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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta de um resumo geral, em portugués e inglés, e um artigo cientifico
contemplando os principais resultados obtidos durante o mestrado. O artigo descreve a
avaliacdo do potencial anti-Leishmania de duas substancias calcogénicas sobre formas
promastigotas do protozoario Leishmania (L.) infantum e da suporte para a compreensdo do
possivel mecanismo de acdo das substancias e possivel mecanismo de morte do parasito. O
artigo cientifico serd submetido na revista Tropical Medicine and Infectious Disease do grupo
editorial Molecular Diversity Preservation International (MDPI).



RESUMO GERAL

As leishmanioses sdo Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) e permanecem endémicas em
diversos paises. Dentre as manifestacbes clinicas, a leishmaniose cutanea é a forma
predominante enquanto a leishmaniose visceral se destaca como a mais grave e potencialmente
letal. As substancias calcogénicas tém ganhado destaque no campo do desenvolvimento de
novos farmacos. O ditelureto TZ3C e o disseleneto TZ5D se mostraram bons agentes anti-
Leishmania, com Clso de 1,90 uM e 12,20 uM, respectivamente. As analises morfoldgicas e
ultraestruturais evidenciaram alteracGes importantes, condizentes com 0s resultados
bioquimicos para integridade de membrana e volume celular. Foram observadas anormalidades
no balango redox: acimulo de lipidios neutros intracelulares, incremento de ERO e -ON, além
de diminuicdo dos niveis de tidis reduzidos. TZ5D foi capaz de comprometer a mitocondria
morfoldgica e bioquimicamente, elevando os niveis de ATP nas promastigotas, enquanto TZ3C
reduziu significativamente a producdo de energia e regulou a producdo de 6xido nitrico em
macrofagos. Ambas as substancias desencadearam a externalizacdo de fosfatidilserina na
membrana citoplasmatica dos protozoarios. Em conjunto, os resultados apontam que TZ3C
induz a morte dos parasitos por meio da necrose mediada por deplecao energética e interrup¢ao
de atividades ATP-dependentes, enquanto TZ5D esta mais associada a morte semelhante a

apoptose, provavelmente vinculada a inibicdo 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 1Cso of 1.90 uM and
12.20 pM, 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. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas complexas e negligenciadas, causadas
por protozoarios flagelados do género Leishmania spp. (Cecilio et al., 2022). As formas clinicas
da patologia incluem manifestacfes cutaneas ou mucocutaneas (leishmaniose tegumentar, LT)
e viscerais (leishmaniose visceral, LV) e dependem, em grande parte, da espécie de leishmania
envolvida (Chéacon et al., 2022). O parasito é inoculado no hospedeiro vertebrado durante o
repasto sanguineo atraves de vetores flebotomineos, em especial, 0s géneros Lutzomya spp. e
Phlebotomus spp. (Reimann et al., 2022; Cecilio et al., 2022). A forma evolutiva responsavel
por infectar mamiferos é a promastigota, célula alongada e com flagelo externalizado na por¢éo
anterior; enquanto a forma amastigota € capaz de resistir no interior de vacuolos parasitoforos
de células do sistema fagocitico mononuclear, célula ovalar e com flagelo internalizado. Outros
flebotomineos podem ser contaminados com o parasito ao realizar hematofagia em hospedeiros
infectados pelo protozoério iniciando novo ciclo (Maciel, 2021).

A LV é uma das manifestacdes da doenca com maior potencial de letalidade (Oliveira
et al., 2010; Dos Santos Junior et al., 2023) e, ainda assim, permanece endémica em diversos
paises, principalmente de regides tropicais e subtropicais (Marcondes et al., 2013; Curtin et al.,
2021). No Brasil, os casos confirmados de LV tiveram diminuicdo substancial de 4.858 casos
no ano de 2000 para 1.684 em 2022, reducdo em cerca de 65,3% na incidéncia 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 entdo com uma média
de 8,2% nos ultimos cinco anos. No novo mundo, o agente etioldgico da doenga é o protozoario
Leishmania infantum (syn chagasi) (Marcondes et al., 2013), enquanto no velho mundo a
doenca é causada principalmente pela espécie L. donovani (Ghatee et al., 2020). Apesar da L.
infantum apresentar variantes dermotropicas (Gradoni et al., 1994), essa espécie expressa
majoritariamente viscerotropismo. Apos circular no organismo dentro de células do sistema
imune, os parasitos migram para orgéos linfoides como timo, bago, linfonodos e medula dssea,
além de se instalarem no figado (Ghosh et al., 2023). Esse tropismo expressa efeitos clinicos
importantes em pacientes com a doenca ativa, como esplenomegalia e hepatomegalia (Pastorino
et al., 2002; Varma et al. 2010; Maeda et al., 2021).

Fato importante é que a maioria dos individuos que eventualmente se infectam com o
parasito ndo desenvolvem nenhum sintoma durante toda a vida. Assim, o termo leishmaniose
se refere a condigéo de se tornar doente devido a infeccdo por Leishmania spp., ndo apenas por

estar infectado pelo protozoario. Neste contexto, em 2018, 92 e 83 paises foram considerados
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endémicos 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 milh&o de novos casos para LT em ocorréncia anual. Mais recentemente, em
novembro de 2022, a Weekly Epidemiological Record publicou os resultados da vigilancia de
leishmaniose global pds-impacto da COVID-19, pandemia viral que emergiu no final de 2019,
na cidade de Wuhan na China, e gerou interrupgdo substancial dos sistemas de salde através
do globo (WHO, 2021). Em funcéo deste episddio, os dados epidemioldgicos obtidos durante
este periodo (11.743 novos casos de LV e 221.953 novos casos de LT) podem néo refletir a
situacdo atual, uma vez que houve inibicdo nos servicos de vigilancia para as doengas tropicais
negligenciadas (WHO, 2022).

De forma geral, o combate as leishmanioses se baseia em controle do vetor (Kishore et
al., 2006), promocéo de informacéo sobre a doenca pelos sistemas de satde publica (Kusomani
et al., 2022) e, em especial, terapias medicamentosas (Bahmani et al., 2015; De Souza et al.,
2020), uma vez que ndo existe vacina comprovadamente efetiva contra os patdgenos causadores
da doenca, apesar de diversos pesquisadores estarem em diferentes estagios da pesquisa
cientifica com potenciais imundgenos (Lajevardi et al., 2022; Ottino et al., 2022; Gomes et al.,
2022; Machado et al., 2022).

Em relacdo aos medicamentos disponiveis no mercado atual da-se destaque aos
antimoniais pentavalentes (SbV), classe representada por dois farmacos principais:
estibogluconato de sodio e antimoniato de meglumina, comercialmente vendidos como
Pentostam® e Glucantime®. Estas formulacdes foram consideradas, desde 1940, os farmacos de
primeira escolha no tratamento de praticamente todas as manifestacdes clinicas da leishmaniose
(Mishra et al., 2007; CDC, 2022). Em contrapartida, com a evolucdo dos estudos na area
quimioterapica e o acompanhamento dos casos de leishmaniose, notou-se um perfil de
susceptibilidade diferente entre as diversas manifestaces da doenca, bem como entre as
espécies de parasitos envolvidos na infeccdo e, em menor grau, na distribuicdo geogréfica dos
casos reportados (Copeland e Aronson et al., 2015). Estes fatores culminaram na inducéo de
uma perspectiva holistica a respeito da linha de tratamento a ser tomada. A partir das Ultimas
décadas, estudiosos propuseram uma série de guidelines, constantemente atualizadas, visando
o melhor manejo do paciente com a doenca (Lazari, 2007; UFSC, 2017). Atualmente, a
abordagem terapéutica é individualizada, i.e., os profissionais da satde se baseiam em diversos
fatores para a selecdo do melhor tratamento: espécie/cepa da leishmania; area geogréafica onde

a infeccdo foi adquirida; histéria natural da infeccdo; risco de disseminagdo para mucosas;
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susceptibilidade ao farmaco; numero, tamanho, localizacdo, evolucdo e outras caracteristicas
clinicas das lesdes do paciente (Aronson et al., 2019; CDC, 2022).

Embora o cendrio supracitado pareca agradavel, as leishmanioses permanecem
endémicas em diversos paises e sdo negligenciadas pelas grandes industrias farmacéuticas
(Alvar, 2006). Dito isto, pesquisadores tém se esforcado no desenvolvimento de farmacos
capazes de interagir de maneira eficiente com as formas promastigotas e amastigotas do parasito
e provocar sua eliminacdo, uma vez que os medicamentos disponiveis atualmente apresentam
falhas terapéuticas recorrentes, pouca seletividade e, 0 excesso de efeitos adversos junto a via
endovenosa de aplicacdo, colaboram com a desisténcia ou mesmo baixa adesao ao tratamento
por parte da populagdo (Sasidharan e Saudagar, 2021). Esta perspectiva justifica a busca por
novos farmacos, com efetiva acdo contra o estdgio promastigota do parasito, mas
principalmente, com acdo sobre a forma intracelular, visto que o estagio evolutivo amastigota
é a forma exclusiva nos tecidos dos pacientes com a doenca, em especial nas manifestacdes
viscerais. Ndo somente acdo, mas também a seletividade é um fator crucial na quimioterapia
anti-Leishmania, uma vez que o direcionamento da terapéutica para a forma intracelular do
parasito gera menos efeitos indesejados no paciente em tratamento ao reduzir a dose efetiva do
farmaco capaz de gerar a remissdo da doenca.

Atualmente, miltefosina (MTF) é o Unico farmaco de administracdo oral aprovado na
Alemanha (Monge-Maillo et al., 2015), na india, no Nepal (Sunyoto et al., 2018) e alguns
outros paises (Monge-Maillo et al., 2015), para o tratamento da leishmaniose, em especial para
as manifestacbes viscerais (Sindermann et al., 2006). No Brasil, 0 medicamento foi
recentemente aprovado para o tratamento da LT através da portaria n° 56, de 30 de outubro de
2018, sendo efetivamente liberada para utilizacdo a partir de 2020. O ativo do medicamento é
classificado como uma alquilofosfocolina, e seu mecanismo de acdo, ainda que ndo totalmente
elucidado, esta associado a inibicdo da biossintese de fosfolipideos e esterdis de membrana, o
que interfere nas vias de sinalizacdo e permeabilidade celular, causando a morte dos
protozoarios 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), resisténcia
(Seifert et I, 2003; Cojean et al., 2012) e restricbes (Melcon-Fernandez et al., 2023),
especialmente as gestantes, devido problemas de teratogenicidade.

