
 1 

Universidade Estadual de Maringá  

Centro de Ciências Biológicas 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas 

Área de Concentração: Biologia Celular e Molecular 

 

  

  

RIAN RICHARD SANTOS DE FARIAS  

 

 

 

MORTE CELULAR MEDIADA POR DICALCOGENETOS 

DIARÍLICOS FUNCIONALIZADOS EM Leishmania (L.) infantum 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof.º Dr.º Celso Vataru Nakamura 

Coorientador (a): Prof.a Dr.a Francielle Pelegrin Garcia 

 

 

 

 

 

MARINGÁ 

2023 



 2 

RIAN RICHARD SANTOS DE FARIAS  

 

 

 

MORTE CELULAR MEDIADA POR DICALCOGENETOS 

DIARÍLICOS FUNCIONALIZADOS EM Leishmania (L.) infantum 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas da 

Universidade Estadual de Maringá, como requisito 

parcial para obtenção do título de mestre em Ciências 

Biológicas. 

 

Orientador: Prof.º Dr.º Celso Vataru Nakamura 

Coorientador: Prof.a Dr.a Francielle Pelegrin Garcia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MARINGÁ 

2023 

 



 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação-na-Publicação (CIP) 

(Biblioteca Central - UEM, Maringá - PR, Brasil) 

 

Síntique Raquel Eleutério - CRB 9/1641 

  

F224m 

Farias, Rian Richard Santos de 

Morte celular mediada por dicalcogenetos diarílicos funcionalizados em Leishmania (L.) 
infantum / Rian Richard Santos de Farias. -- Maringá, PR, 2023. 

71 f. : il. color., tabs. 

 

Orientador: Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura. 
Coorientadora: Profa. Dra. Francielle Pelegrin Garcia. 

Dissertação (Mestrado) - Universidade Estadual de Maringá, Centro de Ciências 
Biológicas, Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas (Biologia Celular), 2023. 

 

CDD 23.ed. 572.8 



 4 

FOLHA DE APROVAÇÃO 

 

 

RIAN RICHARD SANTOS DE FARIAS 

 

 

MORTE CELULAR MEDIADA POR DICALCOGENETOS 

DIARÍLICOS FUNCIONALIZADOS EM Leishmania (L.) infantum 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas da 

Universidade Estadual de Maringá, como requisito 

parcial para obtenção do título de mestre em Ciências 

Biológicas pela Banca Examinadora composta pelos 

membros: 

Aprovado em: 15 de Dezembro de 2023. 

 

 

COMISSÃO JULGADORA 

 

Prof.º Dr.º Celso Vataru Nakamura 

Universidade Estadual de Maringá (Presidente) 

 

Prof.ª Dr.ª Elizandra Aparecida Britta 

Universidade Cesumar – Campus Maringá 

 

Prof.ª Dr.ª Danielle Lazarin Bidóia 

Universidade Estadual de Maringá 

  



 5 

BIOGRAFIA 

 

Rian R. S. de Farias nasceu em Colorado, Paraná, no dia 01 de setembro de 2000. Possui 

graduação em Biomedicina pela Universidade UniCesumar de Maringá (2018-2021). Em 2022 

ingressou no mestrado do Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas, área de 

concentração em Biologia Celular e Molecular, da Universidade Estadual de Maringá e 

desenvolveu seu trabalho no Laboratório de Inovação Tecnológica no Desenvolvimento de 

Fármacos e Cosméticos. 

  



 6 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente à Deus, por ter me guiado até aqui e por sempre se mostrar 

presente. Mesmo nos momentos mais obscuros... o Senhor foi a minha luz. 

À minha família, em especial à minha mãe dona Rose; à minha segunda mãe, vó 

Terezinha (a razão por eu estar onde estou hoje); aos meus irmãos Aila, Cauã e Walace. Pessoas 

mais que importantes na minha vida, que me apoiaram a todo momento. Agradeço o incentivo 

e toda compreensão ao longo dessa jornada. 

Ao meu orientador, Prof.º Dr.º Celso Vataru Nakamura, pela oportunidade e por todo o 

auxílio, confiança e, principalmente, paciência durante esse período. Nunca poderei expressar 

toda a gratidão. 

Também a professora Tânia U. Nakamura, por todos os puxões de orelha, necessários 

para o meu aperfeiçoamento e desenvolvimento pessoal. 

Agradeço imensamente a Andressa D. Valente por todo o apoio e parceria ao longo do 

mestrado. Pessoa maravilhosa e amiga verdadeira. Não será esquecida... nunca teria conseguido 

sem você!!! 

Gostaria de deixar o meu ‘muito obrigado’ a uma pessoa que marcou a minha jornada 

acadêmica. Em primeiro lugar, eu nem teria entrado no Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Biológicas se não fosse pela ajuda da Rayanne Regina Machado Beltrame. Mulher 

determinada, superinteligente e uma tutora sem igual. Tenho certeza de que seu futuro será 

brilhante. 

À minha coorientadora Francielle Pelegrin Garcia, por me fornecer praticamente todo o 

conhecimento adquirido ao longo do mestrado e me proporcionar diversas experiências, que, 

provavelmente, nunca poderei retribuir de forma adequada. 

À minha coorientadora não oficial Danielle Lazarin Bidóia, pelo auxílio em diversos 

experimentos. Uma tremenda pesquisadora, de conhecimentos indescritíveis, de técnica 

sofisticada e precisa. Uma mãe para os seus filhos e para os filhos que adquiriu no LITFaC. 

Aos colegas de laboratório, que de maneira geral, sempre me ajudaram nos momentos 

que precisei. Em especial à Raíssa Zara, Bruna Terra, Amanda Hinobu, Rodolfo Balbinot e 

Amanda Bakoshi. Exímios pesquisadores. 

Aos meus colegas de mestrado que ingressaram em 2022 e 2023, que estiveram nas 

mesmas aulas que eu e passaram pelos mesmos sufocos, mas nunca desistiram de fazer da 

pesquisa científica uma profissão digna. 



 7 

Às minhas amigas Ana Paula e Rachel Cardoso, por acompanharem essa saga desde a 

infância e nunca perderem se quer um episódio da minha cômica série chamada vida. 

Aos amigos, que indiretamente fizeram parte desse trabalho, com suas torcidas e 

orações. 

À professora Juliana Cogo, que me instruiu durante a graduação e iniciação científica. 

Forneceu diversos ensinamentos, conselhos e me proporcionou conquistar uma vaga no 

Laboratório de Inovação Tecnológica no Desenvolvimento de Fármacos e Cosméticos. 

Ao Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas, com destaque para a secretária 

Érica Nagasava, por ter suportado os meus surtos e me guiado sempre nas melhores escolhas; 

e ao coordenador do programa Prof.º Dr.º Marco Aurélio, por essa oportunidade, mas também 

a todos os professores do PBC, que contribuíram imensamente com a minha formação 

profissional. 

Aos membros da banca examinadora, por terem aceitado o convite para contribuir com 

esse trabalho. 

A todos, que direta ou indiretamente, contribuíram na construção desse texto, inclusive 

aos que eventualmente não foram citados. 

O presente trabalho foi realizado com apoio do CNPq, Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico – Brasil. 

 

Meus sinceros agradecimentos!  



 8 

APRESENTAÇÃO 

 

Esta dissertação é composta de um resumo geral, em português e inglês, e um artigo científico 

contemplando os principais resultados obtidos durante o mestrado. O artigo descreve a 

avaliação do potencial anti-Leishmania de duas substâncias calcogênicas sobre formas 

promastigotas do protozoário Leishmania (L.) infantum e dá suporte para a compreensão do 

possível mecanismo de ação das substâncias e possível mecanismo de morte do parasito. O 

artigo científico será submetido na revista Tropical Medicine and Infectious Disease do grupo 

editorial Molecular Diversity Preservation International (MDPI). 
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RESUMO GERAL 

 

As leishmanioses são Doenças Tropicais Negligenciadas (DTN) e permanecem endêmicas em 

diversos países. Dentre as manifestações clínicas, a leishmaniose cutânea é a forma 

predominante enquanto a leishmaniose visceral se destaca como a mais grave e potencialmente 

letal. As substâncias calcogênicas têm ganhado destaque no campo do desenvolvimento de 

novos fármacos. O ditelureto TZ3C e o disseleneto TZ5D se mostraram bons agentes anti-

Leishmania, com CI50 de 1,90 µM e 12,20 µM, respectivamente. As análises morfológicas e 

ultraestruturais evidenciaram alterações importantes, condizentes com os resultados 

bioquímicos para integridade de membrana e volume celular. Foram observadas anormalidades 

no balanço redox: acúmulo de lipídios neutros intracelulares, incremento de ERO e ∙ON, além 

de diminuição dos níveis de tióis reduzidos. TZ5D foi capaz de comprometer a mitocôndria 

morfológica e bioquimicamente, elevando os níveis de ATP nas promastigotas, enquanto TZ3C 

reduziu significativamente a produção de energia e regulou a produção de óxido nítrico em 

macrófagos. Ambas as substâncias desencadearam a externalização de fosfatidilserina na 

membrana citoplasmática dos protozoários. Em conjunto, os resultados apontam que TZ3C 

induz a morte dos parasitos por meio da necrose mediada por depleção energética e interrupção 

de atividades ATP-dependentes, enquanto TZ5D está mais associada a morte semelhante a 

apoptose, provavelmente vinculada a inibição de enzimas do sistema antioxidante do parasito. 

 

PALAVRAS-CHAVE: leishmaniose; anti-Leishmania; ditelureto; disseleneto. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a Neglected Tropical Disease (NTD) and remains endemic in several 

countries. Among the clinical manifestations, leishmaniasis remains as the predominant form, 

while visceral leishmaniasis stands out as the most serious and potentially lethal. Chalcogenic 

substances have gained prominence in the field of new drug development. The ditelluride TZ3C 

and the diselenide TZ5D proved to be good anti-Leishmania agents, with IC50 of 1.90 µM and 

12.20 µM, respectively. The morphological and ultrastructural analyzes showed important 

changes, conditioning the biochemical results for membrane integrity and cell volume. 

Abnormalities in the redox balance were observed: accumulation of intracellular neutral lipids, 

increase in ROS and ∙NO, in addition to a decrease in the levels of reduced thiols. TZ5D was 

able to compromise mitochondria morphologically and biochemically, increasing ATP levels 

in promastigotes, while TZ3C significantly affects energy production and regulated nitric oxide 

production in macrophages. Both substances triggered the externalization of phosphatidylserine 

in the cytoplasmic membrane of protozoa. Taken together, the results indicate that TZ3C 

induces parasite death through necrosis mediated by energy depletion and interruption of ATP-

dependent activities, while TZ5D is more associated with apoptosis-like death, probably linked 

to the inhibition of enzymes of the antioxidant system of the parasite. 

 

KEYWORDS: leishmaniasis; anti-Leishmania; ditelluride; diselenide. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças complexas e negligenciadas, causadas 

por protozoários flagelados do gênero Leishmania spp. (Cecílio et al., 2022). As formas clínicas 

da patologia incluem manifestações cutâneas ou mucocutâneas (leishmaniose tegumentar, LT) 

e viscerais (leishmaniose visceral, LV) e dependem, em grande parte, da espécie de leishmania 

envolvida (Chácon et al., 2022). O parasito é inoculado no hospedeiro vertebrado durante o 

repasto sanguíneo através de vetores flebotomíneos, em especial, os gêneros Lutzomya spp. e 

Phlebotomus spp. (Reimann et al., 2022; Cecílio et al., 2022). A forma evolutiva responsável 

por infectar mamíferos é a promastigota, célula alongada e com flagelo externalizado na porção 

anterior; enquanto a forma amastigota é capaz de resistir no interior de vacúolos parasitóforos 

de células do sistema fagocítico mononuclear, célula ovalar e com flagelo internalizado. Outros 

flebotomíneos podem ser contaminados com o parasito ao realizar hematofagia em hospedeiros 

infectados pelo protozoário iniciando novo ciclo (Maciel, 2021). 

A LV é uma das manifestações da doença com maior potencial de letalidade (Oliveira 

et al., 2010; Dos Santos Júnior et al., 2023) e, ainda assim, permanece endêmica em diversos 

países, principalmente de regiões tropicais e subtropicais (Marcondes et al., 2013; Curtin et al., 

2021). No Brasil, os casos confirmados de LV tiveram diminuição substancial de 4.858 casos 

no ano de 2000 para 1.684 em 2022, redução em cerca de 65,3% na incidência anual. Em 

contrapartida, a letalidade aumentou gradativamente, passando de 3,1% para 7,1% nos anos 

2000 e 2012, respectivamente (MS, 2022), e permanece constante desde então com uma média 

de 8,2% nos últimos cinco anos. No novo mundo, o agente etiológico da doença é o protozoário 

Leishmania infantum (syn chagasi) (Marcondes et al., 2013), enquanto no velho mundo a 

doença é causada principalmente pela espécie L. donovani (Ghatee et al., 2020). Apesar da L. 

infantum apresentar variantes dermotrópicas (Gradoni et al., 1994), essa espécie expressa 

majoritariamente viscerotropismo. Após circular no organismo dentro de células do sistema 

imune, os parasitos migram para órgãos linfoides como timo, baço, linfonodos e medula óssea, 

além de se instalarem no fígado (Ghosh et al., 2023). Esse tropismo expressa efeitos clínicos 

importantes em pacientes com a doença ativa, como esplenomegalia e hepatomegalia (Pastorino 

et al., 2002; Varma et al. 2010; Maeda et al., 2021). 

