSO; DORTA; ALONSO, 2022).
Sendo assim, é também justificAvel o aumento de células positivas para marcagéo com IP

apos os tratamentos por 72 h com TZ4C e TZ3D.

Adicionalmente, em situacGes de estresse oxidativo, a célula pode intensificar a
sintese de goticulas lipidicas, resultando na sua acumulacdo, que serve como um
mecanismo de protecdo para as membranas celulares contra reacdes de peroxidacao.
Essas goticulas lipidicas podem funcionar como fonte de energia em uma tentativa de
sobrevivéncia (JARC; PETAN, 2019). Nesse sentido, 0 aumento expressivo de goticulas
lipidicas observado em promastigotas tratadas com TZ4C e TZ3D pode estar associado a
esse mecanismo de sobrevivéncia em resposta ao estresse oxidativo induzido pelos

tratamentos.
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Dado que os tratamentos com os dicalcogenetos desencadearam estresse oxidativo
nas células, acimulo e formag&o rapida de corpos lipidicos no citoplasma celular, perda
da integridade da membrana plasmatica e reducdo do volume celular, o proximo passo
foi avaliar o possivel mecanismo de morte celular induzido por essas substancias. E
cabivel que esses fatores juntos podem estar associados com a morte celular por apoptose
(LEE et al., 2013).

Inicialmente investigamos o funcionamento do ciclo celular desses parasitos. O
tratamento com TZ4C e TZ3D induziu um aumento na subpopulagdo na fase Go/G1 e
significativa diminuig&o de células na fase S e G2/M, o que indica que menos celulas estéo
se envolvendo na sintese de DNA e preparacdo para a divisdo celular, o que pode resultar
em um bloqueio no ciclo celular. De acordo com Meira et al. (2017), as alteragdes no
ciclo celular que foram encontradas em seus estudos com promastigotas de
L. amazonensis demonstram que a parada na fase Go/G: e diminui¢do na populacdo de

ceélulas na fase G2/M, contribuindo assim para 0 processo de apoptose.

A fosfatidilserina é um fosfolipidio que é externalizado na superficie de células
que sofrem processo de apoptose (TAVARES, 2008). Ensaios com anexina V,
evidenciaram a translocacdo da fosfatidilserina, que migra da camada mais interna da
membrana plasmaética para a camada mais externa, e esta alteracdo é caracteristica de
morte celular programada (MEHTA; SHAHA, 2006). Quando avaliada a externalizacao
da fosfatidilserina, os resultados dos tratamentos com TZ4C e TZ3D mostram que a maior
populacdo de células esta positiva para a marcacdo tanto por anexina V quanto com IP,
sugerindo, portanto, que pode ter ocorrido um processo de apoptose tardia. Existem duas
vias principais que podem desencadear a apoptose: a extrinseca e a intrinseca. Os danos
mitocondriais identificados no estudo indicam que possivelmente a indugéo da apoptose
ocorreu por meio da via intrinseca (SOLANO-GALVEZ et al., 2021).

Por fim, foi possivel observar que, apesar de serem substancias compostas por
dicalcogenetos diferentes, TZ4C e TZ3D exibiram efeitos semelhantes nos dois tempos
de tratamento avaliados. Destacamos, porém, que TZ3D apresentou aumento de ERO e
ERN logo apds 24 h de tratamento, evidenciando precocemente danos mais exacerbados
e caracteristicos de estresse oxidativo. Essas semelhangas entre os dicalcogenetos ja era
esperado devido as suas propriedades quimicas serem muito parecidas, 0 que corrobora

com os resultados encontrados. Portanto, é possivel constatar que as alteragdes
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morfoldgicas e bioguimicas que foram induzidas por TZ4C e TZ3D no presente estudo
induziram uma cascata de eventos (Figura 16) que ndo sdo compativeis com a

sobrevivéncia do protozoario.
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Fonte: autora (2023).

Figura 16. Sequéncia de eventos que contribuiram com a morte celular de promastigotas

de L. amazonensis ap0s o tratamento com TZ4C e TZ3D.

5. CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados apontam que os dicalcogenetos TZ4C e TZ3D
possuem forte atividade antileishmania e mostram satisfatoria seletividade frente as
formas promastigotas e amastigotas do protozoario. Em conjunto, os dados obtidos
fornecem uma hipotese sobre o possivel mecanismo de acdo de ambas as substancias
frente a forma promastigota. Sugere-se que estas substancias levam a danos mitocondriais
e estes provavelmente sdo responsaveis pelo aumento de ERO e ERN, que, juntamente
com as outras alteragdes mostradas, levam a célula ao estresse oxidativo, podendo assim
ocasionar a morte do protozoario provavelmente via apoptose. Os resultados alcancados
mostram-se promissores e sustentam a ideia de considerar as substancias TZ4C e TZ3D
para futuras investigacGes in vivo e como possiveis alternativas no tratamento de

pacientes que sofrem de leishmaniose cuténea. Vale ressaltar que estudos adicionais sao
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necessarios a fim de investigar mais a fundo os mecanismos que estao associados com a

morte ndo sé nas formas promastigotas, mas também na forma intracelular do parasito.
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