Compostos gque apresentam os elementos do grupo 16 da tabela periddica (calcogénios),
em especial os elementos selénio e telurio (Wiberg e Wiberg, 2001), tém ganhado destaque no

campo de desenvolvimento de novos farmacos (Sekhon, 2013; Bandeira et al., 2019;
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Henriquez-Figuereo et al., 2023). O teldrio, um semimetal, foi descoberto em 1783
(Reichenstein, 1783) e, desde entdo, estudiosos investigam sua interagdo com o0s sistemas
bioldgicos, explorando especialmente sua capacidade antimicrobiana (Sekhon, 2013). Diversas
moléculas organicas e inorganicas ja foram sintetizadas utilizando esse elemento em suas
estruturas (Henriquez-Figuereo et al., 2023), compostos estes que exibiram ampla atividade
biologica (Sredni, 2012; Halperin-Sheinfeld et al., 2012; Baquedano et al., 2016), em especial,
relacionada ao sistema antioxidante (Vishwakerma et al., 2018), alguns pesquisadores ja
descreveram a influéncia de compostos teliricos no metabolismo redox, revelando uma
possivel inibicdo de enzimas cisteino proteases em tripanossomatideos (Albeck et al., 1998). O
selénio, um ametal, foi descoberto em 1817 (Berzelius, 1817) e apesar de ser amplamente
utilizado na area de engenharia e tecnologia (Rashad et al., 2020; Garza-Garcia et al., 2021,
Xin et al., 2021), exibe diversas interacdes bioldgicas (Bleys et al., 2007; Hatfield et al., 2011;
Iwaoka et al., 2013; Hamdan et al., 2022). Compostos a base de selénio, como os disselenetos,
demonstram ampla atividade tripanocida (Chao et al., 2017; Martin-Escolano et al., 2021;
Huang et al., 2021). Apesar da maioria desses compostos calcogénicos terem sido avaliados
apenas in vitro e a aprovacao de novas substancias ser um processo longo, resultados bioldgicos
de substancias contendo os elementos selénio e tellrio se mostraram promissores e alguns
autores 0s sugerem como ponto de partida (Henriquez-Figuereo et al., 2023).

Existem diversas estruturas e moléculas na célula do protozoério que podem atuar como
alvo de interesse para o desenvolvimento de terapias medicamentosas. Algumas quimioterapias
se baseiam em inibicdo enzimatica afim de interromper certas vias bioquimicas (Cestari et al.,
2016), outras interferem com o metabolismo do parasito através do bloqueio de proteinas como
canais i0nicos ou transportadores de membrana (Kashif et al., 2017), alguns ativos inibem a
biossintese dos esterdis (Chao et al., 2017), outros afetam proteinas envolvidas na invasdo
celular e defesa contra a resposta imune (Bermudez et al., 2016) e, finalmente, um dos
principais alvos de interesse para o0 desenvolvimento de novos farmacos contra
tripanossomatideos é a mitocondria, através da interferéncia no potencial elétrico de membrana
mitocondrial (Britta, et al., 2015), o qual pode desencadear diversas vias metabolicas levando
ao estresse oxidativo ou também a morte celular programada (Kathuria et al., 2014).

Todos 0s organismos estdo constantemente expostos a espécies reativas de oxigénio
(ERO), portanto, ao longo da evolugéo, desenvolveram mecanismos bioquimicos capazes de
contrabalancear esses agentes. Apesar dos tripanossomatideos ndo possuirem 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 mamiferos. Esta peculiaridade que distingue
os tripanossomatideos das células de mamiferos pode ser um potencial aliado a quimioterapia
anti-Leishmania (Santi e Murta, 2022).

Numa visdo geral, o objetivo deste trabalho é descrever a atividade bioldgica de
substancias calcogénicas em Leishmania (Leishmania) infantum e elucidar o mecanismo de

acdo e morte celular sobre as formas promastigota do parasito.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Acido fdlico, carbonil cianeto 3- 3-clorofenilhidrazona (CCCP), cianeto de potéassio
(KCN), 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCFDA), digitonina, dimetilsulféxido
(DMSO0), hemina, MTF, rodamina 123 (Rh123) e 9-dietilamino-5H-benzo(a)fenoxazina-5-ona
(vermelho do Nilo) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Anexina V-FITC,
4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA) e iodeto de
propidio (IP) foram obtidos da Invitrogen (Grand Island, NY, EUA). Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e soro fetal bovino
(SFB) foram obtidos da Gibco (NY, EUA). Acetato de uranila, cacodilato de sodio, citrato de
chumbo, ferrocianeto de potassio, glutaraldeido, resina Polybed® 812 e tetroxido de 6smio
foram obtidos da Electron Microscopy Sciences (EMS - Hatfield, EUA). Kit de viabilidade
celular luminescente CellTiter-GLO foi obtido da Promega (Madison, Wisconsin, EUA). Todos

0s outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2. Substancias

As substancias 2-metil-2-(4-{[4-(2-metil-1,3-dioxolan-2-il)fenil]ditelanio}fenil)-1,3-
dioxolano (TZ3C) (Fig. 1-a) e N-{1-[4-({4-
[(hidroximino)metil]fenil}disselanio)fenil]etilideno}hidroxilamina (TZ5D) (Fig. 1-b) foram
sintetizadas por Tay Zugman, integrante do grupo de pesquisa do Prof.° Dr.° Leandro Piovan,

do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parand (UFPR). Solugdes estoque
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serdo preparadas de forma asséptica em DMSO, armazenadas a -20 °C e diluidas em meio de

cultura de forma que a concentragdo do solvente ndo exceda 1% nos experimentos.

Figura 1. Substancias dicalcogénicas diarilicas funcionalizadas. (a) Ditelureto TZ3C, apresenta atomos de telurio
(Te, em verde) no centro da molécula. (b) Disseleneto TZ5D apresenta Selénio (Se, em laranja) como atomos

centrais.

2.3. Cultura de células aderentes

Macrofagos da linhagem J774A.1 (Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil) foram cultivados em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB inativado a 56
°C e pH 7,4, 5000 U.mL"* de penicilina e 5 mg.mL™? de estreptomicina a 37 °C em estufa com
tensdo de 5% de CO.. A observagéo da cultura celular foi realizada diariamente em microscopio
invertido e 0 meio foi trocado quando observado pH acido. A fim de promover a manutencédo
das células em uma linhagem continua, ap6s formacdo de uma monocamada confluente (em
média, superior a 80% de confluéncia), as células aderidas foram liberadas com auxilio de “cell
scraper ”, ressuspensas em meio RPMI-1640 e 10% SFB.

2.4. Manutencao das formas promastigotas

Formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum (MCAN/BR/97/P142)
foram mantidas em garrafas estéreis descartaveis para cultura celular de 25 cm? em meio
Warren (infusdo de cérebro e coracdo ‘Difco’ acrescido de Hemina e acido félico, 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 protozoarios foram submetidos a passagens semanais.
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2.5. Efeito antiproliferativo sobre formas promastigotas de L. (L.) infantum

O ensaio € baseado na clivagem do sal de tetrazolio XTT por desidrogenases
mitocondriais de células viaveis na presenca de um reagente de acoplamento de elétrons, o que
produz um sal de formazan soltvel e colorido (Fernandes et al., 2021). Para isso, um inoculo
de densidade 10° promastigotas de L. (L.) infantum na fase logaritmica 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 entdo incubados na presenca de diferentes
concentracdes das substancias (0,78-100 uM). Apds 72 h de incubacdo a atividade anti-
Leishmania foi determinada através da cor produzida pela metaboliza¢do 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 inibicéo do crescimento foi plotada
em funcdo da concentracdo das substancias a fim de determinar a concentracdo inibitoria para

50% dos parasitos (Clso). MTF foi utilizada como substancia de referéncia.

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

Para avaliacdo da atividade antiproliferativa sobre formas amastigotas seguiu-se as
recomendacdes de Martinez-Sotillo et al. (2019). Assim, para a infec¢do das células um in6culo
de promastigotas metaciclicas (densidade 5x108 cél.mL1) e um indculo de macr6fagos J774A.1
(densidade 5x10° cél.mL™), na propor¢do 10 parasitos por célula, foram dispensados sobre
laminulas de vidro redondas organizadas individualmente nas cavidades de placas de cultura
(24 cavidades) na presenca de meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e incubadas
por 24 h a 34 °C em estufa com 5% de CO.. Ap0s a interacao entre 0s parasitos e 0s macrofagos,
as substancias TZ3C e TZ5D foram adicionadas aos microcultivos em concentracdes
crescentes (0,001-10 pM) e entdo incubadas nas mesmas condigdes por mais 48 h. Depois do
periodo de tratamento, as laminulas foram fixadas em metanol, coradas com uma proporcéao
1:10 de Giemsa/agua destilada e montadas sobre lamina de vidro com Permount®. A
visualizagdo de 100 células foi realizada por microscopia éptica (objetiva 100x) e o indice de
sobrevivéncia foi estabelecido multiplicando-se o percentual de macréfagos infectados pelo
nimero médio de parasitos por macrofagos totais (Machado et al., 2021). O valor de Clsg foi

determinado por analise de regressdo nao linear simples.
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2.7. Efeito citotoxico sobre células de mamifero

O ensaio é baseado na metabolizacdo do sal de tetrazélio MTT pelas enzimas succinato
desidrogenases nas mitocondrias de células integras, com producdo de cristais insoliveis de
formazan. Desta forma, seguindo as recomendacGes de Kosari et al. (2022), suspensdes de
macrofagos da linhagem J774A.1 (densidade 5x10° cél.mL™?) 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
tensdo de 5% de CO: (Andrade, 2018). Apos esse periodo, o sobrenadante foi retirado, as
substancias TZ3C e TZ5D foram adicionadas em concentragfes crescentes (0,78-100 puM) e
as células foram incubadas por mais 48 h nas mesmas condi¢des anteriores. Dado o periodo de
incubacdo, as ceélulas foram lavadas com tampdo salina-fosfato (PBS) 0,01 M, foram
adicionados 50 pL de MTT (2 mg.mL™) seguido de incubag&o por 4 h a 37 °C ao abrigo da luz.
Ap0s esse periodo, foram adicionados 150 pL de DMSO para solubilizacdo dos cristais. A
leitura foi realizada pelo espectrofotometro (Power WaveXS, BIO-TEK, EUA) a 570 nm
(Meinel, 2020). O valor de CCso (concentracado citotoxica de 50%) foi calculado por regresséo

ndo linear simples.

2.8. Avaliacdo das alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais em formas promastigotas de

L. (L.) infantum por microscopia eletrénica

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes referentes ao
Clso e 2xClsp das substancias TZ3C e TZ5D e incubadas por 72 h a 25 °C. Ap6s o periodo de
incubacdo, os parasitos foram fixados com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio
0,1 M (Dorr, 1997; Pessoa, 2021). Para microscopia eletronica de varredura (MEV), os
parasitos foram aderidos a laminula de vidro com auxilio de poli-L-lisina e lavados trés vezes
com PBS. Os parasitos foram desidratados em concentracdes crescentes de alcool etilico (30-
100%), submetidos ao ponto critico, metalizados com ouro e, em seguida, as amostras foram
analisadas no microscapio eletrénico de varredura FEI Quanta 250. Para microscopia eletrénica
de transmissdo (MET), os parasitos foram pds-fixados em solucdo de 1% de OsOs, 0,8% de
Ka[Fe(CN)s] e 10 mM CaCl; em 0,1 M de tampao cacodilato (Dorr, 1997). Apds, 0s parasitos
foram desidratados em concentracdes crescentes de acetona (30-100%), incluidos em resina
epoxi (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 microscopio eletrdnico de transmissao JEOL JEM 1400 (Japdo). Como

substancia de referéncia foi utilizado MTF 36,29 uM.