Fato importante é que a maioria dos indivíduos que eventualmente se infectam com o 

parasito não desenvolvem nenhum sintoma durante toda a vida. Assim, o termo leishmaniose 

se refere a condição de se tornar doente devido a infecção por Leishmania spp., não apenas por 

estar infectado pelo protozoário. Neste contexto, em 2018, 92 e 83 países foram considerados 



 16 

endêmicos por reportarem casos de LT e LV, respectivamente (WHO, 2022). Em 2020, uma 

estimativa da World Health Organization (WHO) previu um perfil de 30.000 novos casos de 

LV e mais de 1 milhão de novos casos para LT em ocorrência anual. Mais recentemente, em 

novembro de 2022, a Weekly Epidemiological Record publicou os resultados da vigilância de 

leishmaniose global pós-impacto da COVID-19, pandemia viral que emergiu no final de 2019, 

na cidade de Wuhan na China, e gerou interrupção substancial dos sistemas de saúde através 

do globo (WHO, 2021). Em função deste episódio, os dados epidemiológicos obtidos durante 

este período (11.743 novos casos de LV e 221.953 novos casos de LT) podem não refletir a 

situação atual, uma vez que houve inibição nos serviços de vigilância para as doenças tropicais 

negligenciadas (WHO, 2022). 

De forma geral, o combate as leishmanioses se baseia em controle do vetor (Kishore et 

al., 2006), promoção de informação sobre a doença pelos sistemas de saúde pública (Kusomani 

et al., 2022) e, em especial, terapias medicamentosas (Bahmani et al., 2015; De Souza et al., 

2020), uma vez que não existe vacina comprovadamente efetiva contra os patógenos causadores 

da doença, apesar de diversos pesquisadores estarem em diferentes estágios da pesquisa 

científica com potenciais imunógenos (Lajevardi et al., 2022; Ottino et al., 2022; Gomes et al., 

2022; Machado et al., 2022). 

Em relação aos medicamentos disponíveis no mercado atual dá-se destaque aos 

antimoniais pentavalentes (SbV), classe representada por dois fármacos principais: 

estibogluconato de sódio e antimoniato de meglumina, comercialmente vendidos como 

Pentostam® e Glucantime®. Estas formulações foram consideradas, desde 1940, os fármacos de 

primeira escolha no tratamento de praticamente todas as manifestações clínicas da leishmaniose 

(Mishra et al., 2007; CDC, 2022). Em contrapartida, com a evolução dos estudos na área 

quimioterápica e o acompanhamento dos casos de leishmaniose, notou-se um perfil de 

susceptibilidade diferente entre as diversas manifestações da doença, bem como entre as 

espécies de parasitos envolvidos na infecção e, em menor grau, na distribuição geográfica dos 

casos reportados (Copeland e Aronson et al., 2015). Estes fatores culminaram na indução de 

uma perspectiva holística a respeito da linha de tratamento a ser tomada. A partir das últimas 

décadas, estudiosos propuseram uma série de guidelines, constantemente atualizadas, visando 

o melhor manejo do paciente com a doença (Lazari, 2007; UFSC, 2017). Atualmente, a 

abordagem terapêutica é individualizada, i.e., os profissionais da saúde se baseiam em diversos 

fatores para a seleção do melhor tratamento: espécie/cepa da leishmania; área geográfica onde 

a infecção foi adquirida; história natural da infecção; risco de disseminação para mucosas; 
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susceptibilidade ao fármaco; número, tamanho, localização, evolução e outras características 

clínicas das lesões do paciente (Aronson et al., 2019; CDC, 2022). 

Embora o cenário supracitado pareça agradável, as leishmanioses permanecem 

endêmicas em diversos países e são negligenciadas pelas grandes indústrias farmacêuticas 

(Alvar, 2006). Dito isto, pesquisadores têm se esforçado no desenvolvimento de fármacos 

capazes de interagir de maneira eficiente com as formas promastigotas e amastigotas do parasito 

e provocar sua eliminação, uma vez que os medicamentos disponíveis atualmente apresentam 

falhas terapêuticas recorrentes, pouca seletividade e, o excesso de efeitos adversos junto a via 

endovenosa de aplicação, colaboram com a desistência ou mesmo baixa adesão ao tratamento 

por parte da população (Sasidharan e Saudagar, 2021). Esta perspectiva justifica a busca por 

novos fármacos, com efetiva ação contra o estágio promastigota do parasito, mas 

principalmente, com ação sobre a forma intracelular, visto que o estágio evolutivo amastigota 

é a forma exclusiva nos tecidos dos pacientes com a doença, em especial nas manifestações 

viscerais. Não somente ação, mas também a seletividade é um fator crucial na quimioterapia 

anti-Leishmania, uma vez que o direcionamento da terapêutica para a forma intracelular do 

parasito gera menos efeitos indesejados no paciente em tratamento ao reduzir a dose efetiva do 

fármaco capaz de gerar a remissão da doença. 

Atualmente, miltefosina (MTF) é o único fármaco de administração oral aprovado na 

Alemanha (Monge-Maillo et al., 2015), na Índia, no Nepal (Sunyoto et al., 2018) e alguns 

outros países (Monge-Maillo et al., 2015), para o tratamento da leishmaniose, em especial para 

as manifestações viscerais (Sindermann et al., 2006). No Brasil, o medicamento foi 

recentemente aprovado para o tratamento da LT através da portaria n° 56, de 30 de outubro de 

2018, sendo efetivamente liberada para utilização a partir de 2020. O ativo do medicamento é 

classificado como uma alquilofosfocolina, e seu mecanismo de ação, ainda que não totalmente 

elucidado, está associado a inibição da biossíntese de fosfolipídeos e esteróis de membrana, o 

que interfere nas vias de sinalização e permeabilidade celular, causando a morte dos 

protozoários por mecanismos de apoptose (MS, 2020). Assim como outros medicamentos 

usados no tratamento da leishmaniose, e.g., Anfotericina B e Paromomicina, MTF apresenta 

problemas relacionados a toxicidade (Walcochnik et al., 2009; Matoba et al., 2021), resistência 

(Seifert et l., 2003; Cojean et al., 2012) e restrições (Melcon-Fernandez et al., 2023), 

especialmente às gestantes, devido problemas de teratogenicidade. 

Compostos que apresentam os elementos do grupo 16 da tabela periódica (calcogênios), 

em especial os elementos selênio e telúrio (Wiberg e Wiberg, 2001), têm ganhado destaque no 

campo de desenvolvimento de novos fármacos (Sekhon, 2013; Bandeira et al., 2019; 
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Henriquez-Figuereo et al., 2023). O telúrio, um semimetal, foi descoberto em 1783 

(Reichenstein, 1783) e, desde então, estudiosos investigam sua interação com os sistemas 

biológicos, explorando especialmente sua capacidade antimicrobiana (Sekhon, 2013). Diversas 

moléculas orgânicas e inorgânicas já foram sintetizadas utilizando esse elemento em suas 

estruturas (Henriquez-Figuereo et al., 2023), compostos estes que exibiram ampla atividade 

biológica (Sredni, 2012; Halperin-Sheinfeld et al., 2012; Baquedano et al., 2016), em especial, 

relacionada ao sistema antioxidante (Vishwakerma et al., 2018), alguns pesquisadores já 

descreveram a influência de compostos telúricos no metabolismo redox, revelando uma 

possível inibição de enzimas cisteíno proteases em tripanossomatídeos (Albeck et al., 1998). O 

selênio, um ametal, foi descoberto em 1817 (Berzelius, 1817) e apesar de ser amplamente 

utilizado na área de engenharia e tecnologia (Rashad et al., 2020; Garza-García et al., 2021; 

Xin et al., 2021), exibe diversas interações biológicas (Bleys et al., 2007; Hatfield et al., 2011; 

Iwaoka et al., 2013; Hamdan et al., 2022). Compostos a base de selênio, como os disselenetos, 

demonstram ampla atividade tripanocida (Chao et al., 2017; Martín-Escolano et al., 2021; 

Huang et al., 2021). Apesar da maioria desses compostos calcogênicos terem sido avaliados 

apenas in vitro e a aprovação de novas substâncias ser um processo longo, resultados biológicos 

de substâncias contendo os elementos selênio e telúrio se mostraram promissores e alguns 

autores os sugerem como ponto de partida (Henriquez-Figuereo et al., 2023). 

Existem diversas estruturas e moléculas na célula do protozoário que podem atuar como 

alvo de interesse para o desenvolvimento de terapias medicamentosas. Algumas quimioterapias 

se baseiam em inibição enzimática afim de interromper certas vias bioquímicas (Cestari et al., 

2016), outras interferem com o metabolismo do parasito através do bloqueio de proteínas como  

canais iônicos ou transportadores de membrana (Kashif et al., 2017), alguns ativos inibem a 

biossíntese dos esteróis (Chao et al., 2017), outros afetam proteínas envolvidas na invasão 

celular e defesa contra a resposta imune (Bermudez et al., 2016) e, finalmente, um dos 

principais alvos de interesse para o desenvolvimento de novos fármacos contra 

tripanossomatídeos é a mitocôndria, através da interferência no potencial elétrico de membrana 

mitocondrial (Britta, et al., 2015), o qual pode desencadear diversas vias metabólicas levando 

ao estresse oxidativo ou também a morte celular programada (Kathuria et al., 2014). 

Todos os organismos estão constantemente expostos a espécies reativas de oxigênio 

(ERO), portanto, ao longo da evolução, desenvolveram mecanismos bioquímicos capazes de 

contrabalancear esses agentes. Apesar dos tripanossomatídeos não possuírem catalase, 

glutationa peroxidase, glutationa redutase e tioredoxina redutase, apresentam um mecanismo 

de defesa singular, baseado em tripanotiona ditiol de baixo peso molecular [T(SH)2], com 
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atividade semelhante ao sistema antioxidante de mamíferos. Esta peculiaridade que distingue 

os tripanossomatídeos das células de mamíferos pode ser um potencial aliado à quimioterapia 

anti-Leishmania (Santi e Murta, 2022). 

Numa visão geral, o objetivo deste trabalho é descrever a atividade biológica de 

substâncias calcogênicas em Leishmania (Leishmania) infantum e elucidar o mecanismo de 

ação e morte celular sobre as formas promastigota do parasito. 

 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Reagentes 

 

Ácido fólico, carbonil cianeto 3- 3-clorofenilhidrazona (CCCP), cianeto de potássio 

(KCN), 2',7'-diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA), digitonina, dimetilsulfóxido 

(DMSO), hemina, MTF, rodamina 123 (Rh123) e 9-dietilamino-5H-benzo(α)fenoxazina-5-ona 

(vermelho do Nilo) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Anexina V-FITC, 

4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceína diacetato (DAF-FM DA) e iodeto de 

propídio (IP) foram obtidos da Invitrogen (Grand Island, NY, EUA). Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI-1640), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e soro fetal bovino 

(SFB) foram obtidos da Gibco (NY, EUA). Acetato de uranila, cacodilato de sódio, citrato de 

chumbo, ferrocianeto de potássio, glutaraldeído, resina Polybed® 812 e tetróxido de ósmio 

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 analítico. 

 

2.2. Substâncias 

 

As substâncias 2-metil-2-(4-{[4-(2-metil-1,3-dioxolan-2-il)fenil]ditelânio}fenil)-1,3-

dioxolano (TZ3C) (Fig. 1-a) e N-{1-[4-({4-

[(hidroximino)metil]fenil}disselânio)fenil]etilideno}hidroxilamina (TZ5D) (Fig. 1-b) foram 

sintetizadas por Tay Zugman, integrante do grupo de pesquisa do Prof.º Dr.º Leandro Piovan, 

do Departamento de Química da Universidade Federal do Paraná (UFPR). Soluções estoque 
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serão preparadas de forma asséptica em DMSO, armazenadas a -20 °C e diluídas em meio de 

cultura de forma que a concentração do solvente não exceda 1% nos experimentos. 

 

 

Figura 1. Substâncias dicalcogênicas diarílicas funcionalizadas. (a) Ditelureto TZ3C, apresenta átomos de telúrio 

(Te, em verde) no centro da molécula. (b) Disseleneto TZ5D apresenta Selênio (Se, em laranja) como átomos 

centrais. 