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

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes
referentes ao Clsg e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h. Seguindo as recomendacdes
de Alonso et al. (2021), as células foram lavadas duas vezes em PBS e ressuspendidas em 0,5
mL do mesmo tamp&o. Em seguida, o volume celular foi analisado por citbmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton-Dickson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest
(Joseph Trotter, Scripps Reasearch Institute, La Jolla, CA, EUA). Graficos da densidade (FSC-
H) versus a dispersdo (Counts) representam a aquisicdo de 30.000 eventos. Histogramas e
andlises foram realizados usando o software CellQuest. MTF 36,29 uM foi utilizada como
parametro de referéncia e actinomicina D 20 pM como controle positivo para reducdo do

volume celular.

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

infantum

Formas promastigotas L. (L.) infantum foram tratadas com as concentracdo referentes
ao Clso e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h e incubadas com 0,2 pg.mL™ de IP
por 10 min em temperatura ambiente (Andrade, 2018). Células com membrana integra captam
pouco IP, assim apresentam baixa fluorescéncia, no entanto, células cuja membrana esteja
alterada permitem entrada de IP, que se intercala ao DNA, o qual emite alta fluorescéncia
quando excitado. A aquisicdo dos dados e analise foram realizadas imediatamente apos a
marcagdo com IP em citdmetro 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 regido previamente estabelecida com o
parasito. Alteracdes na fluorescéncia do IP foram quantificadas como percentual de celulas
alteradas para membrana plasmatica. Como controle positivo foi utilizado digitonina 40 puM.



24

2.11. Avaliacéo de corpos lipidicos em promastigotas de L. (L.) infantum

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes
referentes ao Clso e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h e 72 h e incubadas com 10
ug.mL* de vermelho do Nilo, marcador que tem afinidade por gordura neutra, por 30 min a 25
°C (Machado et al., 2021). A fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro (Victor X3;
PerkinElmer, EUA), nos comprimentos de onda de excitacdo (Aex) e emissdo (Aem) de 485 e
535 nm, respectivamente. MTF 36,29 uM foi utilizada como parédmetro de referéncia e como

controle positivo foi utilizado H,O2 1 mM.

2.12. Avaliagdo de vacuolos &cidos em promastigotas de L. (L.) infantum

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes
referentes ao Clso e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h e incubadas com 1 pg.mL"
! de laranja de acridina por 15 min a temperatura ambiente. Ap6s o periodo de incubacéo os
parasitos foram lavados em PBS. Laranja de acridina é um marcador permeavel a membrana
que apresenta fluorescéncia verde. Sua caracteristica de base fraca permite que, quando em
meios &cidos, receba um proéton e forme um dimero, se tornando ndo permeéavel as membranas
e apresentando fluorescéncia vermelha. A aquisicdo dos dados foi realizada em citbmetro 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 regido previamente estabelecida com o parasito (Alonso et
al., 2021). O nivel de fluorescéncia foi determinado nos comprimentos de 488 Aex e 530 Aem
(Lazarin-Bidodia, 2015; Meinel, 2020), respectivamente. MTF 36,29 uM foi utilizada como

parametro de referéncia e como controle positivo foi utilizado H,02 1 mM.

2.13. Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) totais em

promastigotas de L. (L.) infantum

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes
referentes ao Clso € 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h e 72 h e incubadas com 10
1M de H2DCFDA por 45 min, sob protecéo da luz (Alonso et al., 2021). O marcador H_-DCFDA
é uma molécula néo fluorescente permeével a célula, que sofre desesterificacdo pelas esterases

intracelulares na presenca de espécies reativas de oxigénio (ERO) e, apds a oxidacdo, €
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convertido em diclorofluoresceina (DCF) altamente fluorescente (Machado et al., 2021). O
nivel de fluorescéncia foi determinado nos comprimentos de onda de 488 Aex e 530 Aem
(Lazarin-Bidoia, 2015; Meinel, 2020) em espectrofluorimetro (Victor X3; PerkinElmer, EUA).
MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia e como controle positivo foi
utilizado H202 1 mM.

2.14. Avaliacdo da producédo de 6xido nitrico (+ON) intracelular em promastigotas de L.

(L.) infantum e macro6fagos

Formas promastigotas de L. (L.) infantum e macréfagos J774A.1 foram tratados com as
concentracOes referentes ao Clso e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D, enquanto 0s
macrdfagos J774A.1 foram expostos apenas ao Clsp, por 24 h e entdo incubados no escuro com
4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA) 1 uM por 30 min a
37 °C. Apos, as células foram lavadas, ressuspensas em PBS e incubadas por mais 15 min.
DAF-FM diacetato ¢ um marcador ndo fluorescente permeédvel a membrana plasmatica
(Lazarin-Bidoia, 2015). Uma vez dentro das células, pode reagir com o 6xido nitrico para
formar um benzotriazol (BTA) fluorescente (Chein et al., 2023). O nivel de fluorescéncia foi
determinado nos comprimentos de onda de 495 Xex e 515 Aem em espectrofluorimetro (Victor
X3; PerkinElmer, EUA). MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia e como

controle positivo foi utilizado H,O2 1 mM.

2.15. Avaliacdo da peroxidacao lipidica em promastigotas de L. (L.) infantum

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentracdes
referentes ao Clso € 2XClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h e 72 h e entdo incubadas
com 50 uM de DPPP durante 15 min a temperatura ambiente (Alonso et al., 2021). DPPP é
uma molécula ndo fluorescente até ser oxidada por hidroperéxidos a um oxido de fosfina
(DPPP-0O) que se torna fluorescente (Lazarin-Bidoia, 2015). O nivel de fluorescéncia foi
determinado nos comprimentos de onda de 355 Aex e 460 Aem em espectrofluorimetro (Victor
X3; PerkinElmer, EUA). MTF 36,29 uM foi utilizada como pardmetro de referéncia e como

controle positivo foi utilizado H.O2 1 mM.
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2.16. Avaliacao de tiois reduzidos em promastigotas de L. (L.) infantum e macrofagos

Formas promastigotas de L. (L.) infantum e macréfagos J774A.1 foram tratados com as
concentragdes referentes ao Clso e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h, lavadas duas
vezes em PBS, ressuspendidas em tampao Tris-HCI pH 7,5 e entdo sonicadas em gelo por 5 s
em intervalos de 2 s (tempo total de sonicacdo de 1 min) e intensidade de 40% (Lazarin-Bidoia,
2015). Os macrdfagos foram processados da mesma maneira, porém em solucdo 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 pL do sobrenadante e de PBS foram entéo
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 ti6is reduzidos, forma um cromégeno
de cor amarela (Turcano et al., 2018) que pode ser detectado espectrofotometricamente. A
leitura foi realizada pelo espectrofotometro (Power WaveXS, BIO-TEK, EUA) a 412 nm. MTF
36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia nos ensaios com promastigotas e como
controle positivo foi utilizado H.O2 1 mM.

2.17. Avaliacdo do potencial de membrana (A¥m) em promastigotas de L. (L.) infantum

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragéo referentes
a0 Clso e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h e incubadas com 5 pg.mL* de Rh123
por 15 min a 37 °C (Lazarin-Bidoia, 2015; Andrade, 2018). Rh123 é um marcador especifico
da mitocdndria e depende da sua polarizacdo, desse modo, células com potencial de membrana
mitocondrial inalterado acumulam Rh123 e apresentam alta fluorescéncia, enquanto
mitocondrias com alteragdes no A¥Ym levam ao efluxo mitocondrial de Rh123, apresentado
baixa fluorescéncia (Alonso et al., 2021). Deste modo, apds o periodo de incubacdo inicial com
Rh123, os parasitos foram lavados e ressuspendidos em PBS para analise em citdmetro 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 regido previamente estabelecida com o parasito. MTF 36,29 uM foi

utilizada como parametro de referéncia e como controle positivo foi utilizado CCCP 100 pM.
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2.18. Avaliacdo de ATP intracelular em promastigotas de L. (L.) infantum

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes
referentes ao Clsg e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h, lavados e ressuspensas em
PBS, e 0s niveis de ATP foram analisados seguindo o protocolo do Kit Cell Titer-GLO® (Bidoia,
2015). Esse kit baseia-se na reacéo catalisada pela enzima luciferase (luciferina/oxiluciferina)
para quantificacdo de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) (Lopez-Arencibia et al., 2021).
A luminescéncia foi determinada utilizando leitor de microplacas (Victor X3; PerkinElmer,
EUA). MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia e como controle positivo foi
utilizado KCN 500 pM.

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

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes
referentes ao Clsp e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h, fixadas em metanol-PBS
70% a 4 °C por 72 h. Apds esse periodo, os parasitos foram lavados em PBS e incubados com
10 pg.mL?* de IP-RNAase, seguido de incubacéo a 37 °C por 45 min (Alonso et al., 2021;
Lazarin-Bidoia, 2015). A aquisi¢do dos dados e analises foram realizadas em citdbmetro 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 regido previamente estabelecida com o parasito. A porcentagem de células
em cada est&gio do ciclo celular foi determinada de acordo com a fluorescéncia de IP, que é
diretamente proporcional ao contetdo de DNA. MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro

de referéncia e como controle positivo foi utilizado taxol 10 uM.

2.20. Deteccéo da exposicao de fosfatidilserina em promastigotas de L. (L.) infantum

Formas promastigotas de L. (L.) infantum foram tratadas com as concentragdes
referentes ao Clso e 2xClso das substancias TZ3C e TZ5D por 24 h, lavadas duas vezes em
PBS, ressuspensas em tampao de liga¢éo (124 mM NaCl, 5 mM CaClz, 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; Araujo et al., 2022). Em seguida, foi adicionado 2 pg.mL? de IP para
marcacdo, a aquisicdo dos dados e as analises foram realizadas em citdmetro 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 regido previamente estabelecida com o parasito. Células marcadas apenas
com anexina-V foram consideradas apoptoticas, células somente positivas para IP, foram
consideradas necrdticas e células com dupla marcacdo foram consideradas em apoptose tardia,
enquanto células ndo marcadas foram consideradas vivas. Como controle positivo foi utilizado
MTF 36,29 uM.

2.21. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes. As analises estatisticas realizadas através do software Prisma 9 (GraphPad
Prism 9, San Diego, CA, EUA). Diferencas significativas entre os valores foram analisadas pela
analise de variancia (ANOVA) one-way ou two-way, seguido pelo teste de comparacdes
maltiplas de Tukey ou Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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3. RESULTADOS

3.1. Perfil da atividade bioldgica das substancias TZ3C e TZ5D

Tabelas 1, 2 e figura 2 apresentam os dados referentes a atividade das substancias
dicalcogénicas sobre formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) infantum, respectivamente,
e sua citotoxicidade em macréfagos J774A.1. TZ3C exibiu uma atividade (Clso = 1,90 + 0,51
UM) 6,42 vezes maior na forma promastigota do parasito quando comparado ao dicalcogeneto
TZ5D (12,20 £ 1,36 uM), o que reflete, por consequéncia, uma seletividade igualmente maior
sobre o parasito em relacdo & macrdfagos (1Stzsc = 3,95; IStzsp = 1,92). Da mesma maneira, a
inibicdo do crescimento das formas intracelulares do protozoario pela substancia TZ3C foi
notavelmente superior (0,45 £ 0,11 pM) em comparacdo a TZ5D (4,83 = 0,44 uM).
Curiosamente, quando se observa os dados percentuais, nota-se que TZ3C tem cerca de 24%
maior atividade sobre as formas amastigotas em relacdo as promastigotas, enquanto TZ5D
apresenta cerca de 40%. Todavia, a seletividade nas formas intracelulares (IStzsc = 16,69;
IStzsp = 4,85) confirmam o melhor perfil anti-Leishmania da substancia TZ3C, cerca de 6,05

vezes mais seletiva em amastigotas que TZ5D.