 

2.3. Cultura de células aderentes 

 

Macrófagos 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 inativado a 56 

°C e pH 7,4, 5000 U.mL-1 de penicilina e 5 mg.mL-1 de estreptomicina a 37 °C em estufa com 

tensão de 5% de CO2. A observação da cultura celular foi realizada diariamente em microscópio 

invertido e o meio foi trocado quando observado pH ácido. A fim de promover a manutenção 

das células em uma linhagem contínua, após formação de uma monocamada confluente (em 

média, superior a 80% de confluência), as células aderidas foram liberadas com auxílio de “cell 

scraper”, ressuspensas em meio RPMI-1640 e 10% SFB. 

 

2.4.  Manutenção das formas promastigotas 

 

Formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum (MCAN/BR/97/P142) 

foram mantidas em garrafas estéreis descartáveis para cultura celular de 25 cm2 em meio 

Warren (infusão de cérebro e coração ‘Difco’ acrescido de Hemina e ácido fólico, 50 mg.mL-

1) pH 7,2 e esterilizado por autoclavagem a 121 °C por 15 min. As culturas foram suplementadas 

com 10% de SFB, mantidas a 25 °C e os protozoários foram submetidos a passagens semanais. 
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2.5.  Efeito antiproliferativo sobre formas promastigotas de L. (L.) infantum 

 

O ensaio é baseado na clivagem do sal de tetrazólio XTT por desidrogenases 

mitocondriais de células viáveis na presença de um reagente de acoplamento de elétrons, o que 

produz um sal de formazan solúvel e colorido (Fernandes et al., 2021). Para isso, um inóculo 

de densidade 106 promastigotas de L. (L.) infantum na fase logarítmica de crescimento foi 

cultivado em microplaca de cultura de 96 cavidades estéril a 25 °C em meio Warren 

suplementado com 10 % de SFB. Os parasitos foram então incubados na presença de diferentes 

concentrações das substâncias (0,78-100 µM). Após 72 h de incubação a atividade anti-

Leishmania foi determinada através da cor produzida pela metabolização do sal, a qual foi 

quantificada em leitor de microplacas por espectrofotometria (leitor de ELISA Power Wave 

XS) no comprimento de onda de 450 nm. A porcentagem de inibição do crescimento foi plotada 

em função da concentração das substâncias a fim de determinar a concentração inibitória para 

50% dos parasitos (CI50). MTF foi utilizada como substância de referência. 

 

2.6. Efeito antiproliferativo sobre formas amastigotas de L. (L.) infantum 

 

Para avaliação da atividade antiproliferativa sobre formas amastigotas seguiu-se as 

recomendações de Martinez-Sotillo et al. (2019). Assim, para a infecção das células um inóculo 

de promastigotas metacíclicas (densidade 5x106 cél.mL-1) e um inóculo de macrófagos J774A.1 

(densidade 5x105 cél.mL-1), na proporção 10 parasitos por célula, foram dispensados sobre 

lamínulas de vidro redondas organizadas individualmente nas cavidades de placas de cultura 

(24 cavidades) na presença de meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e incubadas 

por 24 h a 34 °C em estufa com 5% de CO2. Após a interação entre os parasitos e os macrófagos, 

as substâncias TZ3C e TZ5D foram adicionadas aos microcultivos em concentrações 

crescentes (0,001-10 µM) e então incubadas nas mesmas condições por mais 48 h. Depois do 

período de tratamento, as lamínulas foram fixadas em metanol, coradas com uma proporção 

1:10 de Giemsa/água destilada e montadas sobre lâmina de vidro com Permount®. A 

visualização de 100 células foi realizada por microscopia óptica (objetiva 100x) e o índice de 

sobrevivência foi estabelecido multiplicando-se o percentual de macrófagos infectados pelo 

número médio de parasitos por macrófagos totais (Machado et al., 2021). O valor de CI50 foi 

determinado por análise de regressão não linear simples. 
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2.7. Efeito citotóxico sobre células de mamífero 

 

O ensaio é baseado na metabolização do sal de tetrazólio MTT pelas enzimas succinato 

desidrogenases nas mitocôndrias de células íntegras, com produção de cristais insolúveis de 

formazan. Desta forma, seguindo as recomendações de Kosari et al. (2022), suspensões de 

macrófagos da linhagem J774A.1 (densidade 5x105 cél.mL-1) e células HepG2 (Oliveira et al., 

2018) em meio RPMI-1640 e DMEM, respectivamente, ambos suplementados com 10% de 

SFB, foram dispensadas em placas estéreis de 96 cavidades e incubadas por 24 h a 37 °C e 

tensão de 5% de CO2 (Andrade, 2018). Após esse período, o sobrenadante foi retirado, as 

substâncias TZ3C e TZ5D foram adicionadas em concentrações crescentes (0,78-100 µM) e 

as células foram incubadas por mais 48 h nas mesmas condições anteriores. Dado o período de 

incubação, as células foram lavadas com tampão salina-fosfato (PBS) 0,01 M, foram 

adicionados 50 µL de MTT (2 mg.mL-1) seguido de incubação por 4 h a 37 °C ao abrigo da luz. 

Após esse período, foram adicionados 150 µL de DMSO para solubilização dos cristais. A 

leitura foi realizada pelo espectrofotômetro (Power WaveXS, BIO-TEK, EUA) a 570 nm 

(Meinel, 2020). O valor de CC50 (concentração citotóxica de 50%) foi calculado por regressão 

não linear simples. 

 

2.8. Avaliação das alterações morfológicas e ultraestruturais em formas promastigotas de 

L. (L.) infantum por microscopia eletrônica 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações referentes ao 

CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D e incubadas por 72 h a 25 °C. Após o período de 

incubação, os parasitos foram fixados com glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 

0,1 M (Dörr, 1997; Pessoa, 2021). Para microscopia eletrônica de varredura (MEV), os 

parasitos foram aderidos à lamínula de vidro com auxílio de poli-L-lisina e lavados três vezes 

com PBS. Os parasitos foram desidratados em concentrações crescentes de álcool etílico (30-

100%), submetidos ao ponto crítico, metalizados com ouro e, em seguida, as amostras foram 

analisadas no microscópio eletrônico de varredura FEI Quanta 250. Para microscopia eletrônica 

de transmissão (MET), os parasitos foram pós-fixados em solução de 1% de OsO4, 0,8% de 

K4[Fe(CN)6] e 10 mM CaCl2 em 0,1 M de tampão cacodilato (Dörr, 1997). Após, os parasitos 

foram desidratados em concentrações crescentes de acetona (30-100%), incluídos em resina 

epóxi (Polybed®812) e polimerizados em estufa a 60 °C por 72 h. Cortes ultrafinos foram 

obtidos por ultramicrotomia e contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e 
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observados no microscópio eletrônico de transmissão JEOL JEM 1400 (Japão). Como 

substância de referência foi utilizado MTF 36,29 µM. 

 

2.9. Avaliação do volume celular em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h. Seguindo as recomendações 

de Alonso et al. (2021), as células foram lavadas duas vezes em PBS e ressuspendidas em 0,5 

mL do mesmo tampão. Em seguida, o volume celular foi analisado por citômetro de fluxo 

FACSCalibur (Becton-Dickson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest 

(Joseph Trotter, Scripps Reasearch Institute, La Jolla, CA, EUA). Gráficos da densidade (FSC-

H) versus a dispersão (Counts) representam a aquisição de 30.000 eventos. Histogramas e 

análises foram realizados usando o software CellQuest. MTF 36,29 µM foi utilizada como 

parâmetro de referência e actinomicina D 20 µM como controle positivo para redução do 

volume celular. 

 

2.10. Avaliação da integridade de membrana celular em promastigotas de L. (L.) 

infantum 

 

Formas promastigotas L. (L.) infantum foram tratadas com as concentração referentes 

ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h e incubadas com 0,2 µg.mL-1 de IP 

por 10 min em temperatura ambiente (Andrade, 2018). Células com membrana íntegra captam 

pouco IP, assim apresentam baixa fluorescência, no entanto, células cuja membrana esteja 

alterada permitem entrada de IP, que se intercala ao DNA, o qual emite alta fluorescência 

quando excitado. A aquisição dos dados e análise foram realizadas imediatamente após a 

marcação com IP em citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickson, Rutherford, NJ, EUA) 

equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, 

EUA). Um total de 30.000 eventos foram adquiridos na região previamente estabelecida com o 

parasito. Alterações na fluorescência do IP foram quantificadas como percentual de células 

alteradas para membrana plasmática. Como controle positivo foi utilizado digitonina 40 µM. 
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2.11. Avaliação de corpos lipídicos em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h e 72 h e incubadas com 10 

µg.mL-1 de vermelho do Nilo, marcador que tem afinidade por gordura neutra, por 30 min a 25 

°C (Machado et al., 2021). A fluorescência foi quantificada em espectrofluorímetro (Victor X3; 

PerkinElmer, EUA), nos comprimentos de onda de excitação (λex) e emissão (λem) de 485 e 

535 nm, respectivamente. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e como 

controle positivo foi utilizado H2O2 1 mM. 

 

2.12. Avaliação de vacúolos ácidos em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h e incubadas com 1 µg.mL-

1 de laranja de acridina por 15 min a temperatura ambiente. Após o período de incubação os 

parasitos foram lavados em PBS. Laranja de acridina é um marcador permeável a membrana 

que apresenta fluorescência verde. Sua característica de base fraca permite que, quando em 

meios ácidos, receba um próton e forme um dímero, se tornando não permeável às membranas 

e apresentando fluorescência vermelha. A aquisição dos dados foi realizada em citômetro de 

fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherfor, NJ, EUA) equipado com software 

CellQuest (Joseph Trotter, Scripps, Reasearch Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 

30.000 eventos foram adquiridos na região previamente estabelecida com o parasito (Alonso et 

al., 2021). O nível de fluorescência foi determinado nos comprimentos de 488 λex e 530 λem 

(Lazarin-Bidóia, 2015; Meinel, 2020), respectivamente. MTF 36,29 µM foi utilizada como 

parâmetro de referência e como controle positivo foi utilizado H2O2 1 mM. 

 

2.13. Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) totais em 

promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h e 72 h e incubadas com 10 

µM de H2DCFDA por 45 min, sob proteção da luz (Alonso et al., 2021). O marcador H2DCFDA 

é uma molécula não fluorescente permeável a célula, que sofre desesterificação pelas esterases 

intracelulares na presença de espécies reativas de oxigênio (ERO) e, após a oxidação, é 
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convertido em diclorofluoresceína (DCF) altamente fluorescente (Machado et al., 2021). O 

nível de fluorescência foi determinado nos comprimentos de onda de 488 λex e 530 λem 

(Lazarin-Bidóia, 2015; Meinel, 2020) em espectrofluorímetro (Victor X3; PerkinElmer, EUA). 

MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e como controle positivo foi 

utilizado H2O2 1 mM. 

 

2.14. Avaliação da produção de óxido nítrico (∙ON) intracelular em promastigotas de L. 

(L.) infantum e macrófagos 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum e macrófagos J774A.1 foram tratados com as 

concentrações referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D, enquanto os 

macrófagos J774A.1 foram expostos apenas ao CI50, por 24 h e então incubados no escuro com 

4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceína diacetato (DAF-FM DA) 1 µM por 30 min a 

37 °C. Após, as células foram lavadas, ressuspensas em PBS e incubadas por mais 15 min. 

DAF-FM diacetato é um marcador não fluorescente permeável à membrana plasmática 

(Lazarin-Bidóia, 2015). Uma vez dentro das células, pode reagir com o óxido nítrico para 

formar um benzotriazol (BTA) fluorescente (Chein et al., 2023). O nível de fluorescência foi 

determinado nos comprimentos de onda de 495 λex e 515 λem em espectrofluorímetro (Victor 

X3; PerkinElmer, EUA). MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e como 

controle positivo foi utilizado H2O2 1 mM. 

 

2.15. Avaliação da peroxidação lipídica em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h e 72 h e então incubadas 

com 50 µM de DPPP durante 15 min a temperatura ambiente (Alonso et al., 2021). DPPP é 

uma molécula não fluorescente até ser oxidada por hidroperóxidos a um óxido de fosfina 

(DPPP-O) que se torna fluorescente (Lazarin-Bidóia, 2015). O nível de fluorescência foi 

determinado nos comprimentos de onda de 355 λex e 460 λem em espectrofluorímetro (Victor 

X3; PerkinElmer, EUA). MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e como 

controle positivo foi utilizado H2O2 1 mM. 
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2.16. Avaliação de tióis reduzidos em promastigotas de L. (L.) infantum e macrófagos 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum e macrófagos J774A.1 foram tratados com as 

concentrações referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h, lavadas duas 

vezes em PBS, ressuspendidas em tampão Tris-HCl pH 7,5 e então sonicadas em gelo por 5 s 

em intervalos de 2 s (tempo total de sonicação de 1 min) e intensidade de 40% (Lazarin-Bidóia, 

2015). Os macrófagos foram processados da mesma maneira, porém em solução contendo 

Triton X-100 (Rosenblat et al., 2016). As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 

min para remover os debris celulares, 100 µL do sobrenadante e de PBS foram então 

transferidos para placas de 96 cavidades e incubados com 1 mM de DTNB por 15 min a 

temperatura ambiente. DTNB, ao entrar em contato com tióis reduzidos, forma um cromógeno 

de cor amarela (Turcano et al., 2018) que pode ser detectado espectrofotometricamente. A 

leitura foi realizada pelo espectrofotômetro (Power WaveXS, BIO-TEK, EUA) a 412 nm. MTF 

36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência nos ensaios com promastigotas e como 

controle positivo foi utilizado H2O2 1 mM. 