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

Substancia Clso CCso IS*
promastigota de J774A.1 (CCso/Clso)
L. (L.) infantum (M)
(UM)

TZ3C 1,90+0,51 752+152 3,95

TZ5D 12,20 + 1,36 23,43 + 3,28 1,92

MTF* 36,29 + 2,56 18,99 + 0,47 0,52

+ Substancia de referéncia. * 1S, Indice de seletividade em relagio a J774A.1. NA, ndo aplicavel; J774A.1,
macréfago de rato (ATCC/TIB-67); Clso, concentracao inibitéria de 50%; CCso, concentracdo citotdxica de 50%.

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

Substancia Clso CCso IS
amastigota de J774A.1 (CCs0/Clso)
L. (L.) infantum (UM)
(M)

TZ3C 0,45+£0,11 751+124 16,69

TZ5D 4,83 +0,44 13,33+ 3,28 2,76

J774A.1, macréfago de rato (ATCC/TIB-67); Clso, concentracéo inibitdria de 50%; CCso, concentragao citotoxica
de 50%; IS, indice de seletividade.
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3.2. Alterac6es morfologicas 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 padréo. 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 altera¢cbes na membrana
citoplasmatica de forma dose-dependente. Na concentracdo de 1,90 uM de TZ3C, é possivel
observar uma influéncia da substancia, a qual se torna evidente nos parasitos tratados com o
dobro da concentracgdo (3,80 uM). A principal caracteristica observada é o aspecto ovalado de
parte das células (Fig. 3-C), inobstante, os parasitos tiveram uma reducdo substancial do volume
celular como pode ser observado na figura 3-D.

A substancia TZ5D exibiu alteracdes (Fig. 3, E e F) importantes em células tratadas
com 12,20 uM e 24,40 uM de TZ5D. Nota-se a perda do afunilamento caracteristico das
promastigotas, o que leva as células a adquirirem um formato oval. Efeitos da substancia no
parasito também puderam ser verificados nos flagelos, a figura 3-E revela a presenca de
promastigotas biflagelares. Regides em destaque da figura 3 (C-F) apontam células que
apresentam solucdo de continuidade na membrana plasmatica e extravasamento do contetido
citoplasmatico.

A figura 3-B corresponde as células tratadas com MTF 36,29 puM. E possivel notar a
perda de flagelo em alguns parasitos e arredondamento do corpo celular.

Existem caracteres intracelulares que descrevem, de forma geral, a ultraestrutura dos
tripanossomatideos. A figura 4-A € a micrografia eletronica da forma promastigota de L. (L.)
infantum, célula com membrana plasmatica e sistema de endomembras integro; as organelas se
localizam em posic¢des convencionais e ndo apresentam anomalias; o nucleo e envelope nuclear
estdo preservados, e nota-se um carater heterogéneo da eletrodensidade intranuclear
caracteristico do perfil de distribuicdo da eucromatina e heterocromatina; a mitocondria unica
e alongada do parasito se distribui ao longo de todo o citoplasma e é observavel a regido dilatada
dessa organela com uma densa zona eletrbnica retilinea correspondente ao cinetoplasto
(estrutura caracteristica de organismos da classe Kinetoplastida); a bolsa flagelar e o flagelo
também estdo preservados.

De forma similar as anomalias morfoldgicas, promastigotas tratadas com TZ3C (Fig. 4,
C e D) demonstraram alteragdes ultraestruturais dose-dependente. Na concentragdo de 1,90 uM

de TZ3C, houve o surgimento de inclusdes intracitoplasmaticas, as quais foram verificadas em
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maior quantidade nos parasitos tratados com 3,80 UM da mesma substancia. Dois tipos de
inclusdes podem ser identificadas, as gotas de gordura que apresentam superficie regular e ndo
sdo envolvidas por membrana aparente; e precipitados ovalares dismorficos, os quais
apresentam um vacuolo delimitando uma regido de eletrodensidade oval de superficie ndo-
regular excéntrica. O nucleo das células tratadas com TZ3C perdeu o perfil normal de
distribuicdo da cromatina, como pode ser observado na figura 4-C, onde ha deslocamento da
eletrodensidade no interior do nucleo para a periferia do envelope nuclear. A mitocondria das
células sob tratamento se apresentou notadamente dilatada. Ndo foram observadas alteracdes

expressivas no anexo flagelar das células tratadas com TZ3C.

A
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Figura 3. Alteracbes morfologicas em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com

dicalcogenetos por 72 h. (A) Promastigotas sem tratamento. (B) Células tratadas com MTF 36,29 uM. (C, D)
Promastigotas tratadas com 1,90 uM e 3,80 UM de TZ3C, respectivamente. (E, F) Promastigotas tratadas com
12,20 uM e 24,40 pM de TZ5D, respectivamente. MTF foi utilizada como pardmetro de referéncia. (B-F)

Quadrado segmentado demonstra a area em destaque.
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As modificagdes observadas na ultraestrutura de protozodrios tratados com a substancia
TZ5D (Fig. 4, E e F) foram dréasticas e seguiram o mesmo perfil em ambas as concentracoes
utilizadas. Foram verificadas inclusbes intracitoplasmaticas similares as encontradas nos
protozoarios tratados com TZ3C, além de outras alteragdes como o alargamento da mitocondria
e desorganizacgéo do flagelo. Curiosamente, ao redor dos parasitos, houve o aparecimento de
corpos extracitoplasmaticos de aspecto vesicular com auséncia de estruturas reconheciveis no
interior. Regides em destaque da figura 4 (C-F) evidenciam as inclusdes intracitoplasmaticas
eletrodensas. A figura 4-B revela protusGes da membrana plasmatica de células tratadas com
MTF 36,29 uM.

Figura 4. AlteragOes ultraestruturais em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com
dicalcogenetos por 72 h. (A) Promastigotas sem tratamento (1 um). (B) Células tratadas com MTF 36,29 uM (800
nm). (C, D) Promastigotas tratadas com 1,90 uM e 3,80 uM de TZ3C, respectivamente (600 e 500 nm). (E, F)
Promastigotas tratadas com 12,20 uM e 24,40 uM de TZ5D, respectivamente (800 e 5000 nm). MTF 36,29 uM
foi utilizada como parametro de referéncia. (B-F) Quadrado segmentado demonstra a area em destaque. (f) flagelo;
(fp) bolsa flagelar; (k) cinetoplasto; (m) mitocdndria; (n) nicleo; (Ld) gota de gordura; (seta branca) alargamento
da mitocdndria; (seta preta) inclusfes eletrodensas; (cabeca de seta) vesicula extracitoplasmatica; (estrela)

desorganizacao 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 eletronicas.

Ambas as substancias, TZ3C e TZ5D, exibiram padrdes de reducdo no volume celular
de forma dose-dependente e com carater significativo entre as concentragdes. Enquanto 1,90
MM de TZ3C reduziu o volume das células em 43,5%, o dobro da concentracdo (3,80 uM)
reduziu cerca de 58,6%. Da mesma maneira, 12,20 UM de TZ5D diminuiu o volume das células
em 59,9%, enquanto 24,40 uM reduziu em 74,3%.

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

68,0%, respectivamente.
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Figura 5. VVolume celular de formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com dicalcogenetos por
24 h. (a-d) Histograma do perfil volumétrico (FSC-Height) em relacdo a quantidade de células (Counts).
(sombreado) Contagem de células de volume normal. (a) Promastigotas tratadas com actinomicina D 20 uM. (b)
Células tratadas com MTF 36,29 pM. (c) Promastigotas tratadas com 1,90 uM (verde claro) e 3,80 uM (verde
escuro) de TZ3C, respectivamente. (d) Promastigotas tratadas com 12,20 uM (laranja claro) e 24,40 uM (laranja
escuro) de TZ5D, respectivamente. (e) Representacdo grafica dos histogramas. MTF foi utilizada como parametro
de referéncia e actinomicina D como controle positivo. (****) P<0,0001; (###) P=0,0009; (####) P<0,0001. *,
diferenga estatistica em relacéo ao controle ndo tratado; #, diferenca estatistica entre a comparacao.
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3.4. Permeabilidade de membrana plasmatica em promastigotas tratadas com

dicalcogenetos

A figura 6 expressa a intensidade de fluorescéncia do material genético das formas
promastigotas apos exposicdo a IP. Os dados representam quantitativamente a proporcao de
células com membrana plasmatica lesionada, i.e., passivas de terem o material genético
intercalado por IP. Parasitos ndo tratados captam pouco ou nenhum IP, enquanto células
permeabilizadas com digitonina 40 uM s&o marcadas pelo intercalante.

Promastigotas tratadas com TZ3C e TZ5D ndo exibiram captacdo de IP significativa
em nenhuma das concentracdes testadas durante o periodo de incubacdo de 24 h. Nesse sentido,
as células foram submetidas ao mesmo esquema de tratamento, porém em um periodo de
incubacéo de 72 h. Promastigotas tratadas com 1,90 uM e 3,80 uM de TZ3C tiveram aumento
médio na permeabilidade de membrana de cerca de 24,7 vezes em relagdo ao controle ndo
tratado, sem diferenca estatistica entre as concentracdes. J& TZ5D demonstrou um perfil dose-
dependente, uma vez que 12,20 uM foi capaz de aumentar a permeabilidade em cerca de 12,5
vezes, enquanto 24,40 uM da mesma substancia reduziu a integridade da membrana
citoplasmatica em cerca de 79,7 vezes quando comparado ao controle ndo tratado.

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

permeabilidade dos parasitos em 25,7 e 98,1 vezes, respectivamente.
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Figura 6. Permeabilidade de membrana plasmatica de formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas
com dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia e digitonina
40 uM como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P=0,006; (***) P=0,0006; (****) P<0,0001; (#) P<0,01. *,

diferenga estatistica em relagdo ao controle ndo tratado; #, diferenca estatistica entre a comparacao.
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3.5. Acumulo de corpos lipidicos em promastigotas tratadas com dicalcogenetos

A figura 7 descreve o perfil de fluorescéncia de células com acumulo de lipidios neutros.
Parasitos ndo tratados apresentam pouca quantidade de corpusculos lipidicos
intracitoplasmaticos, enquanto células submetidas a exposicdo com HO rapidamente
demonstram acumulacéo de gordura no citoplasma.

TZ3C nédo induziu formacdo de gotas de gordura nas formas promastigotas em nenhuma
das concentracdes testadas durante o periodo de incubacg&o de 24 h (Fig. 7-a). Em contrapartida,
o0 tratamento com TZ5D gerou um incremento médio de corpos lipidicos de cerca de 37,2 vezes
quando comparado com células ndo tratadas. Para investigar melhor o perfil dessas alteracfes
no parasito, 0 mesmo esquema de tratamento foi realizado durante um periodo de incubacédo de
72 h. Promastigotas tratadas com 1,90 uM e 3,80 uM de TZ3C tiveram aumento médio na
quantidade de lipidios neutros intracelulares de cerca de 3,8 vezes em relacdo ao controle ndo
tratado, sem diferenca estatistica entre as concentracdes. Curiosamente, TZ5D teve uma queda
substancial na capacidade de gerar corpos lipidicos (Fig. 7-b), entretanto, novamente
demonstrou um perfil dose-dependente, haja visto que 12,20 UM néo foi capaz de aumentar o
contetdo lipidico das promastigotas ap6s 72 h de tratamento, enquanto 24,40 uM da mesma
substancia aumentou significativamente os titulos de lipidios neutros em cerca de 8,2 vezes
quando comparado ao controle ndo tratado, uma queda na expressdo de corpos lipidicos pelo
Clso da substancia de 22,0% ao longo de 48 h.

MTF 36,29 uM elevou significativamente a quantidade de corpos lipidicos das

promastigotas expostas por 72 h em 5,2 vezes, em comparacao a células ndo tratadas.
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Figura 7. Lipidios neutros intracelulares em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com
dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia e H,0, 1 mM
como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,005; (***) P=0,0006; (****) P<0,0001; (#) P<0,0001. *, diferenca

estatistica em relacdo ao controle ndo tratado; #, diferenca estatistica entre a comparacao.
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3.6. Vacuolos acidos em promastigotas tratadas com dicalcogenetos

A figura 8 reflete os niveis de fluorescéncia de células exposta a laranja de acridina.
Parasitos ndo tratados apresentam reduzida propor¢do de compartimentos com carater acido,
enquanto ceélulas submetidas a exposicdo com H>O, tém ativa formacdo de vacuolos
intracitoplasmaticos com capacidade de aprisionar o marcador fluorescente.

Nenhuma das concentragdes, de ambas as substancias (TZ3C e TZ5D), foi capaz de
induzir a expressdo de compartimentos acidos no citoplasma de formas promastigotas tratadas
por 24 h.

MTF 36,29 uM, apesar de elevar razoavelmente a fluorescéncia do marcador, foi

incapaz de proporcionar efeitos significativos no tempo de incubacéo de 24 h.
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Figura 8. Niveis de vaclolos acidos em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com
dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia e H.O, 1 mM como controle

positivo. (**) P<0,001. *, diferenca estatistica em relagéo ao controle néo tratado.
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3.7. Espécies reativas de oxigénio (ERO) em promastigotas tratadas com

dicalcogenetos

A figura 9 exibe a fluorimetria caracteristica do marcador DCF. Parasitos néo tratados
apresentam baixas concentracfes de espécies reativas de oxigénio, insuficientes para induzir a
clivagem da molécula ndo fluorescente H.DCFDA, enquanto células submetidas a exposicéo
com H20- prontamente convertem o marcador a sua forma altamente fluorescente (DCF).

TZ3C ndo induziu alteragdes significativas nos niveis de espécies reativas de oxigénio
nas formas promastigotas em nenhuma das concentracBes testadas durante o periodo de
incubacdo de 24 h (Fig 9-a). Por outro lado, o tratamento com TZ5D causou elevacdo dose-
dependente significativa entre as doses. TZ5D nas concentragdes de 12,20 uM e 24,40 uM
demonstrou 21,5 e 44,4 vezes, respectivamente, maiores niveis de ERO em comparacdo a
células ndo tratadas. A fim de melhor avaliar possiveis alteragdes no perfil oxidativo de formas
promastigotas, o tratamento foi realizado da mesma maneira durante um periodo de incubacéo
de 72 h. Promastigotas tratadas com 1,90 uM e 3,80 uM de TZ3C expressaram aumento medio
na quantidade de ERO de cerca de 5,1 vezes em relagdo ao controle ndo tratado, sem diferenca
estatistica entre as concentracdes. Interessantemente, TZ5D teve uma queda drastica nos titulos
de espécies reativas de oxigénio (Fig. 9-b), todavia, demonstrando mais uma vez seu perfil
dose-dependente, haja visto que 12,20 UM néo foi capaz de aumentar os niveis de espécies
reativas de oxigénio nas promastigotas apds 72 h de tratamento, enquanto 24,40 UM da mesma
substancia aumentou significativamente a concentragéo intracelular de ERO em cerca de 16,5
vezes quando comparado ao controle ndo tratado, uma queda da geracdo de ERO pelo Clso de
37,1% ao longo de 48 h.

MTF 36,29 uM, so6 foi capaz de elevar o conteudo intracitoplasmatico de ERO nos
parasitos em 72 h tratamento, cerca de 18,9 vezes quando comparado a células ndo tratadas,

respectivamente.
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Figura 9. Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum
tratadas com dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como parmetro de referéncia e
H202 1 mM como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,005; (***) P=0,0006; (****) P<0,0001; (#) P<0,01; (##)

P<0,0001. *, diferenca estatistica em relagdo ao controle ndo tratado; #, diferenca estatistica entre a comparagao.
3.8. Oxido nitrico (-ON) em promastigotas tratadas com dicalcogenetos

A figura 10 expressa a fluorescéncia caracteristica do benzotriazol, produto da reacéo
do marcador DAF-FM com éxido nitrico intracelular. Parasitos ndo tratados apresentam baixos
niveis de -ON, o0s quais ndo permitem geracdo significativa de fluorescéncia, enquanto células
submetidas a exposi¢cdo com H20, assumem um estado oxidativo capaz de gerar radicais livres
como -ON e, portanto, emitem certa fluorescéncia.

TZ3C ndo foi capaz de promover geracdo significativa de -ON nas formas
promastigotas em nenhuma das concentrac@es testadas e em ambos os periodos de incubacéo
de 24 h e 72 h. Em contrapartida, o tratamento com TZ5D causou elevacdo dose-dependente,
12,20 uM e 24,40 pM da substdncia demonstraram capacidade de aumentar os niveis
intracelulares de -ON em 17,1 e 24,1 vezes, respectivamente, em comparacao a células ndo
tratadas num periodo de exposicdo de 24 h. Enquanto 12,20 uM de TZ5D ap6s um periodo de
72 h teve uma certa reducao na capacidade de elevar os niveis de -ON. Como demonstra a figura
10-b, houve elevacdo na concentragdo do radical em cerca de 6,1 vezes, demonstrando
novamente seu perfil dose-dependente, haja visto que 24,40 uM foi capaz de sustentar a
elevacao nos niveis de -ON nas promasitgotas ap0s 72 h de tratamento, cerca de 19,9 vezes
maior quando comparado a células ndo tratadas. A queda de geracdo de -ON mediada pelo Clsg
de TZ5D foi de 35,6% ao longo de 48 h.

MTF 36,29 uM sé foi capaz de elevar a o conteddo intracelular de -ON nas formas
promastigotas em 72 h de tratamento, cerca de 11,2 vezes quando comparado a células nao

tratadas, respectivamente.
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Figura 10. Niveis de dxido nitrico (-ON) em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com
dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como pardmetro de referéncia e H,O, 1 mM
como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,005; (***) P=0,0002; (****); P<0,0001. *, diferenca estatistica em

relacéo ao controle ndo tratado; #, diferenca estatistica entre a comparagéao.
3.9. Peroxidacao lipidica em promastigotas tratadas com dicalcogenetos

A figura 11 apresenta dados referentes a fluorescéncia do 6xido de fosfina, um produto
da reacdo entre o marcador DPPP e hidroperoxidos. Parasitos ndo tratados expressam baixos
niveis de peroxidacdo lipidica, os quais ndo permitem geracgdo significativa de fluorescéncia,
enquanto células submetidas a exposi¢cdo com H>O. acabam sofrendo lesbes oxidativas que
geram os hidroperoxidos e, portanto, emitem certa fluorescéncia.

TZ3C foi capaz de induzir a expressao de lesGes oxidativas no parasito em 24 e 72 h.
No periodo de incubacdo de 24 h, ambas as concentracfes promoveram uma elevacdo média
na peroxidacdo lipidica de cerca de 4,5 vezes em comparacao a promastigotas ndo submetidas
ao tratamento, enquanto a incubagdo com as concentracdes de 1,90 e 3,80 UM por 72 h tiveram
elevacdo média de cerca de 1,6 vezes quando comparado as células sem tratamento. Ja o
tratamento com TZ5D causou elevacdo média dos niveis de lipoperoxidacdo nas formas
promastigotas em 6,5 vezes em comparacao a células ndo tratadas num periodo de exposicéo
de 24 h. Enquanto células tratadas com 12,20 uM de TZ5D por um periodo de 72 h néo
expressaram niveis significativos de lipoperoxidacdo, como demonstra a figura 11-b. Ja a
concentracdo de 24,40 uM de TZ5D sustentou a inducdo de peroxidacao lipidica em cerca de
6,2 vezes comparado a células ndo tratadas. A queda da peroxidacdo lipidica mediada pelo Clsg
de TZ5D foi de 13,8% ao longo de 48 h.

MTF 36,29 puM, apresentou um perfil altamente danoso as macromoléculas dos
parasitos, revelando incremento da peroxidacao de cerca de 13,7 e 6,5 vezes quando comparado

a células ndo tratadas nos periodos de 24 e 72 h de incubacéo, respectivamente.
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Figura 11. Nivel de peroxidagdo lipidica em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com
dicalcogenetos por (a) 24 h e (b) 72 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como pardmetro de referéncia e H,0, 1 mM
como controle positivo. (*) P<0,03 (**); P<0,003; (***); P=0,0003; (****) P<0,0001; (#) P<0,0001. *, diferenca

estatistica em relacdo ao controle ndo tratado; #, diferenca estatistica entre a comparagao.

3.10. Niveis de tiois reduzidos em promastigotas tratadas com dicalcogenetos

A figura 12 exp0e a espectrometria realizada nos extratos de promastigotas incubadas
com o marcador DTNB. Protozoarios ndo tratados apresentam altas quantidades de
grupamentos tiois (sulfidrilas) livres, os quais reagem com o marcador e produzem um
cromdgeno amarelo, enquanto células submetidas a exposicdo com H.O> perdem parte das

sulfidrilas livres por oxidacao (formacédo de pontes de dissulfeto) e, consequentemente, ndo ha

formacéo de cor.
TZ3C e TZ5D foram capazes de diminuir drasticamente os niveis de tidis reduzidos de

forma similar em ambas as concentragdes, Clso € 2xClso, cerca de 77,2% em relagdo ao controle

ndo tratado num periodo de 24 h.
MTF 36,29 uM, apresentou um perfil semelhante ao peroxido de hidrogénio, reduzindo

em cerca de 95% as sulfidrilas livres das promastigotas.
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Figura 12. Niveis de tidis reduzidos em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com
dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como pardmetro de referéncia e H,O, 1 mM como controle

positivo. (****) P<0,0001. *, diferenca estatistica em relacdo ao controle ndo tratado.

3.11. Potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) em promastigotas tratadas
com dicalcogenetos

A figura 13 reflete os niveis de captacdo de Rh123 pela mitocéndria das promastigotas.
Parasitos ndo tratados sdo capazes de captar prontamente o marcador e assim emitir alta
fluorescéncia, enquanto células expostas ao CCCP apresentam baixa captacdo, uma vez que 0
tratamento com o desacoplador mitocondrial favorece o efluxo de Rh123 resultando em baixa
intensidade de fluorescéncia.

Ambas as substancias induziram despolarizacdo da membrana mitocondrial. Os
esquemas de tratamentos com as concentragdes de Clso e 2xClso levaram a uma redugdo média
no A¥Ym de 44,9% para TZ3C e de 46,9% para TZ5D.