 

2.17. Avaliação do potencial de membrana (∆Ψm) em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentração referentes 

ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h e incubadas com 5 µg.mL-1 de Rh123 

por 15 min a 37 °C (Lazarin-Bidóia, 2015; Andrade, 2018). Rh123 é um marcador específico 

da mitocôndria e depende da sua polarização, desse modo, células com potencial de membrana 

mitocondrial inalterado acumulam Rh123 e apresentam alta fluorescência, enquanto 

mitocôndrias com alterações no ∆Ψm levam ao efluxo mitocondrial de Rh123, apresentado 

baixa fluorescência (Alonso et al., 2021). Deste modo, após o período de incubação inicial com 

Rh123, os parasitos foram lavados e ressuspendidos em PBS para análise em citômetro de fluxo 

FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherfor, NJ, EUA) equipado com software CellQuest 

(Joseph Trotter, Scripps, Reasearch Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos 

foram adquiridos na região previamente estabelecida com o parasito. MTF 36,29 µM foi 

utilizada como parâmetro de referência e como controle positivo foi utilizado CCCP 100 µM. 
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2.18. Avaliação de ATP intracelular em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h, lavados e ressuspensas em 

PBS, e os níveis de ATP foram analisados seguindo o protocolo do Kit CellTiter-GLO® (Bidóia, 

2015). Esse kit baseia-se na reação catalisada pela enzima luciferase (luciferina/oxiluciferina) 

para quantificação de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) (López-Arencibia et al., 2021). 

A luminescência foi determinada utilizando leitor de microplacas (Victor X3; PerkinElmer, 

EUA). MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e como controle positivo foi 

utilizado KCN 500 µM. 

 

2.19. Avaliação do ciclo celular em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h, fixadas em metanol-PBS 

70% a 4 °C por 72 h. Após esse período, os parasitos foram lavados em PBS e incubados com 

10 µg.mL-1 de IP-RNAase, seguido de incubação a 37 °C por 45 min (Alonso et al., 2021; 

Lazarin-Bidóia, 2015). A aquisição dos dados e análises foram realizadas em citômetro de fluxo 

FACSCalibur (Becton-Dickson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com software CellQuest 

(Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos 

foram adquiridos na região previamente estabelecida com o parasito. A porcentagem de células 

em cada estágio do ciclo celular foi determinada de acordo com a fluorescência de IP, que é 

diretamente proporcional ao conteúdo de DNA. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro 

de referência e como controle positivo foi utilizado taxol 10 µM. 

 

2.20. Detecção da exposição de fosfatidilserina em promastigotas de L. (L.) infantum 

 

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentrações 

referentes ao CI50 e 2xCI50 das substâncias TZ3C e TZ5D por 24 h, lavadas duas vezes em 

PBS, ressuspensas em tampão de ligação (124 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 10 mM HEPES-Na, pH 

7,4), marcadas com anexina V-FITC e incubadas por 15 min em temperatura ambiente (Dos 

Santos et al., 2013; Araújo et al., 2022). Em seguida, foi adicionado 2 µg.mL-1 de IP para 

marcação, a aquisição dos dados e as análises foram realizadas em citômetro de fluxo 

FACSCalibur (Becton-Dickson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com software CellQuest 
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(Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Um total de 30.000 eventos 

foram adquiridos na região previamente estabelecida com o parasito. Células marcadas apenas 

com anexina-V foram consideradas apoptóticas, células somente positivas para IP, foram 

consideradas necróticas e células com dupla marcação foram consideradas em apoptose tardia, 

enquanto células não marcadas foram consideradas vivas. Como controle positivo foi utilizado 

MTF 36,29 µM. 

 

2.21. Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de pelo menos três experimentos 

independentes. As análises estatísticas realizadas através do software Prisma 9 (GraphPad 

Prism 9, San Diego, CA, EUA). Diferenças significativas entre os valores foram analisadas pela 

análise de variância (ANOVA) one-way ou two-way, seguido pelo teste de comparações 

múltiplas de Tukey ou Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Perfil da atividade biológica das substâncias TZ3C e TZ5D 

Tabelas 1, 2 e figura 2 apresentam os dados referentes a atividade das substâncias 

dicalcogênicas sobre formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) infantum, respectivamente, 

e sua citotoxicidade em macrófagos J774A.1. TZ3C exibiu uma atividade (CI50 = 1,90 ± 0,51 

µM) 6,42 vezes maior na forma promastigota do parasito quando comparado ao dicalcogeneto 

TZ5D (12,20 ± 1,36 µM), o que reflete, por consequência, uma seletividade igualmente maior 

sobre o parasito em relação à macrófagos (ISTZ3C = 3,95; ISTZ5D = 1,92). Da mesma maneira, a 

inibição do crescimento das formas intracelulares do protozoário pela substância TZ3C foi 

notavelmente superior (0,45 ± 0,11 µM) em comparação à TZ5D (4,83 ± 0,44 µM). 

Curiosamente, quando se observa os dados percentuais, nota-se que TZ3C tem cerca de 24% 

maior atividade sobre as formas amastigotas em relação às promastigotas, enquanto TZ5D 

apresenta cerca de 40%. Todavia, a seletividade nas formas intracelulares (ISTZ3C = 16,69; 

ISTZ5D = 4,85) confirmam o melhor perfil anti-Leishmania da substância TZ3C, cerca de 6,05 

vezes mais seletiva em amastigotas que TZ5D. 

 

Tabela 1. Seletividade de dicalcogenetos em formas promastigotas de L. (L.) infantum 

Substância CI50 

promastigota de  

L. (L.) infantum 

(µM) 

CC50 

J774A.1 

(µM) 

IS* 

(CC50/CI50) 

TZ3C 1,90 ± 0,51 7,52 ± 1,52 3,95 

TZ5D 12,20 ± 1,36 23,43 ± 3,28 1,92 

MTF† 36,29 ± 2,56 18,99 ± 0,47 0,52 

† Substância de referência. * IS, Índice de seletividade em relação a J774A.1. NA, não aplicável; J774A.1, 

macrófago de rato (ATCC/TIB-67); CI50, concentração inibitória de 50%; CC50, concentração citotóxica de 50%. 

 

Tabela 2. Seletividade de dicalcogenetos em amastigotas de L. (L.) infantum 

Substância CI50 

amastigota de 

L. (L.) infantum 

(µM) 

CC50 

J774A.1 

(µM) 

IS 

(CC50/CI50) 

TZ3C 0,45 ± 0,11 7,51 ± 1,24  16,69 

TZ5D 4,83 ± 0,44 13,33 ± 3,28 2,76 

J774A.1, macrófago de rato (ATCC/TIB-67); CI50, concentração inibitória de 50%; CC50, concentração citotóxica 

de 50%; IS, Índice de seletividade. 
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3.2. Alterações morfológicas e ultraestruturais induzidas por dicalcogenetos em 

formas promastigotas de L. (L.) infantum 

 

De maneira geral, as formas promastigotas de L. (L.) infantum apresentam uma 

morfologia padrão. A figura 3-A demonstra o formato alongado dessas células, corpo delgado 

e levemente afunilado, com membrana lisa e flagelo filiforme longo. 

Promastigotas tratadas com TZ3C (Fig. 3, C e D) expressaram alterações na membrana 

citoplasmática de forma dose-dependente. Na concentração de 1,90 µM de TZ3C, é possível 

observar uma influência da substância, a qual se torna evidente nos parasitos tratados com o 

dobro da concentração (3,80 µM). A principal característica observada é o aspecto ovalado de 

parte das células (Fig. 3-C), inobstante, os parasitos tiveram uma redução substancial do volume 

celular como pode ser observado na figura 3-D. 

A substância TZ5D exibiu alterações (Fig. 3, E e F) importantes em células tratadas 

com 12,20 µM e 24,40 µM de TZ5D. Nota-se a perda do afunilamento característico das 

promastigotas, o que leva as células a adquirirem um formato oval. Efeitos da substância no 

parasito também puderam ser verificados nos flagelos, a figura 3-E revela a presença de 

promastigotas biflagelares. Regiões em destaque da figura 3 (C-F) apontam células que 

apresentam solução de continuidade na membrana plasmática e extravasamento do conteúdo 

citoplasmático. 

A figura 3-B corresponde às células tratadas com MTF 36,29 µM. É possível notar a 

perda de flagelo em alguns parasitos e arredondamento do corpo celular. 

Existem caracteres intracelulares que descrevem, de forma geral, a ultraestrutura dos 

tripanossomatídeos. A figura 4-A é a micrografia eletrônica da forma promastigota de L. (L.) 

infantum, célula com membrana plasmática e sistema de endomembras íntegro; as organelas se 

localizam em posições convencionais e não apresentam anomalias; o núcleo e envelope nuclear 

estão preservados, e nota-se um caráter heterogêneo da eletrodensidade intranuclear 

característico do perfil de distribuição da eucromatina e heterocromatina; a mitocôndria única 

e alongada do parasito se distribui ao longo de todo o citoplasma e é observável a região dilatada 

dessa organela com uma densa zona eletrônica retilínea correspondente ao cinetoplasto 

(estrutura característica de organismos da classe Kinetoplastida); a bolsa flagelar e o flagelo 

também estão preservados. 

De forma similar às anomalias morfológicas, promastigotas tratadas com TZ3C (Fig. 4, 

C e D) demonstraram alterações ultraestruturais dose-dependente. Na concentração de 1,90 µM 

de TZ3C, houve o surgimento de inclusões intracitoplasmáticas, as quais foram verificadas em 
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maior quantidade nos parasitos tratados com 3,80 µM da mesma substância. Dois tipos de 

inclusões podem ser identificadas, as gotas de gordura que apresentam superfície regular e não 

são envolvidas por membrana aparente; e precipitados ovalares dismórficos, os quais 

apresentam um vacúolo delimitando uma região de eletrodensidade oval de superfície não-

regular excêntrica. O núcleo das células tratadas com TZ3C perdeu o perfil normal de 

distribuição da cromatina, como pode ser observado na figura 4-C, onde há deslocamento da 

eletrodensidade no interior do núcleo para a periferia do envelope nuclear. A mitocôndria das 

células sob tratamento se apresentou notadamente dilatada. Não foram observadas alterações 

expressivas no anexo flagelar das células tratadas com TZ3C. 

 

 

Figura 3. Alterações morfológicas em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por 72 h. (A) Promastigotas sem tratamento. (B) Células tratadas com MTF 36,29 µM. (C, D) 

Promastigotas tratadas com 1,90 µM e 3,80 µM de TZ3C, respectivamente. (E, F) Promastigotas tratadas com 

12,20 µM e 24,40 µM de TZ5D, respectivamente. MTF foi utilizada como parâmetro de referência. (B-F) 

Quadrado segmentado demonstra a área em destaque. 
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As modificações observadas na ultraestrutura de protozoários tratados com a substância 

TZ5D (Fig. 4, E e F) foram drásticas e seguiram o mesmo perfil em ambas as concentrações 

utilizadas. Foram verificadas inclusões intracitoplasmáticas similares às encontradas nos 

protozoários tratados com TZ3C, além de outras alterações como o alargamento da mitocôndria 

e desorganização do flagelo. Curiosamente, ao redor dos parasitos, houve o aparecimento de 

corpos extracitoplasmáticos de aspecto vesicular com ausência de estruturas reconhecíveis no 

interior. Regiões em destaque da figura 4 (C-F) evidenciam as inclusões intracitoplasmáticas 

eletrodensas. A figura 4-B revela protusões da membrana plasmática de células tratadas com 

MTF 36,29 µM. 

 

 

Figura 4. Alterações ultraestruturais em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por 72 h. (A) Promastigotas sem tratamento (1 µm). (B) Células tratadas com MTF 36,29 µM (800 

nm). (C, D) Promastigotas tratadas com 1,90 µM e 3,80 µM de TZ3C, respectivamente (600 e 500 nm). (E, F) 

Promastigotas tratadas com 12,20 µM e 24,40 µM de TZ5D, respectivamente (800 e 5000 nm). MTF 36,29 µM 

foi utilizada como parâmetro de referência. (B-F) Quadrado segmentado demonstra a área em destaque. (f) flagelo; 

(fp) bolsa flagelar; (k) cinetoplasto; (m) mitocôndria; (n) núcleo; (Ld) gota de gordura; (seta branca) alargamento 

da mitocôndria; (seta preta) inclusões eletrodensas; (cabeça de seta) vesícula extracitoplasmática; (estrela) 

desorganização do flagelo.  
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3.3. Volume celular em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

O volume celular (Fig. 5) foi determinado por citometria de fluxo em formas 

promastigotas de L. (L.) infantum com objetivo de confirmar os dados observados nas 

micrografias eletrônicas. 

Ambas as substâncias, TZ3C e TZ5D, exibiram padrões de redução no volume celular 

de forma dose-dependente e com caráter significativo entre as concentrações. Enquanto 1,90 

µM de TZ3C reduziu o volume das células em 43,5%, o dobro da concentração (3,80 µM) 

reduziu cerca de 58,6%. Da mesma maneira, 12,20 µM de TZ5D diminuiu o volume das células 

em 59,9%, enquanto 24,40 µM reduziu em 74,3%. 

Como esperado, actinomicina D e MTF reduziram o volume dos parasitos em 37,8% e 

68,0%, respectivamente. 

 

 
Figura 5. Volume celular de formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com dicalcogenetos por 

24 h. (a-d) Histograma do perfil volumétrico (FSC-Height) em relação a quantidade de células (Counts). 

(sombreado) Contagem de células de volume normal. (a) Promastigotas tratadas com actinomicina D 20 µM. (b) 

Células tratadas com MTF 36,29 µM. (c) Promastigotas tratadas com 1,90 µM (verde claro) e 3,80 µM (verde 

escuro) de TZ3C, respectivamente. (d) Promastigotas tratadas com 12,20 µM (laranja claro) e 24,40 µM (laranja 

escuro) de TZ5D, respectivamente. (e) Representação gráfica dos histogramas. MTF foi utilizada como parâmetro 

de referência e actinomicina D como controle positivo. (****) P<0,0001; (###) P=0,0009; (####) P<0,0001. *, 

diferença estatística em relação ao controle não tratado; #, diferença estatística entre a comparação. 
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3.4. Permeabilidade de membrana plasmática em promastigotas tratadas com 

dicalcogenetos 

 

A figura 6 expressa a intensidade de fluorescência do material genético das formas 

promastigotas após exposição a IP. Os dados representam quantitativamente a proporção de 

células com membrana plasmática lesionada, i.e., passivas de terem o material genético 

intercalado por IP. Parasitos não tratados captam pouco ou nenhum IP, enquanto células 

permeabilizadas com digitonina 40 µM são marcadas pelo intercalante.  

Promastigotas tratadas com TZ3C e TZ5D não exibiram captação de IP significativa 

em nenhuma das concentrações testadas durante o período de incubação de 24 h. Nesse sentido, 

as células foram submetidas ao mesmo esquema de tratamento, porém em um período de 

incubação de 72 h. Promastigotas tratadas com 1,90 µM e 3,80 µM de TZ3C tiveram aumento 

médio na permeabilidade de membrana de cerca de 24,7 vezes em relação ao controle não 

tratado, sem diferença estatística entre as concentrações. Já TZ5D demonstrou um perfil dose-

dependente, uma vez que 12,20 µM foi capaz de aumentar a permeabilidade em cerca de 12,5 

vezes, enquanto 24,40 µM da mesma substância reduziu a integridade da membrana 

citoplasmática em cerca de 79,7 vezes quando comparado ao controle não tratado. 

MTF 36,29 µM, em ambos os esquemas de tratamento (24 h e 72 h), elevou a 

permeabilidade dos parasitos em 25,7 e 98,1 vezes, respectivamente. 

 

 

Figura 6. Permeabilidade de membrana plasmática de formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas 

com dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e digitonina 

40 µM como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P=0,006; (***) P=0,0006; (****) P<0,0001; (#) P<0,01. *, 

diferença estatística em relação ao controle não tratado; #, diferença estatística entre a comparação. 
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3.5. Acúmulo de corpos lipídicos em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 7 descreve o perfil de fluorescência de células com acúmulo de lipídios neutros. 

Parasitos não tratados apresentam pouca quantidade de corpúsculos lipídicos 

intracitoplasmáticos, enquanto células submetidas a exposição com H2O2 rapidamente 

demonstram acumulação de gordura no citoplasma. 

TZ3C não induziu formação de gotas de gordura nas formas promastigotas em nenhuma 

das concentrações testadas durante o período de incubação de 24 h (Fig. 7-a). Em contrapartida, 

o tratamento com TZ5D gerou um incremento médio de corpos lipídicos de cerca de 37,2 vezes 

quando comparado com células não tratadas. Para investigar melhor o perfil dessas alterações 

no parasito, o mesmo esquema de tratamento foi realizado durante um período de incubação de 

72 h. Promastigotas tratadas com 1,90 µM e 3,80 µM de TZ3C tiveram aumento médio na 

quantidade de lipídios neutros intracelulares de cerca de 3,8 vezes em relação ao controle não 

tratado, sem diferença estatística entre as concentrações. Curiosamente, TZ5D teve uma queda 

substancial na capacidade de gerar corpos lipídicos (Fig. 7-b), entretanto, novamente 

demonstrou um perfil dose-dependente, haja visto que 12,20 µM não foi capaz de aumentar o 

conteúdo lipídico das promastigotas após 72 h de tratamento, enquanto 24,40 µM da mesma 

substância aumentou significativamente os títulos de lipídios neutros em cerca de 8,2 vezes 

quando comparado ao controle não tratado, uma queda na expressão de corpos lipídicos pelo 

CI50 da substância de 22,0% ao longo de 48 h. 

MTF 36,29 µM elevou significativamente a quantidade de corpos lipídicos das 

promastigotas expostas por 72 h em 5,2 vezes, em comparação a células não tratadas. 

 

 

Figura 7. Lipídios neutros intracelulares em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e H2O2 1 mM 

como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,005; (***) P=0,0006; (****) P<0,0001; (#) P<0,0001. *, diferença 

estatística em relação ao controle não tratado; #, diferença estatística entre a comparação. 
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3.6. Vacúolos ácidos em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 8 reflete os níveis de fluorescência de células exposta a laranja de acridina. 

Parasitos não tratados apresentam reduzida proporção de compartimentos com caráter ácido, 

enquanto células submetidas a exposição com H2O2 têm ativa formação de vacúolos 

intracitoplasmáticos com capacidade de aprisionar o marcador fluorescente. 

Nenhuma das concentrações, de ambas as substâncias (TZ3C e TZ5D), foi capaz de 

induzir a expressão de compartimentos ácidos no citoplasma de formas promastigotas tratadas 

por 24 h. 

MTF 36,29 µM, apesar de elevar razoavelmente a fluorescência do marcador, foi 

incapaz de proporcionar efeitos significativos no tempo de incubação de 24 h. 
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Figura 8. Níveis de vacúolos ácidos em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e H2O2 1 mM como controle 

positivo. (**) P<0,001. *, diferença estatística em relação ao controle não tratado. 

 

  



 37 

3.7. Espécies reativas de oxigênio (ERO) em promastigotas tratadas com 

dicalcogenetos 

 

A figura 9 exibe a fluorimetria característica do marcador DCF. Parasitos não tratados 

apresentam baixas concentrações de espécies reativas de oxigênio, insuficientes para induzir a 

clivagem da molécula não fluorescente H2DCFDA, enquanto células submetidas a exposição 

com H2O2 prontamente convertem o marcador a sua forma altamente fluorescente (DCF). 

TZ3C não induziu alterações significativas nos níveis de espécies reativas de oxigênio 

nas formas promastigotas em nenhuma das concentrações testadas durante o período de 

incubação de 24 h (Fig 9-a). Por outro lado, o tratamento com TZ5D causou elevação dose-

dependente significativa entre as doses. TZ5D nas concentrações de 12,20 µM e 24,40 µM 

demonstrou 21,5 e 44,4 vezes, respectivamente, maiores níveis de ERO em comparação a 

células não tratadas. A fim de melhor avaliar possíveis alterações no perfil oxidativo de formas 

promastigotas, o tratamento foi realizado da mesma maneira durante um período de incubação 

de 72 h. Promastigotas tratadas com 1,90 µM e 3,80 µM de TZ3C expressaram aumento médio 

na quantidade de ERO de cerca de 5,1 vezes em relação ao controle não tratado, sem diferença 

estatística entre as concentrações. Interessantemente, TZ5D teve uma queda drástica nos títulos 

de espécies reativas de oxigênio (Fig. 9-b), todavia, demonstrando mais uma vez seu perfil 

dose-dependente, haja visto que 12,20 µM não foi capaz de aumentar os níveis de espécies 

reativas de oxigênio nas promastigotas após 72 h de tratamento, enquanto 24,40 µM da mesma 

substância aumentou significativamente a concentração intracelular de ERO em cerca de 16,5 

vezes quando comparado ao controle não tratado, uma queda da geração de ERO pelo CI50 de 

37,1% ao longo de 48 h. 

MTF 36,29 µM, só foi capaz de elevar o conteúdo intracitoplasmático de ERO nos 

parasitos em 72 h tratamento, cerca de 18,9 vezes quando comparado a células não tratadas, 

respectivamente. 

 

 



 38 

Figura 9. Níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO) em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum 

tratadas com dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e 

H2O2 1 mM como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,005; (***) P=0,0006; (****) P<0,0001; (#) P<0,01; (##) 

P<0,0001. *, diferença estatística em relação ao controle não tratado; #, diferença estatística entre a comparação. 

 

3.8. Óxido nítrico (∙ON) em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 10 expressa a fluorescência característica do benzotriazol, produto da reação 

do marcador DAF-FM com óxido nítrico intracelular. Parasitos não tratados apresentam baixos 

níveis de ∙ON, os quais não permitem geração significativa de fluorescência, enquanto células 

submetidas a exposição com H2O2 assumem um estado oxidativo capaz de gerar radicais livres 

como ∙ON e, portanto, emitem certa fluorescência. 

TZ3C não foi capaz de promover geração significativa de ∙ON nas formas 

promastigotas em nenhuma das concentrações testadas e em ambos os períodos de incubação 

de 24 h e 72 h. Em contrapartida, o tratamento com TZ5D causou elevação dose-dependente, 

12,20 µM e 24,40 µM da substância demonstraram capacidade de aumentar os níveis 

intracelulares de ∙ON em 17,1 e 24,1 vezes, respectivamente, em comparação a células não 

tratadas num período de exposição de 24 h. Enquanto 12,20 µM de TZ5D após um período de 

72 h teve uma certa redução na capacidade de elevar os níveis de ∙ON. Como demonstra a figura 

10-b, houve elevação na concentração do radical em cerca de 6,1 vezes, demonstrando 

novamente seu perfil dose-dependente, haja visto que 24,40 µM foi capaz de sustentar a 

elevação nos níveis de ∙ON nas promasitgotas após 72 h de tratamento, cerca de 19,9 vezes 

maior quando comparado a células não tratadas. A queda de geração de ∙ON mediada pelo CI50 

de TZ5D foi de 35,6% ao longo de 48 h.  

MTF 36,29 µM só foi capaz de elevar a o conteúdo intracelular de ∙ON nas formas 

promastigotas em 72 h de tratamento, cerca de 11,2 vezes quando comparado a células não 

tratadas, respectivamente. 
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Figura 10. Níveis de óxido nítrico (∙ON) em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e H2O2 1 mM 

como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,005; (***) P=0,0002; (****); P<0,0001. *, diferença estatística em 

relação ao controle não tratado; #, diferença estatística entre a comparação. 

 

3.9. Peroxidação lipídica em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 11 apresenta dados referentes a fluorescência do óxido de fosfina, um produto 

da reação entre o marcador DPPP e hidroperóxidos. Parasitos não tratados expressam baixos 

níveis de peroxidação lipídica, os quais não permitem geração significativa de fluorescência, 

enquanto células submetidas a exposição com H2O2 acabam sofrendo lesões oxidativas que 

geram os hidroperóxidos e, portanto, emitem certa fluorescência. 

TZ3C foi capaz de induzir a expressão de lesões oxidativas no parasito em 24 e 72 h. 

No período de incubação de 24 h, ambas as concentrações promoveram uma elevação média 

na peroxidação lipídica de cerca de 4,5 vezes em comparação a promastigotas não submetidas 

ao tratamento, enquanto a incubação com as concentrações de 1,90 e 3,80 µM por 72 h tiveram 

elevação média de cerca de 1,6 vezes quando comparado às células sem tratamento. Já o 

tratamento com TZ5D causou elevação média dos níveis de lipoperoxidação nas formas 

promastigotas em 6,5 vezes em comparação a células não tratadas num período de exposição 

de 24 h. Enquanto células tratadas com 12,20 µM de TZ5D por um período de 72 h não 

expressaram níveis significativos de lipoperoxidação, como demonstra a figura 11-b. Já a 

concentração de 24,40 µM de TZ5D sustentou a indução de peroxidação lipídica em cerca de 

6,2 vezes comparado a células não tratadas. A queda da peroxidação lipídica mediada pelo CI50 

de TZ5D foi de 13,8% ao longo de 48 h.  