MTF 36,29 uM revelou um perfil semelhante ao das substancias calcogénicas ao reduzir

proporcionalmente (cerca de 49,8%) o A¥m das formas promastigotas.
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Figura 13. Potencial de membrana mitocondrial (A¥m) em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum
tratadas com dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como pardmetro de referéncia e CCCP como
controle positivo. (**) P<0,001; (***) P<0,0002; (****) P<0,0001. *, diferenca estatistica em relagdo ao controle

nao tratado.

3.12. Niveis de ATP intracelular em promastigotas tratadas com dicalcogenetos

A figura 14 revela o perfil de luminescéncia gerado pela reacdo da adenosina trifosfato
das promastigotas com a enzima luciferase. Protozoarios ndo tratados apresentam
concentracdes normais de ATP, enquanto células expostas ao inibidor do complexo citocromo-
oxidase (KCN), presente na cadeia respiratoria, apresentam baixa luminescéncia, haja visto que
a producdo de nucleotideos trifosfatados de adenina se encontra deficiente pela inibigéo, o que
leva a reduzida emisséo de luz pela deplecéo de energia da reacéo.

TZ3C teve capacidade de reduzir os niveis de ATP intracelulares em formas
promastigotas tratadas por 24 h. A deplecdo de ATP variou significativamente em funcéo da
concentracdo, 1,90 uM da substancia reduziu em cerca de 47,3%, enquanto 3,80 uM alterou a
concentracdo em apenas 28,3%. Curiosamente, TZ5D elevou os titulos de ATP intracelulares
em 156,3% em média para ambas as concentragdes.

MTF 36,29 uM novamente demonstrou alteragdes intensas, com reducao de 79,9% nos

niveis intracelulares de ATP.
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Figura 14. Niveis de ATP em promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas com dicalcogenetos por 24 h.
MTF 36,29 pM foi utilizada como pardmetro de referéncia e KCN 500 uM como controle positivo. (***)
P<0,0003; (****) P<0,0001; (#) P<0,005. *, diferenca estatistica em relacéo ao controle ndo tratado; #, diferenca

estatistica entre a comparagao.
3.13. Oxido nitrico e tiois reduzidos em macrofagos tratados com dicalcogenetos

A figura 15 demonstra os dados obtidos da analise da célula hospedeira. Macrofagos
possuem capacidade microbicida otimizada quando os niveis de radicais livres produzidos nos
fagolisossomos se encontram aumentados. Assim, titulos elevados de 6xido nitrico refletem
uma maior proporcdo de células ativas (Fig. 15-a), enquanto células expostas a perdxido de
hidrogénio expressam o perfil de macréfagos em estresse oxidativo, para efeito de comparacao.

TZ3C foi capaz de induzir aumento dose-dependente nos titulos de -ON em macro6fagos.
As concentracdes de 1,90 uM e 3,80 uM elevaram cerca de 6,3 e 24,6 vezes a concentracdo de
‘ON em comparacéo a células ndo tratadas, respectivamente. Da mesma maneira, o tratamento
com TZ5D causou elevacdo dose-dependente, ambas concentra¢fes causaram um incremento
médio na quantidade -ON de 5,7 vezes quando comparado a células sem tratamento.

MTF 36,29 uM, igualmente, elevou os niveis de -ON em cerca de 15,9 vezes em

comparagéo a células néo tratadas.
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A figura 15-b aponta os dados espectrofotométricos do comportamento de macrofagos

expostos ao DTNB. Como ja era esperado, H202 levou a uma diminui¢&o na concentracéo de

tiois reduzidos de aproximadamente 51,5%.

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

em 56,6% e 41,8%, respectivamente.
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Figura 15. Nivel de (a) 6xido nitrico (‘ON) e (b) sulfidrilas livres em macréfagos J774A.1 tratados com
dicalcogenetos por 24 h. MTF 36,29 uM foi utilizada como parametro de referéncia e H,O, 1 mM como controle
positivo. (*) P<0,05; (****) P<0,0001; (#) P<0,0003. *, diferenca estatistica em relacéo ao controle ndo tratado;

#, diferenca estatistica entre a comparag&o.
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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 0 DNA, tem importantes variacdes
ao longo da vida dos protozoarios. Desta forma, a marcacdo com iodeto de propidio permite
visualizar a proporc¢éo de células nas diferentes subfases do ciclo em fungéo da intensidade de
fluorescéncia caracteristica de cada uma delas. Promastigotas sem tratamento apresentam uma
proporcdo maior de células nas subfases GO/G1, seguida de S, G2/M e em menor proporgao na
subfase SubGL1. Por outro lado, parasitos tratados com taxol revelam graves anomalias no ciclo,
com elevacdo substancial da populacdo SubG1, subfase caracterizada pela presenca de células
com DNA fragmentado.

TZ3C causou alteragcdes discretas num perfil semelhante entre as concentragbes da
substancia no ciclo de vida das promastigotas expostas por um periodo 24 h. Tanto 1,90 uM
quanto 3,80 uM induziram parada no ciclo celular na subfase GO/G1 e, por consequéncia,
reducdo significativa (43,3% e 30,2%, respectivamente) das células na subfase S. Em contraste,
TZ5D promoveu alteracgdes intensas no ciclo celular. Em subG1 houve elevacéo da populacéo
de cercade 11,0 e 12,9 vezes quando comparado a células ndo tratadas, enquanto promastigotas
de todas as outras subfases tiveram uma reducdo importante. As concentracdes de Clso e 2XClsg
levaram a reducdo 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 uM também demonstrou capacidade de alterar o ciclo celular. Promastigotas
tratadas com a substancia tiveram elevacdo na populacdo SubGl de cerca de 6,7 vezes,

enguanto as outras subfases tiveram reducao 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 uM foi utilizada como parametro de referéncia e taxol como controle positivo.
(*) P<0,05; (**) P<0,001; (***) P=0,0003; (****) P<0,0001. *, diferenca estatistica em relacdo ao controle ndo
tratado.

3.15. Exposicao de fosfatidilserina em promastigotas tratadas com dicalcogenetos

A figura 17 é a representacdo do perfil de exposicdo da fosfatidilserina em formas
promastigotas de L. (L.) infantum. Fosfatidilserina é um fosfolipidio de membrana que se
encontra em maior proporcdo na camada interna da bicamada fosfolipidica. Promastigotas,
durante morte semelhante a apoptose, elevam a quantidade dessa molécula na camada externa
da membrana plasmatica, onde ficam expostas para ligacdo 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 citoplasmatico. Nesse
sentido, protozoarios com membrana plasmatica comprometida tem o material genético
exposto, o qual pode ser marcado com IP. Em alguns casos, o perfil combinado das marcagoes
pode evidenciar a morte por apoptose tardia, caracterizada principalmente pela exposicdo de
fosfatidilserina e lesdes da membrana citoplasmatica.

TZ3C promoveu um aumento significativo na populacdo anexina-positiva de 15,2
vezes, quando comparado a células ndo tratadas, apenas na concentracdo de 3,80 UM, enquanto

TZ5D, em ambas as concentragdes, proporcionou elevacdo média de celulas marcadas com
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anexina em cerca de 39,1 vezes. As populacdes de células necroticas e em apoptose tardia ndo

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

MTF 36,29 uM demonstrou seu perfil apoptético ao elevar a proporcao de células

marcadas com anexina em cerca de 16,5 vezes quando comparado a células sem tratamento.
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Figura 17. Perfil da exposicdo de fosfatidilserina em formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum tratadas

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

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

Promastigotas tratadas com 12,20 uM e 24,40 pM de TZ5D, respectivamente. (g) Representacdo grafica da

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

tratamento. (****) P<0,0001. *, diferenca estatistica em relagéo ao controle nao tratado.
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4. DISCUSSAO

O cenario atual demonstra emergéncia por novas substancias capazes de combater
efetivamente as leishmanioses, especialmente apds o impacto da COVID-19 na salde da
populacdo. Estudos recentes demonstram que apds a pandemia, casos de infeccdo pelo virus
SARS-Cov-2 se tornaram fator de comorbidade para individuos 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 disponiveis no
mercado (MS, 2022), farmacos de recorrentes falhas terapéuticas e certa toxicidade (Franke et
al., 1990; Deray, 2002; Sundar et al., 2008; Sundar et al., 2010). Terapias combinatorias
surgiram com o objetivo principal de reduzir os efeitos toxicos das substancias ao diminuir a
dose necessaria para se atingir a remissdo da doenca (Alcantara et al., 2018; Essid et al., 2023).
O reposicionamento de medicamentos também é uma estratégia muito utilizada no campo da
pesquisa relacionada as DTN, uma vez que reduz a longa jornada da aprovacdo de farmacos
para o0 combate as doencas (Andrade Neto. et al., 2018).

Revisédo recentemente publicada (Pal et al., 2023) avaliou a relacdo estrutura-atividade
de uma vasta quantidade de moléculas sintéticas, e descreveu o perfil promissor de substancias
com caracteres fitoquimicos em relagdo a capacidade anti-Leishmania, apontando a notavel
importancia dos anéis centrais para a atividade.

Duas substancias com anéis foram avaliadas nesse artigo, TZ3C e TZ5D. De forma
geral, apresentam estrutura semelhante, sdo moléculas que contém dois anéis, cada qual
formando um nucleo arila unido por dois atomos de tellrio e selénio, respectivamente. Os
grupos funcionais ligados aos esqueletos carbonicos sdo distintos nas duas substancias. Como
esperado, tanto TZ3C quanto TZ5D demonstraram efeitos promissores em formas
promastigotas de L. (L.) infantum.

A substancia TZ3C (codigo anterior, LQ7) ja 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 biolégico (Bandeira et al., 2019). A
atividade identificada girou em torno de 0,9 UM para as formas promastigotas e 0,5 UM para as
formas intracelulares, muito proximo dos valores obtidos para a espécie L. (L.) infantum.
Curiosamente, TZ3C exibiu maior seletividade para as formas intracelulares do protozoario,

cerca de 16,7 vezes, equiparando-se a seletividade em amastigotas de L. amazonensis (IS = 18).
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Micrografias eletrénicas dos parasitos demonstraram reducdo no volume celular em
celulas tratadas com os valores de Clso e 2xClsg, a qual foi verificada quantitativamente por
citometria de fluxo. Ambas as substancias reduziram o volume das células proporcionalmente
a concentracdo. A reducéo do volume celular € uma caracteristica comum na morte por apoptose
(Hockenbery, 1995). MTF ja demonstrou capacidade de induzir morte semelhante a apoptose
em outras espécies de Leishmania spp. (Paris et al., 2004), e assim como as substancias
calcogénicas, MTF gerou reducdo substancial no volume das promastigotas.

Outra caracteristica observada por microscopia, muito evidente nos protozoarios
expostos as substancias calcogénicas, foram lesdes na membrana citoplasmatica. Caracteristica
presente em células durante morte por necrose (Tonnus et al., 2019). Promastigotas submetidas
ao tratamento durante 24 h ndo apresentaram marcagdo com IP, enquanto o tratamento de 72 h
foi capaz de alterar significativamente a membrana, achados que impedem a exclusdo de um
perfil necrético de morte celular.