MTF 36,29 µM, apresentou um perfil altamente danoso às macromoléculas dos 

parasitos, revelando incremento da peroxidação de cerca de 13,7 e 6,5 vezes quando comparado 

a células não tratadas nos períodos de 24 e 72 h de incubação, respectivamente. 
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Figura 11. Nível de peroxidação lipídica em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e H2O2 1 mM 

como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,003; (***); P=0,0003; (****) P<0,0001; (#) P<0,0001. *, diferença 

estatística em relação ao controle não tratado; #, diferença estatística entre a comparação. 

 

3.10. Níveis de tióis reduzidos em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 12 expõe a espectrometria realizada nos extratos de promastigotas incubadas 

com o marcador DTNB. Protozoários não tratados apresentam altas quantidades de 

grupamentos tióis (sulfidrilas) livres, os quais reagem com o marcador e produzem um 

cromógeno amarelo, enquanto células submetidas a exposição com H2O2 perdem parte das 

sulfidrilas livres por oxidação (formação de pontes de dissulfeto) e, consequentemente, não há 

formação de cor. 

TZ3C e TZ5D foram capazes de diminuir drasticamente os níveis de tióis reduzidos de 

forma similar em ambas as concentrações, CI50 e 2xCI50, cerca de 77,2% em relação ao controle 

não tratado num período de 24 h. 

MTF 36,29 µM, apresentou um perfil semelhante ao peróxido de hidrogênio, reduzindo 

em cerca de 95% as sulfidrilas livres das promastigotas. 
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Figura 12. Níveis de tióis reduzidos em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e H2O2 1 mM como controle 

positivo. (****) P<0,0001. *, diferença estatística em relação ao controle não tratado. 

 

 

 

3.11. Potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) em promastigotas tratadas 

com dicalcogenetos 

 

A figura 13 reflete os níveis de captação de Rh123 pela mitocôndria das promastigotas. 

Parasitos não tratados são capazes de captar prontamente o marcador e assim emitir alta 

fluorescência, enquanto células expostas ao CCCP apresentam baixa captação, uma vez que o 

tratamento com o desacoplador mitocondrial favorece o efluxo de Rh123 resultando em baixa 

intensidade de fluorescência. 

Ambas as substâncias induziram despolarização da membrana mitocondrial. Os 

esquemas de tratamentos com as concentrações de CI50 e 2xCI50 levaram a uma redução média 

no ∆Ψm de 44,9% para TZ3C e de 46,9% para TZ5D. 

MTF 36,29 µM revelou um perfil semelhante ao das substâncias calcogênicas ao reduzir 

proporcionalmente (cerca de 49,8%) o ∆Ψm das formas promastigotas. 
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Figura 13. Potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum 

tratadas com dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e CCCP como 

controle positivo. (**) P<0,001; (***) P<0,0002; (****) P<0,0001. *, diferença estatística em relação ao controle 

não tratado. 

 

 

3.12. Níveis de ATP intracelular em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 14 revela o perfil de luminescência gerado pela reação da adenosina trifosfato 

das promastigotas com a enzima luciferase. Protozoários não tratados apresentam 

concentrações normais de ATP, enquanto células expostas ao inibidor do complexo citocromo-

oxidase (KCN), presente na cadeia respiratória, apresentam baixa luminescência, haja visto que 

a produção de nucleotídeos trifosfatados de adenina se encontra deficiente pela inibição, o que 

leva a reduzida emissão de luz pela depleção de energia da reação. 

TZ3C teve capacidade de reduzir os níveis de ATP intracelulares em formas 

promastigotas tratadas por 24 h. A depleção de ATP variou significativamente em função da 

concentração, 1,90 µM da substância reduziu em cerca de 47,3%, enquanto 3,80 µM alterou a 

concentração em apenas 28,3%. Curiosamente, TZ5D elevou os títulos de ATP intracelulares 

em 156,3% em média para ambas as concentrações. 

MTF 36,29 µM novamente demonstrou alterações intensas, com redução de 79,9% nos 

níveis intracelulares de ATP. 

 



 43 

Untreated KCN Miltefosine 1,90 M 3,8 M 12,2 M 24,4 M

0

200000

400000

600000

800000

1000000
A

T
P

(a
rb

it
ra

ry
 u

n
it

s)

TZ3C TZ5D

***

****

#

****

****
****

****

 

Figura 14. Níveis de ATP em promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com dicalcogenetos por 24 h. 

MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e KCN 500 µM como controle positivo. (***) 

P<0,0003; (****) P<0,0001; (#) P<0,005. *, diferença estatística em relação ao controle não tratado; #, diferença 

estatística entre a comparação. 

 

3.13. Óxido nítrico e tióis reduzidos em macrófagos tratados com dicalcogenetos 

 

A figura 15 demonstra os dados obtidos da análise da célula hospedeira. Macrófagos 

possuem capacidade microbicida otimizada quando os níveis de radicais livres produzidos nos 

fagolisossomos se encontram aumentados. Assim, títulos elevados de óxido nítrico refletem 

uma maior proporção de células ativas (Fig. 15-a), enquanto células expostas a peróxido de 

hidrogênio expressam o perfil de macrófagos em estresse oxidativo, para efeito de comparação. 

TZ3C foi capaz de induzir aumento dose-dependente nos títulos de ∙ON em macrófagos. 

As concentrações de 1,90 µM e 3,80 µM elevaram cerca de 6,3 e 24,6 vezes a concentração de 

∙ON em comparação a células não tratadas, respectivamente. Da mesma maneira, o tratamento 

com TZ5D causou elevação dose-dependente, ambas concentrações causaram um incremento 

médio na quantidade ∙ON de 5,7 vezes quando comparado a células sem tratamento. 

MTF 36,29 µM, igualmente, elevou os níveis de ∙ON em cerca de 15,9 vezes em 

comparação a células não tratadas. 
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A figura 15-b aponta os dados espectrofotométricos do comportamento de macrófagos 

expostos ao DTNB. Como já era esperado, H2O2 levou a uma diminuição na concentração de 

tióis reduzidos de aproximadamente 51,5%. 

TZ3C e TZ5D também reduziram as sulfidrilas livres de macrófagos tratados por 24 h 

em 56,6% e 41,8%, respectivamente. 

 

  

Figura 15. Nível de (a) óxido nítrico (∙ON) e (b) sulfidrilas livres em macrófagos J774A.1 tratados com 

dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e H2O2 1 mM como controle 

positivo. (*) P<0,05; (****) P<0,0001; (#) P<0,0003. *, diferença estatística em relação ao controle não tratado; 

#, diferença estatística entre a comparação. 
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3.14. Ciclo celular em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 16 expressa a porcentagem de promastigotas em suas respectivas subfases do 

ciclo celular. A quantidade de material genético, em especial o DNA, tem importantes variações 

ao longo da vida dos protozoários. Desta forma, a marcação com iodeto de propídio permite 

visualizar a proporção de células nas diferentes subfases do ciclo em função da intensidade de 

fluorescência característica de cada uma delas. Promastigotas sem tratamento apresentam uma 

proporção maior de células nas subfases G0/G1, seguida de S, G2/M e em menor proporção na 

subfase SubG1. Por outro lado, parasitos tratados com taxol revelam graves anomalias no ciclo, 

com elevação substancial da população SubG1, subfase caracterizada pela presença de células 

com DNA fragmentado. 

TZ3C causou alterações discretas num perfil semelhante entre as concentrações da 

substância no ciclo de vida das promastigotas expostas por um período 24 h. Tanto 1,90 µM 

quanto 3,80 µM induziram parada no ciclo celular na subfase G0/G1 e, por consequência, 

redução significativa (43,3% e 30,2%, respectivamente) das células na subfase S. Em contraste, 

TZ5D promoveu alterações intensas no ciclo celular. Em subG1 houve elevação da população 

de cerca de 11,0 e 12,9 vezes quando comparado a células não tratadas, enquanto promastigotas 

de todas as outras subfases tiveram uma redução importante. As concentrações de CI50 e 2xCI50 

levaram a redução de 65,2% e 79,4% em G0/G1; 60,5% e 77,0% na subfase S e 83,5% e 92,0% 

em G2/M, respectivamente. 

MTF 36,29 µM também demonstrou capacidade de alterar o ciclo celular. Promastigotas 

tratadas com a substância tiveram elevação na população SubG1 de cerca de 6,7 vezes, 

enquanto as outras subfases tiveram redução em 44,9%, 49,4% e 22,0%, respectivamente. 
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Figura 16. Perfil do ciclo celular em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com 

dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro de referência e taxol como controle positivo. 

(*) P<0,05; (**) P<0,001; (***) P=0,0003; (****) P<0,0001. *, diferença estatística em relação ao controle não 

tratado. 

 

3.15. Exposição de fosfatidilserina em promastigotas tratadas com dicalcogenetos 

 

A figura 17 é a representação do perfil de exposição da fosfatidilserina em formas 

promastigotas de L. (L.) infantum. Fosfatidilserina é um fosfolipídio de membrana que se 

encontra em maior proporção na camada interna da bicamada fosfolipídica. Promastigotas, 

durante morte semelhante a apoptose, elevam a quantidade dessa molécula na camada externa 

da membrana plasmática, onde ficam expostas para ligação com o marcador anexina V-FITC. 

Morte celular por necrose, outro mecanismo de morte avaliado em eucariotos menores, é 

caracterizada pela ruptura da membrana celular e extravasamento citoplasmático. Nesse 

sentido, protozoários com membrana plasmática comprometida tem o material genético 

exposto, o qual pode ser marcado com IP. Em alguns casos, o perfil combinado das marcações 

pode evidenciar a morte por apoptose tardia, caracterizada principalmente pela exposição de 

fosfatidilserina e lesões da membrana citoplasmática. 

TZ3C promoveu um aumento significativo na população anexina-positiva de 15,2 

vezes, quando comparado a células não tratadas, apenas na concentração de 3,80 µM, enquanto 

TZ5D, em ambas as concentrações, proporcionou elevação média de células marcadas com 
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anexina em cerca de 39,1 vezes. As populações de células necróticas e em apoptose tardia não 

sofreram alterações importantes durante o tratamento com dicalcogenetos por 24 h. 

MTF 36,29 µM demonstrou seu perfil apoptótico ao elevar a proporção de células 

marcadas com anexina em cerca de 16,5 vezes quando comparado a células sem tratamento. 

 

 

Figura 17. Perfil da exposição de fosfatidilserina em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas 

com dicalcogenetos por 24 h. (a) Promastigotas sem tratamento. (b) MTF 36,29 µM foi utilizada como parâmetro 

de referência e controle positivo. (c, d) Células tratadas com 1,90 µM e 3,80 µM de TZ3C, respectivamente. (e, f) 

Promastigotas tratadas com 12,20 µM e 24,40 µM de TZ5D, respectivamente. (g) Representação gráfica da 

quantidade de eventos anexina ou IP-positivos observados por citometria de fluxo em promastigotas com e sem 

tratamento. (****) P<0,0001. *, diferença estatística em relação ao controle não tratado.  



 48 

4. DISCUSSÃO 

 

O cenário atual demonstra emergência por novas substâncias capazes de combater 

efetivamente as leishmanioses, especialmente após o impacto da COVID-19 na saúde da 

população. Estudos recentes demonstram que após a pandemia, casos de infecção pelo vírus 

SARS-Cov-2 se tornaram fator de comorbidade para indivíduos com leishmaniose visceral 

(Paul et al., 2023). 

Apesar da ampla gama de moléculas estudas para o combate a leishmaniose (Pinheiro 

et al., 2022), a terapia anti-Leishmania recai sempre aos mesmos medicamentos disponíveis no 

mercado (MS, 2022), fármacos de recorrentes falhas terapêuticas e certa toxicidade (Franke et 

al., 1990; Deray, 2002; Sundar et al., 2008; Sundar et al., 2010). Terapias combinatórias 

surgiram com o objetivo principal de reduzir os efeitos tóxicos das substâncias ao diminuir a 

dose necessária para se atingir a remissão da doença (Alcântara et al., 2018; Essid et al., 2023). 

O reposicionamento de medicamentos também é uma estratégia muito utilizada no campo da 

pesquisa relacionada às DTN, uma vez que reduz a longa jornada da aprovação de fármacos 

para o combate às doenças (Andrade Neto. et al., 2018). 

Revisão recentemente publicada (Pal et al., 2023) avaliou a relação estrutura-atividade 

de uma vasta quantidade de moléculas sintéticas, e descreveu o perfil promissor de substâncias 

com caracteres fitoquímicos em relação a capacidade anti-Leishmania, apontando a notável 

importância dos anéis centrais para a atividade. 

Duas substâncias com anéis foram avaliadas nesse artigo, TZ3C e TZ5D. De forma 

geral, apresentam estrutura semelhante, são moléculas que contêm dois anéis, cada qual 

formando um núcleo arila unido por dois átomos de telúrio e selênio, respectivamente. Os 

grupos funcionais ligados aos esqueletos carbônicos são distintos nas duas substâncias. Como 

esperado, tanto TZ3C quanto TZ5D demonstraram efeitos promissores em formas 

promastigotas de L. (L.) infantum. 