A morte do parasito pode envolver diversos mecanismos (D’arcy, 2019), e trés tipos de
morte j& 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 farmacos, uma vez que as vias de sinalizacdo de
tripanossomatideos ja foram bem descritas (Tomas et al., 2013) e h& enzimas importantes no
metabolismo desses organismos que nao sdo compartilhadas de forma homologa com
mamiferos (Dumas et al., 1997). Alguns autores ja demonstraram a relacdo entre o estresse
oxidativo e o acumulo de lipidios intracelulares (Miranda et al., 2017). Como observado nas
micrografias, os niveis de corpos lipidicos foram elevados de forma significativa em
promastigotas expostas aos dicalcogenetos, de forma mais expressiva sob o tratamento com
TZ5D.

A principal alteracdo observada nos parasitos, em ambos os tratamentos, foi o
aparecimento de inclusbes citoplasmaticas. As caracteristicas dessas estruturas, como
vacuolizacdo e eletrodensidade oval de superficie ndo regular, ndo foram reportadas por
nenhum outro autor. A principio, hipéteses sugeriram ser vactolos com depoésito do
metabolismo celular do protozoario em situacdo de estresse, no entanto, a pesquisa por
compartimentos acidos ndo revelou presenca desses vacuolos no periodo de tratamento
avaliado. A hipotese, entdo proposta, € de acumulacdo da prépria substancia no interior das
células, haja visto que a observacao dos vacuolos por micrografia eletronica procedeu de forma

dose-dependente, i.e., quanto maior a concentracao dos dicalcogenetos maior foi a vacuolizagéo
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verificada. Estudos mais aprofundados, como a marcacdo das moléculas com isétopos
radioativos, poderiam esclarecer a origem dessas estruturas peculiares.

Os corpos lipidicos, observados em seccBes do parasito e quantificados
bioquimicamente, sdo organelas compostas por um nucleo lipidico eletrodenso envolto por uma
camada de fosfolipidios e proteinas (Murphy, 2001). Sdo estruturas importantes para adaptagédo
ao estresse celular, podendo se acumular no citosol a fim de reduzir o dano oxidativo as
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 alteracdo no balanco
redox das células tratadas com as substancias calcogénicas. O estresse oxidativo pode ser
causado por incremento de radicais livres em titulos que impossibilitem as enzimas do
metabolismo redox recuperar a homeostasia celular (Wilson et al., 1994); ou por diminuigéo na
quantidade ou atividade dos mecanismos utilizados pelo sistema antioxidante do protozoario
(Dumas et al., 1997), como por exemplo a inibicdo da atividade da enzima tripanotiona
redutase. Os niveis de ERO totais e -ON foram acessados em promastigotas submetidas aos
tratamentos por 24 h, no entanto somente apds 72 h de exposicdo, ambas as substancias
induziram elevacdo nos niveis dessas espécies. TZ5D, simulando o0 mesmo perfil do acimulo
de lipidios, teve capacidade de elevar as concentracGes 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 ap6s o desbalan¢o do metabolismo
redox (Sansom et al., 2013; Caliri et al., 2021), em especial as macromoléculas, e.g., proteinas,
lipidios de membrana e DNA (Mancini et al., 2020). A lipoperoxidacdo ¢ o dano oxidativo
causado aos lipidios por meio de radicais livres (Oliveira et al., 2000). Esse efeito foi observado
em promastigotas desde as primeiras 24 h de exposic¢ao aos dicalcogenetos e continuou sendo
observado apés 72 h de tratamento, com reducdo substancial da peroxidacdo lipidica nos
protozoarios tratados com 12,20 uM de TZ5D. Talvez a alteracdo causada pelo disseleneto nao
seja capaz de continuar promovendo o dano oxidativo ao longo do tempo, uma vez que as
enzimas do sistema antioxidante tém excelente capacidade de controlar os radicais livres apds
estresse ndo persistente (Castro et al., 2002; Bahrami et al., 2011).

O sistema antioxidante dos tripanossomatideos é composto por uma série de enzimas
que trabalham em conjunto para neutralizar os radicais livres como ion hidroxila e anion
superdxido (Santi et al., 2022). Esses protozoarios apresentam enzimas especiais, semelhantes
as glutationas de mamiferos, reconhecidas em conjunto como sistema tripanotiona (Romao et
al., 2006). Essa classe de enzimas atua, de forma geral, através da reducdo de espécies

radicalares por meio da oxidacdo de sulfidrilas livres em residuos de cisteina (Mahmoudzadeh-



51

Niknam et al., 2004). De forma interessante, as defesas antioxidantes das promastigotas
revelaram rapido comprometimento pos-exposi¢do aos dicalcogenetos. Esse efeito reforca o
desbalanco no metabolismo redox provocado por substancias calcogénicas.

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 mitocdndria é a principal
rota dos elétrons obtidos durante o consumo de nutrientes em vias aerobias de producdo
energética (Gundersen, 1968; Bermudez et al., 1997). Situagbes que desestabilizam a
fosforilacdo oxidativa, podem provocar ‘escapes’ eventuais de elétrons que sdo prontamente
capturados gerando espeécies reativas de oxigénio e radicais livres importantes (Bertram et al.,
2006). As micrografias eletrénicas de promastigotas expostas a TZ3C e TZ5D demonstraram
0 alargamento da mitocondria. AlteracGes na atividade da organela também puderam ser
observadas no tratamento com ambas as substancias. Houve despolarizacdo da membrana
mitocondrial significativa, tanto para TZ3C quanto TZ5D, achado que corrobora com o
incremento de ERO e -ON observado.

Nas mitocondrias, a sintese de ATP é realizada pela proteina FoF1-ATP sintase (Perry
et al., 2011). Diversos autores ja observaram a atividade ATPasica dessa sintase durante
alteracdo do A¥Ym (Chinopoulos, 2011; Zorova et al., 2018). A capacidade de producéo
energeética de promastigotas expostas a dicalcogenetos também foi analisada, revelando um
perfil distinto para ambas as substancias. TZ3C reduziu a producdo de ATP nas formas
promastigotas, enquanto TZ5D elevou substancialmente os niveis intracelulares da molécula.
Esse perfil de elevacdo ja foi reportado por outros autores (Machado, 2021) que o analisam
como um recurso final utilizado pela célula a fim de superar o impacto das injurias e sobreviver.
Outros sugerem que a elevacdo na producao de moléculas de ATP seja um pré-requisito para o
processo de morte celular programada (Zamaraeva et al., 2005).

O oxido nitrico, apesar de ser um radical livre, & extremamente importante para 0s
sistemas bioldgicos, em especial, as vias de sinalizacdo celular e mecanismos de defesa, e.g.,
atividade antimicrobiana (Dusse et al., 2003). Os fagdcitos possuem a capacidade de aumentar
‘ON em titulos extremamente elevados através da expressdo regulada da enzima oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) (Queiroz et al., 1999). A atividade das substancias nas células
hospedeiras provocaram aumento importante e dose-dependente de -ON, o qual ndo é
semelhante ao perfil de células exposta a peroxido de hidrogénio, o que sugere ativagdo
macrofagica. Por outro lado, macrofagos expostos ao Clso das substancias calcogénicas tiveram
alteracOes nos niveis de tiois reduzidos, refletindo a precéria seletividade das substancias pelo

sistema antioxidante dos parasitos.
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Muitos eventos bioguimicos sdo capazes de promover interrupcdo no ciclo celular
(Ambit et al., 2011), em especial os danos oxidativos ao material genético (Raina et al., 2012).
Como esperado, houve alteracdo significativa nos perfis do ciclo celular de promastigotas
tratadas com as substancias dicalcogénicas. TZ3C exibiu alteracdo significativa em formas
promastigotas, induzindo parada no ciclo celular na subfase GO/G1. Autores sugerem que a
parada do ciclo especificamente nesta subfase pode estar relacionada a eventos oxidativos
(Zahir et al., 2014). Uma possivel explicacdo pode estar vinculada ao consumo dos grupos
sulfidrilas e consequente aumento na producdo de ERO. Em contraste, TZ5D aumentou
drasticamente o numero de individuos em SubG1. Evidéncias apontam que a populacéo desta
subfase apresenta extensa fragmentacdo do DNA, o que poderia explicar a consequente reducéo
das outras populac@es, i.e., a lesdo ao material genético é intensa ao ponto de impedir o
progresso no ciclo, levando a morte celular (Costa et al., 2019).

A fragmentacdo do DNA é uma das caracteristicas da morte por apoptose (Shaha, 2006).
Em organismos do metazoa, sabe-se que a partir do ponto de ndo retorno, as enzimas caspases
deflagram uma cascata de eventos bioquimicos intracelulares que culminam, de forma geral, na
morte por apoptose: caracterizada principalmente pela diminuicdo do volume celular, formacéo
de protusGes citoplasmaticas que se desprendem da membrana para dar origem a corpos
apoptéticos (Sebbagh et al., 2001), picnose (Wyllie et al., 1984), fragmentacdo do DNA
gendmico (Enari et al., 1998) e translocacdo de fosfatidilserina para o folheto externo da
bicamada fosfolipidica (Suraweera et al., 2006). Os tipos de mortes que ocorrem em
protozodrios ainda ndo foram totalmente elucidados, mas um tipo em especifico, compartilha
semelhangas com a morte programada do metazoa, a morte semelhante a apoptose (do inglés,
apoptosis-like death) (Paris et al., 2004; Basmaciyan, Azas e Casanova, 2018). Promastigotas
expostas aos dicalcogenetos tiveram elevagdo substancial na exposi¢do de fosfatidilserina na
camada externa da membrana plasmatica e ndo demonstraram alteracdes nos niveis de células
em apoptose tardia ou necroticas no periodo avaliado.

A morte por necrose € um evento celular ndo programado, relacionado com injurias
agressivas e persistentes (Corral et al., 2016). Células necroticas apresentam caracteristicas
muito expressivas, e.g., alteragdes morfoldgicas marcantes, liberacdo do conteddo intracelular
e inchaco das células (Basmaciyan e Casanova, 2019). Promastigotas tratadas com
dicalcogenetos apresentaram solucéo de continuidade na membrana plasmatica e elevagéo da
marcagdo com IP apos 72 h de tratamento, achados que ndo podem ser descartados.

De forma geral, foi verificado perfis distintos em relagéo as alteracGes provocadas pelos

dicalcogenetos nas formas promastigotas de L. (L.) infantum. TZ3C demonstrou um impacto
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mais tardio sobre o parasito, com alteracOes significativas observadas majoritariamente ao
longo de 72 h de exposicdo. A microscopia eletronica, foi possivel observar alteracdes drasticas
na membrana plasmatica e inclus@es 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 oxidacdo de macromoléculas
importantes, com a expressdo evidente de peroxidacao lipidica. A mitocéndria teve alteracoes
ultraestruturais e perda do potencial de membrana, o que talvez tenha levado a incapacidade de
producdo de moléculas de ATP suficientes para sustentar os mecanismos de reparo, sugerindo
uma possivel cooperacdo entre a repressdo do sistema antioxidante e a desregulacdo
mitocondrial para a morte do protozoario.