A substância TZ3C (código anterior, LQ7) já foi estuda pelo nosso grupo de pesquisa 

previamente quanto a atividade em formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, 

demonstrando efeitos similares relacionados ao perfil biológico (Bandeira et al., 2019). A 

atividade identificada girou em torno de 0,9 µM para as formas promastigotas e 0,5 µM para as 

formas intracelulares, muito próximo dos valores obtidos para a espécie L. (L.) infantum. 

Curiosamente, TZ3C exibiu maior seletividade para as formas intracelulares do protozoário, 

cerca de 16,7 vezes, equiparando-se a seletividade em amastigotas de L. amazonensis (IS = 18). 
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Micrografias eletrônicas dos parasitos demonstraram redução no volume celular em 

células tratadas com os valores de CI50 e 2xCI50, a qual foi verificada quantitativamente por 

citometria de fluxo. Ambas as substâncias reduziram o volume das células proporcionalmente 

à concentração. A redução do volume celular é uma característica comum na morte por apoptose 

(Hockenbery, 1995). MTF já demonstrou capacidade de induzir morte semelhante a apoptose 

em outras espécies de Leishmania spp. (Paris et al., 2004), e assim como as substâncias 

calcogênicas, MTF gerou redução substancial no volume das promastigotas. 

Outra característica observada por microscopia, muito evidente nos protozoários 

expostos às substâncias calcogênicas, foram lesões na membrana citoplasmática. Característica 

presente em células durante morte por necrose (Tonnus et al., 2019). Promastigotas submetidas 

ao tratamento durante 24 h não apresentaram marcação com IP, enquanto o tratamento de 72 h 

foi capaz de alterar significativamente a membrana, achados que impedem a exclusão de um 

perfil necrótico de morte celular. 

A morte do parasito pode envolver diversos mecanismos (D’arcy, 2019), e três tipos de 

morte já foram identificados em eucariotos menores: necrose, autofagia e morte semelhante a 

apoptose (Proto et al., 2013). Dentre os mecanismos intracelulares, o sistema redox é um alvo 

de interesse para o desenvolvimento de novos fármacos, uma vez que as vias de sinalização de 

tripanossomatídeos já foram bem descritas (Tomás et al., 2013) e há enzimas importantes no 

metabolismo desses organismos que não são compartilhadas de forma homóloga com 

mamíferos (Dumas et al., 1997). Alguns autores já demonstraram a relação entre o estresse 

oxidativo e o acúmulo de lipídios intracelulares (Miranda et al., 2017). Como observado nas 

micrografias, os níveis de corpos lipídicos foram elevados de forma significativa em 

promastigotas expostas aos dicalcogenetos, de forma mais expressiva sob o tratamento com 

TZ5D. 

A principal alteração observada nos parasitos, em ambos os tratamentos, foi o 

aparecimento de inclusões citoplasmáticas. As características dessas estruturas, como 

vacuolização e eletrodensidade oval de superfície não regular, não foram reportadas por 

nenhum outro autor. A princípio, hipóteses sugeriram ser vacúolos com depósito do 

metabolismo celular do protozoário em situação de estresse, no entanto, a pesquisa por 

compartimentos ácidos não revelou presença desses vacúolos no período de tratamento 

avaliado. A hipótese, então proposta, é de acumulação da própria substância no interior das 

células, haja visto que a observação dos vacúolos por micrografia eletrônica procedeu de forma 

dose-dependente, i.e., quanto maior a concentração dos dicalcogenetos maior foi a vacuolização 
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verificada. Estudos mais aprofundados, como a marcação das moléculas com isótopos 

radioativos, poderiam esclarecer a origem dessas estruturas peculiares. 

Os corpos lipídicos, observados em secções do parasito e quantificados 

bioquimicamente, são organelas compostas por um núcleo lipídico eletrodenso envolto por uma 

camada de fosfolipídios e proteínas (Murphy, 2001). São estruturas importantes para adaptação 

ao estresse celular, podendo se acumular no citosol a fim de reduzir o dano oxidativo às 

membranas e fornecer suprimento energético de longo prazo (Henne et al., 2018; Jarc et al., 

2019). As gotas de gordura acumuladas no citoplasma do parasito sugerem alteração no balanço 

redox das células tratadas com as substâncias calcogênicas. O estresse oxidativo pode ser 

causado por incremento de radicais livres em títulos que impossibilitem as enzimas do 

metabolismo redox recuperar a homeostasia celular (Wilson et al., 1994); ou por diminuição na 

quantidade ou atividade dos mecanismos utilizados pelo sistema antioxidante do protozoário 

(Dumas et al., 1997), como por exemplo a inibição da atividade da enzima tripanotiona 

redutase. Os níveis de ERO totais e ∙ON foram acessados em promastigotas submetidas aos 

tratamentos por 24 h, no entanto somente após 72 h de exposição, ambas as substâncias 

induziram elevação nos níveis dessas espécies. TZ5D, simulando o mesmo perfil do acúmulo 

de lipídios, teve capacidade de elevar as concentrações de ambas as espécies reativas com 

apenas 24 h de tratamento, ilustrando sua facilidade em desregular o sistema redox. 

Diferentes efeitos podem ser observados nas células após o desbalanço do metabolismo 

redox (Sansom et al., 2013; Caliri et al., 2021), em especial às macromoléculas, e.g., proteínas, 

lipídios de membrana e DNA (Mancini et al., 2020). A lipoperoxidação é o dano oxidativo 

causado aos lipídios por meio de radicais livres (Oliveira et al., 2000). Esse efeito foi observado 

em promastigotas desde as primeiras 24 h de exposição aos dicalcogenetos e continuou sendo 

observado após 72 h de tratamento, com redução substancial da peroxidação lipídica nos 

protozoários tratados com 12,20 µM de TZ5D. Talvez a alteração causada pelo disseleneto não 

seja capaz de continuar promovendo o dano oxidativo ao longo do tempo, uma vez que as 

enzimas do sistema antioxidante têm excelente capacidade de controlar os radicais livres após 

estresse não persistente (Castro et al., 2002; Bahrami et al., 2011). 

O sistema antioxidante dos tripanossomatídeos é composto por uma série de enzimas 

que trabalham em conjunto para neutralizar os radicais livres como íon hidroxila e ânion 

superóxido (Santi et al., 2022). Esses protozoários apresentam enzimas especiais, semelhantes 

às glutationas de mamíferos, reconhecidas em conjunto como sistema tripanotiona (Romão et 

al., 2006). Essa classe de enzimas atua, de forma geral, através da redução de espécies 

radicalares por meio da oxidação de sulfidrilas livres em resíduos de cisteína (Mahmoudzadeh-
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Niknam et al., 2004). De forma interessante, as defesas antioxidantes das promastigotas 

revelaram rápido comprometimento pós-exposição aos dicalcogenetos. Esse efeito reforça o 

desbalanço no metabolismo redox provocado por substâncias calcogênicas. 

Outra via importante no metabolismo redox é o efluxo mitocondrial de radicais livres 

produzidos na cadeia de transporte de elétrons (Castro et al., 2002). A mitocôndria é a principal 

rota dos elétrons obtidos durante o consumo de nutrientes em vias aeróbias de produção 

energética (Gundersen, 1968; Bermúdez et al., 1997). Situações que desestabilizam a 

fosforilação oxidativa, podem provocar ‘escapes’ eventuais de elétrons que são prontamente 

capturados gerando espécies reativas de oxigênio e radicais livres importantes (Bertram et al., 

2006). As micrografias eletrônicas de promastigotas expostas a TZ3C e TZ5D demonstraram 

o alargamento da mitocôndria. Alterações na atividade da organela também puderam ser 

observadas no tratamento com ambas as substâncias. Houve despolarização da membrana 

mitocondrial significativa, tanto para TZ3C quanto TZ5D, achado que corrobora com o 

incremento de ERO e ∙ON observado. 

Nas mitocôndrias, a síntese de ATP é realizada pela proteína F0F1-ATP sintase (Perry 

et al., 2011). Diversos autores já observaram a atividade ATPásica dessa sintase durante 

alteração do ΔΨm (Chinopoulos, 2011; Zorova et al., 2018). A capacidade de produção 

energética de promastigotas expostas à dicalcogenetos também foi analisada, revelando um 

perfil distinto para ambas as substâncias. TZ3C reduziu a produção de ATP nas formas 

promastigotas, enquanto TZ5D elevou substancialmente os níveis intracelulares da molécula. 

Esse perfil de elevação já foi reportado por outros autores (Machado, 2021) que o analisam 

como um recurso final utilizado pela célula a fim de superar o impacto das injúrias e sobreviver. 

Outros sugerem que a elevação na produção de moléculas de ATP seja um pré-requisito para o 

processo de morte celular programada (Zamaraeva et al., 2005). 

O óxido nítrico, apesar de ser um radical livre, é extremamente importante para os 

sistemas biológicos, em especial, às vias de sinalização celular e mecanismos de defesa, e.g., 

atividade antimicrobiana (Dusse et al., 2003). Os fagócitos possuem a capacidade de aumentar 

∙ON em títulos extremamente elevados através da expressão regulada da enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) (Queiroz et al., 1999). A atividade das substâncias nas células 

hospedeiras provocaram aumento importante e dose-dependente de ∙ON, o qual não é 

semelhante ao perfil de células exposta a peróxido de hidrogênio, o que sugere ativação 

macrofágica. Por outro lado, macrófagos expostos ao CI50 das substâncias calcogênicas tiveram 

alterações nos níveis de tióis reduzidos, refletindo a precária seletividade das substâncias pelo 

sistema antioxidante dos parasitos. 
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Muitos eventos bioquímicos são capazes de promover interrupção no ciclo celular 

(Ambit et al., 2011), em especial os danos oxidativos ao material genético (Raina et al., 2012). 

Como esperado, houve alteração significativa nos perfis do ciclo celular de promastigotas 

tratadas com as substâncias dicalcogênicas. TZ3C exibiu alteração significativa em formas 

promastigotas, induzindo parada no ciclo celular na subfase G0/G1. Autores sugerem que a 

parada do ciclo especificamente nesta subfase pode estar relacionada a eventos oxidativos 

(Zahir et al., 2014). Uma possível explicação pode estar vinculada ao consumo dos grupos 

sulfidrilas e consequente aumento na produção de ERO. Em contraste, TZ5D aumentou 

drasticamente o número de indivíduos em SubG1. Evidências apontam que a população desta 

subfase apresenta extensa fragmentação do DNA, o que poderia explicar a consequente redução 

das outras populações, i.e., a lesão ao material genético é intensa ao ponto de impedir o 

progresso no ciclo, levando a morte celular (Costa et al., 2019). 

A fragmentação do DNA é uma das características da morte por apoptose (Shaha, 2006). 

Em organismos do metazoa, sabe-se que a partir do ponto de não retorno, as enzimas caspases 

deflagram uma cascata de eventos bioquímicos intracelulares que culminam, de forma geral, na 

morte por apoptose: caracterizada principalmente pela diminuição do volume celular, formação 

de protusões citoplasmáticas que se desprendem da membrana para dar origem a corpos 

apoptóticos (Sebbagh et al., 2001), picnose (Wyllie et al., 1984), fragmentação do DNA 

genômico (Enari et al., 1998) e translocação de fosfatidilserina para o folheto externo da 

bicamada fosfolipídica (Suraweera et al., 2006). Os tipos de mortes que ocorrem em 

protozoários ainda não foram totalmente elucidados, mas um tipo em específico, compartilha 

semelhanças com a morte programada do metazoa, a morte semelhante a apoptose (do inglês, 

apoptosis-like death) (Paris et al., 2004; Basmaciyan, Azas e Casanova, 2018). Promastigotas 

expostas aos dicalcogenetos tiveram elevação substancial na exposição de fosfatidilserina na 

camada externa da membrana plasmática e não demonstraram alterações nos níveis de células 

em apoptose tardia ou necróticas no período avaliado. 

A morte por necrose é um evento celular não programado, relacionado com injúrias 

agressivas e persistentes (Corral et al., 2016). Células necróticas apresentam características 

muito expressivas, e.g., alterações morfológicas marcantes, liberação do conteúdo intracelular 

e inchaço das células (Basmaciyan e Casanova, 2019). Promastigotas tratadas com 

dicalcogenetos apresentaram solução de continuidade na membrana plasmática e elevação da 

marcação com IP após 72 h de tratamento, achados que não podem ser descartados. 