Alguns autores ja descreveram a presenca de bombas ATP-dependentes na membrana
citoplasmatica de tripanossomatideos (Meade, 2019), em especial a bomba de sddio (Na) e
potassio (K). Essa proteina de membrana é responsavel por promover o fluxo de ions Na* e K*
contra o gradiente eletroquimico (Vieira et al., 1995), de forma resumida, a bomba Na*/K*-
ATPase tem o papel de expulsar ativamente trés cétions sddio e, por cotransporte, gerar o
influxo de dois K*. As formas promastigotas tiveram os titulos de ATP reduzidos sob o
tratamento com o ditelureto, o que pode ter gerado impactos sobre a atividade de proteinas
ATP-dependentes, em especial da bomba de Na*/K*-ATPase. Alguns autores ja descreveram o
perfil de anomalias que sucedem a falha desta bomba (Skou et al.1992, Wang et al., 1993),
destacando a tumefacdo celular. Células tratadas com TZ3C perderam o afunilamento
caracteristico das formas promastigotas, se tornando arredondadas. Observando esses achados,
entende-se que o desbalanco no metabolismo redox tenha sido o estopim do mecanismo de
morte. A lipoperoxidacdo, em especial lesbes 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 reducdo na populacdo de promastigotas na subfase de replicacdo do
DNA. Diversos autores ja demonstraram a repressdo do progresso no ciclo celular causado por
injurias 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 vesiculas que
expressam fosfatidilserina na membrana plasmatica (Poon et al., 2019; Naeini et al., 2020).
Esse fendmeno ocorre em protozoarios, talvez seja apenas um vestigio do processo de evolucao,

alguns especulam uma possivel comunicacdo entre os parasitos, numa espécie de quérum
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sensing (Pinheiro, 2015). De qualquer forma, foi observado a externalizacéo 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, 0 comprometimento da geracdo de energia pela Unica mitocondria do parasito,
pode ter impedido a acdo das proteinas ATP-dependentes na regulacdo da morte semelhante a
apoptose, acarretando o descontrole das vias metabolicas, autdlise e ruptura da membrana

celular, num processo equitativo a necrose em células de mamiferos.
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Figura 18. Esquema ilustrativo do mecanismo de acdo da substdncia TZ3C sobre formas promastigotas de
Leishmania (L.) infantum. O tratamento com o ditelureto provocou a formagdo de inclusdes citoplasmaticas: (1)
vacutolos com estruturas eletrodensas irregulares e (2) gotas de gordura, o Ultimo, relacionado com o desbalanco
redox, provavelmente induzido por (3) repressdo do sistema antioxidante e (4) otimizacdo da producgdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e Oxido nitrico (-ON) pela desestabilizagdo da mitocondria (hipopolarizacéo, reducao
na producdo de ATP e tumefagdo). O efeito oxidativo é observado na membrana citoplasmatica e sistema
endomembrana, através da (5) lipoperoxidacéo e (6) inducdo da parada no ciclo celular em GO/G1, talvez por lesdo
no DNA. O dano provocado induziu a programacgéo da morte celular com (7) exposicgao de fosfatidilserina, a qual
foi interrompida pelo baixo aporte energético e, consequentemente, levou a (8) inibicdo da atividade de proteinas
ATP-dependentes.

TZ5D, de forma antag6nica, demonstrou efeitos expressivos desde as primeiras horas

de tratamento em praticamente todas as analises. Em contrapartida, o Clso da substancia néo foi
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capaz de sustentar as alteracdes em 72 h de tratamento para efeitos como: acumulo de gordura
intracitoplasmatica, niveis intracelulares de ERO e -ON, além de lipoperoxidagdo. Esse
conjunto de alteracOes estdo intimamente associados ao desbalango oxidativo. Uma explicagéo
plausivel para esse perfil é a inducdo indireta desses efeitos sobre o incremento de radicais
livres, e.g., através de inibicdo enzimatica. Autores relatam o perfil de acdo das enzimas,
descrevendo-as como catalizadores biolégicos (Matés et al., 1999). Essas proteinas otimizam o
tempo de reacdo de diversas vias metabdlicas ao reduzir a energia de ativacdo da reacdo no
complexo enzima-substrato (Schowen, 2003). Possivelmente, o disseleneto interage de forma
reversivel com o sitio ativo de alguma enzima importante no metabolismo redox ou mesmo
induz inibicdo alostérica, haja visto que apds provavel depuracdo da substancia ao longo de 72
h, nota-se redugéo substancial dos efeitos observados na menor concentragdo (Clso). Tomando
esta hipotese como factual, pode-se julgar a fragmentacdo do DNA induzida pelo tratamento
como resultado da ativacdo de vias de sinalizacdo de morte semelhante a apoptose. Efeitos
importantes, comuns a morte programada, puderam ser observados em células submetidas ao
tratamento com TZ5D (Fig. 19): elevada exposicdo de fosfatidilserina; desestruturagao
organizada dos compartimentos celulares, como observado nas micrografias eletronicas;
surgimento de vesiculas extracelulares semelhante a corpos apoptéticos. 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 plasmatica dos tripanossomatideos, assim como em células de mamifero,
apresenta distribuicdo assimétrica da constituicdo fosfolipidica, mantida de forma ativa por
flippases (Alonso et al., 2020). Maior concentragdo de esfingolipidios € observado no folheto
externo, enquanto o interno tem abundéncia em fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (Dos
Santos et al., 2013). Contudo, os niveis citosolicos de cétions divalentes, especialmente o
calcio, tem a capacidade de modular a atividade das scramblases, permitindo o movimento dos
fosfolipidios do folheto interno para o externo (Weingértner et al., 2011). Especulasse que a
exposicdo dessa molécula em eucariotos menores possa ser um mecanismo de evasao a resposta
imune do hospedeiro. De fato, apds reconhecimento de fosfatidilserina na membrana das
particulas durante a fagocitose, as células passam a secretar fator de crescimento transformante
beta (TGF-B) e interleucina 10 (IL-10) (Shaha, 2006), com alteracdo do carater inflamatorio
dos macrdfagos (M1) para um perfil susceptivel a infeccdo (M2). A polarizacdo M2 ¢é
acompanhada de supressao da producdo de 6xido nitrico na célula hospedeira por inibicdo da
sintese da enzima iNOS, o que acaba diminuindo a capacidade microbicida do macréfago e,

assim, mantém um ambiente propicio a replicacdo das formas intracelulares do protozoario.
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Uma revisao de Nicotera e Orrenius (1998) descreveu o papel decisivo da mitocondria
no controle das vias de morte celular. Os autores apontam o papel dessa organela como
compartimento de reserva intracitoplasmatica de célcio, cofator extremamente importante para
enzimas relacionadas a apoptose. Ressaltam ainda que a perda do potencial de membrana
mitocondrial estd intimamente relacionada com o aumento de permeabilidade da organela,
resultando em liberacdo de fatores mitocondriais, como célcio e proteinas pro-apoptéticas
(citocromo c). Nesse cenario, enquanto o calcio modula a atividade de nucleases, scramblases
e caspases (Hajnoczky et al., 2003; Kumar e Chauhan, 2021); citocromo c estaria relacionado
ao recrutamento das cisteino proteases e regulacao da via intrinseca de apoptose (Jiang e Wang,
2004).

Apesar de estudos demonstrarem que as caspases nao sdo os principais efetores da
apoptose em tripanossomatideos (Martin, Gonzales e Fasel, 2014), atividade semelhante a
destas enzimas ja foi observada (Ambit et al., 2008). Proteinas com funcdo similar a das
caspases, denominadas de forma geral como metacaspases, ja foram identificadas em parasitos
de género Leishmania spp, entretanto as vias pelas quais estas enzimas atuam precisam ser
melhor estudadas.

Os dados em conjunto, apontam que ambas as substancias (TZ3C e TZ5D) induziram
alteracdo mitocondrial, a qual foi a provavel mediadora da morte celular nas formas
promastigotas do parasito, com destaque para o papel do ion calcio na regulacdo do processo.
Shaha (2006) sugere que o influxo citoplasmatico lento desse ion por canais ha membrana
mitocondrial interna permeabilizada permite a regulacdo da morte celular, enquanto o fluxo
drastico deste mesmo céation seria responsavel pelo descontrole das vias, 0 que acaba resultando

em uma morte de perfil necrotico.
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Figura 19. Esquema ilustrativo do mecanismo de ac¢do da substdncia TZ5D sobre formas promastigotas de
Leishmania (L.) infantum. O tratamento com o disseleneto provocou a formacéo de inclus@es citoplasmaticas: (1)
vacuolos com estruturas eletrodensas irregulares e (2) gotas de gordura, o Gltimo, relacionado com o desbalan¢o
redox, provavelmente induzido por (3) repressdo do sistema antioxidante e (4) otimizagao da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e 6xido nitrico (-ON) por desestabilizagdo da mitocondria (hipopolarizagdo, aumento
na producdo de ATP e tumefagdo). O efeito oxidativo é observado na membrana citoplasmatica e sistema
endomembrana, através da (5) lipoperoxidacéo e (6) inducéo de fragmentacdo do DNA e parada no ciclo celular
em SubGO, provavelmente devido ao comprometimento do material genético. O dano provocado induziu & (7)
exposicao de fosfatidilserina o que revela a programagdo da morte celular, a qual foi sustentada pelo alto aporte
energético. Foram observadas caracteristicas da morte celular semelhante a apoptose nas promastigotas, como (8)
formacéo de corpos apoptoticos e (9) desestruturacéo organizada de organelas.

Ambos dicalcogenetos demonstraram capacidade de inibir o crescimento das formas
promastigotas, entretanto, o efeito mais notavel foi a grande diferenca na seletividade da
substancia TZ3C sobre as formas intracelulares do parasito. Essa propriedade, talvez, possa
estar relacionada com a ativacdo de macrofagos. Células do sistema imune apresentam
importantes mecanismos intracelulares que garantem a eliminacgdo de invasores (Weiss et al.,
2015). Diversos estudos j& demonstram a presenca da enzima oOxido nitrico sintase induzivel
em macrofagos (Yakovlev et al., 2007; Mao et al., 2013; Mishra et al., 2013), isoforma ndo
exclusiva, porém, intimamente relacionada a células imunologicas e regulada por citocinas

(Xue et al., 2018). Existem duas vias principais na regulagdo positiva de iNOS, ligacdo ao
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receptor semelhante a Toll (do inglés, Toll-like receptor, TLR) e citocinas inflamatdrias, e.g.,
interferon gama (IFN-y) (Bogdan et al., 2000). Possivelmente, TZ3C interage com o macréfago
modulando alguma dessas vias, 0 que resulta na expressio da enzima INOS e,
consequentemente, elevacdo nos titulos intracelulares de déxido nitrico que contribui para a
atividade antiparasitaria sobre as formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum.
Estudos in vitro, demonstrando a presenca da enzima iNOS, por western blotting por exemplo,
e in vivo, especialmente relacionados a dosagem de citocinas inflamatorias, poderiam esclarecer

melhor o mecanismo por tras da superior seletividade do ditelureto por parasitos intracelulares.

5. CONCLUSAO

Os dicalcogenetos avaliados demonstraram ampla atividade anti-Leishmania e com
certa seletividade, caracteristicas necessarias 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 exposicdo a TZ3C é a necrose, através do
comprometimento do metabolismo redox e consequente interrupcdo dos processos ATP-
dependentes, enquanto TZ5D, possivelmente, induz morte programada. Estudos mais
aprofundados acerca da inibicdo enzimatica precisam ser realizados para demonstrar

efetivamente a capacidade inibitdria sobre essas proteinas.
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