De forma geral, foi verificado perfis distintos em relação as alterações provocadas pelos 

dicalcogenetos nas formas promastigotas de L. (L.) infantum. TZ3C demonstrou um impacto 
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mais tardio sobre o parasito, com alterações significativas observadas majoritariamente ao 

longo de 72 h de exposição. À microscopia eletrônica, foi possível observar alterações drásticas 

na membrana plasmática e inclusões celulares de origem desconhecida. O sistema antioxidante 

foi alterado de forma significativa, o que possivelmente comprometeu o metabolismo redox. O 

incremento de espécies radicalares, provavelmente, levou a oxidação de macromoléculas 

importantes, com a expressão evidente de peroxidação lipídica. A mitocôndria teve alterações 

ultraestruturais e perda do potencial de membrana, o que talvez tenha levado a incapacidade de 

produção de moléculas de ATP suficientes para sustentar os mecanismos de reparo, sugerindo 

uma possível cooperação entre a repressão do sistema antioxidante e a desregulação 

mitocondrial para a morte do protozoário. 

Alguns autores já descreveram a presença de bombas ATP-dependentes na membrana 

citoplasmática de tripanossomatídeos (Meade, 2019), em especial a bomba de sódio (Na) e 

potássio (K). Essa proteína de membrana é responsável por promover o fluxo de íons Na+ e K+ 

contra o gradiente eletroquímico (Vieira et al., 1995), de forma resumida, a bomba Na+/K+-

ATPase tem o papel de expulsar ativamente três cátions sódio e, por cotransporte, gerar o 

influxo de dois K+. As formas promastigotas tiveram os títulos de ATP reduzidos sob o 

tratamento com o ditelureto, o que pode ter gerado impactos sobre a atividade de proteínas 

ATP-dependentes, em especial da bomba de Na+/K+-ATPase. Alguns autores já descreveram o 

perfil de anomalias que sucedem a falha desta bomba (Skou et al.1992, Wang et al., 1993), 

destacando a tumefação celular. Células tratadas com TZ3C perderam o afunilamento 

característico das formas promastigotas, se tornando arredondadas. Observando esses achados, 

entende-se que o desbalanço no metabolismo redox tenha sido o estopim do mecanismo de 

morte. A lipoperoxidação, em especial lesões ao material genético (Ames et al., 1993), deixa 

evidente a necessidade de processos ATP-dependentes relacionados ao reparo da célula. Fato 

que explica a significativa redução na população de promastigotas na subfase de replicação do 

DNA. Diversos autores já demonstraram a repressão do progresso no ciclo celular causado por 

injúrias a esta macromolécula (Sorenson et al., 1990; King e Cidlowsky, 1998, Andrade et al., 

2022). 

No metazoa, quando o dano celular é intenso e incapaz de ser consertado, a célula entra 

num processo altamente regulado de morte a fim de preservar os constituintes celulares 

permitindo que outras células os utilizem, para isso ela os direciona através de vesículas que 

expressam fosfatidilserina na membrana plasmática (Poon et al., 2019; Naeini et al., 2020). 

Esse fenômeno ocorre em protozoários, talvez seja apenas um vestígio do processo de evolução, 

alguns especulam uma possível comunicação entre os parasitos, numa espécie de quórum 
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sensing (Pinheiro, 2015). De qualquer forma, foi observado a externalização de fosfatidilserina 

em promastigotas tratadas com o ditelureto nas primeiras 24 h de tratamento, sugerindo que a 

morte celular mediada por TZ3C foi regulada (Fig. 18), ao menos inicialmente. Em 

contrapartida, o comprometimento da geração de energia pela única mitocôndria do parasito, 

pode ter impedido a ação das proteínas ATP-dependentes na regulação da morte semelhante a 

apoptose, acarretando o descontrole das vias metabólicas, autólise e ruptura da membrana 

celular, num processo equitativo à necrose em células de mamíferos. 

 

 

Figura 18. Esquema ilustrativo do mecanismo de ação da substância TZ3C sobre formas promastigotas de 

Leishmania (L.) infantum. O tratamento com o ditelureto provocou a formação de inclusões citoplasmáticas: (1) 

vacúolos com estruturas eletrodensas irregulares e (2) gotas de gordura, o último, relacionado com o desbalanço 

redox, provavelmente induzido por (3) repressão do sistema antioxidante e (4) otimização da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e óxido nítrico (∙ON) pela desestabilização da mitocôndria (hipopolarização, redução 

na produção de ATP e tumefação). O efeito oxidativo é observado na membrana citoplasmática e sistema 

endomembrana, através da (5) lipoperoxidação e (6) indução da parada no ciclo celular em G0/G1, talvez por lesão 

no DNA. O dano provocado induziu à programação da morte celular com (7) exposição de fosfatidilserina, a qual 

foi interrompida pelo baixo aporte energético e, consequentemente, levou a (8) inibição da atividade de proteínas 

ATP-dependentes. 

 

TZ5D, de forma antagônica, demonstrou efeitos expressivos desde as primeiras horas 

de tratamento em praticamente todas as análises. Em contrapartida, o CI50 da substância não foi 



 55 

capaz de sustentar as alterações em 72 h de tratamento para efeitos como: acúmulo de gordura 

intracitoplasmática, níveis intracelulares de ERO e ∙ON, além de lipoperoxidação. Esse 

conjunto de alterações estão intimamente associados ao desbalanço oxidativo. Uma explicação 

plausível para esse perfil é a indução indireta desses efeitos sobre o incremento de radicais 

livres, e.g., através de inibição enzimática. Autores relatam o perfil de ação das enzimas, 

descrevendo-as como catalizadores biológicos (Matés et al., 1999). Essas proteínas otimizam o 

tempo de reação de diversas vias metabólicas ao reduzir a energia de ativação da reação no 

complexo enzima-substrato (Schowen, 2003). Possivelmente, o disseleneto interage de forma 

reversível com o sítio ativo de alguma enzima importante no metabolismo redox ou mesmo 

induz inibição alostérica, haja visto que após provável depuração da substância ao longo de 72 

h, nota-se redução substancial dos efeitos observados na menor concentração (CI50). Tomando 

esta hipótese como factual, pode-se julgar a fragmentação do DNA induzida pelo tratamento 

como resultado da ativação de vias de sinalização de morte semelhante a apoptose. Efeitos 

importantes, comuns a morte programada, puderam ser observados em células submetidas ao 

tratamento com TZ5D (Fig. 19): elevada exposição de fosfatidilserina; desestruturação 

organizada dos compartimentos celulares, como observado nas micrografias eletrônicas; 

surgimento de vesículas extracelulares semelhante a corpos apoptóticos. Essa via de morte, em 

contraste com o que foi observado em promastigotas tratadas com TZ3C, foi provavelmente 

sustentada pelo grande aporte energético, comprovado bioquimicamente. 

A membrana plasmática dos tripanossomatídeos, assim como em células de mamífero, 

apresenta distribuição assimétrica da constituição fosfolipídica, mantida de forma ativa por 

flippases (Alonso et al., 2020). Maior concentração de esfingolipídios é observado no folheto 

externo, enquanto o interno tem abundância em fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (Dos 

Santos et al., 2013). Contudo, os níveis citosólicos de cátions divalentes, especialmente o 

cálcio, tem a capacidade de modular a atividade das scramblases, permitindo o movimento dos 

fosfolipídios do folheto interno para o externo (Weingärtner et al., 2011). Especulasse que a 

exposição dessa molécula em eucariotos menores possa ser um mecanismo de evasão à resposta 

imune do hospedeiro. De fato, após reconhecimento de fosfatidilserina na membrana das 

partículas durante a fagocitose, as células passam a secretar fator de crescimento transformante 

beta (TGF-β) e interleucina 10 (IL-10) (Shaha, 2006), com alteração do caráter inflamatório 

dos macrófagos (M1) para um perfil susceptível à infecção (M2). A polarização M2 é 

acompanhada de supressão da produção de óxido nítrico na célula hospedeira por inibição da 

síntese da enzima iNOS, o que acaba diminuindo a capacidade microbicida do macrófago e, 

assim, mantém um ambiente propício à replicação das formas intracelulares do protozoário. 
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Uma revisão de Nicotera e Orrenius (1998) descreveu o papel decisivo da mitocôndria 

no controle das vias de morte celular. Os autores apontam o papel dessa organela como 

compartimento de reserva intracitoplasmática de cálcio, cofator extremamente importante para 

enzimas relacionadas à apoptose. Ressaltam ainda que a perda do potencial de membrana 

mitocondrial está intimamente relacionada com o aumento de permeabilidade da organela, 

resultando em liberação de fatores mitocondriais, como cálcio e proteínas pro-apoptóticas 

(citocromo c). Nesse cenário, enquanto o cálcio modula a atividade de nucleases, scramblases 

e caspases (Hajnóczky et al., 2003; Kumar e Chauhan, 2021); citocromo c estaria relacionado 

ao recrutamento das cisteíno proteases e regulação da via intrínseca de apoptose (Jiang e Wang, 

2004). 

Apesar de estudos demonstrarem que as caspases não são os principais efetores da 

apoptose em tripanossomatídeos (Martin, Gonzales e Fasel, 2014), atividade semelhante à 

destas enzimas já foi observada (Ambit et al., 2008). Proteínas com função similar a das 

caspases, denominadas de forma geral como metacaspases, já foram identificadas em parasitos 

de gênero Leishmania spp, entretanto as vias pelas quais estas enzimas atuam precisam ser 

melhor estudadas. 

Os dados em conjunto, apontam que ambas as substâncias (TZ3C e TZ5D) induziram 

alteração mitocondrial, a qual foi a provável mediadora da morte celular nas formas 

promastigotas do parasito, com destaque para o papel do íon cálcio na regulação do processo. 

Shaha (2006) sugere que o influxo citoplasmático lento desse íon por canais na membrana 

mitocondrial interna permeabilizada permite a regulação da morte celular, enquanto o fluxo 

drástico deste mesmo cátion seria responsável pelo descontrole das vias, o que acaba resultando 

em uma morte de perfil necrótico. 
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Figura 19. Esquema ilustrativo do mecanismo de ação da substância TZ5D sobre formas promastigotas de 

Leishmania (L.) infantum. O tratamento com o disseleneto provocou a formação de inclusões citoplasmáticas: (1) 

vacúolos com estruturas eletrodensas irregulares e (2) gotas de gordura, o último, relacionado com o desbalanço 

redox, provavelmente induzido por (3) repressão do sistema antioxidante e (4) otimização da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e óxido nítrico (∙ON) por desestabilização da mitocôndria (hipopolarização, aumento 

na produção de ATP e tumefação). O efeito oxidativo é observado na membrana citoplasmática e sistema 

endomembrana, através da (5) lipoperoxidação e (6) indução de fragmentação do DNA e parada no ciclo celular 

em SubG0, provavelmente devido ao comprometimento do material genético. O dano provocado induziu à (7) 

exposição de fosfatidilserina o que revela a programação da morte celular, a qual foi sustentada pelo alto aporte 

energético. Foram observadas características da morte celular semelhante a apoptose nas promastigotas, como (8) 

formação de corpos apoptóticos e (9) desestruturação organizada de organelas. 

 

Ambos dicalcogenetos demonstraram capacidade de inibir o crescimento das formas 

promastigotas, entretanto, o efeito mais notável foi a grande diferença na seletividade da 

substância TZ3C sobre as formas intracelulares do parasito. Essa propriedade, talvez, possa 

estar relacionada com a ativação de macrófagos. Células do sistema imune apresentam 

importantes mecanismos intracelulares que garantem a eliminação de invasores (Weiss et al., 

2015). Diversos estudos já demonstram a presença da enzima óxido nítrico sintase induzível 

em macrófagos (Yakovlev et al., 2007; Mao et al., 2013; Mishra et al., 2013), isoforma não 

exclusiva, porém, intimamente relacionada a células imunológicas e regulada por citocinas 

(Xue et al., 2018). Existem duas vias principais na regulação positiva de iNOS, ligação ao 
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receptor semelhante a Toll (do inglês, Toll-like receptor, TLR) e citocinas inflamatórias, e.g., 

interferon gama (IFN-γ) (Bogdan et al., 2000). Possivelmente, TZ3C interage com o macrófago 

modulando alguma dessas vias, o que resulta na expressão da enzima iNOS e, 

consequentemente, elevação nos títulos intracelulares de óxido nítrico que contribui para a 

atividade antiparasitária sobre as formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum. 

Estudos in vitro, demonstrando a presença da enzima iNOS, por western blotting por exemplo, 

e in vivo, especialmente relacionados a dosagem de citocinas inflamatórias, poderiam esclarecer 

melhor o mecanismo por trás da superior seletividade do ditelureto por parasitos intracelulares. 

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Os dicalcogenetos avaliados demonstraram ampla atividade anti-Leishmania e com 

certa seletividade, características necessárias para a quimioterapia das leishmanioses. 

Os dados obtidos, em conjunto, apontam que o principal mecanismo de morte em 

promastigotas de L. (L.) infantum mediado pela exposição a TZ3C é a necrose, através do 

comprometimento do metabolismo redox e consequente interrupção dos processos ATP-

dependentes, enquanto TZ5D, possivelmente, induz morte programada. Estudos mais 

aprofundados acerca da inibição enzimática precisam ser realizados para demonstrar 

efetivamente a capacidade inibitória sobre essas proteínas. 
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