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RESUMO

Infecções parasitárias causadas por nematódeos gastrintestinais (NGI) são 
responsáveis por um grande impacto na saúde de ruminantes. Os anti-helmínticos 
são utilizados para o controle das verminoses, mas seu uso indiscriminado tem 
aumentado a seleção de parasitos resistentes. Formulações com derivados de 
selênio (Se) e telúrio (Te) representam uma alternativa terapêutica. O objetivo desta 
pesquisa foi determinar o efeito do disseleneto de difenila (PhSe)2, cloreto de 
fenilselenila (4-CI-PhSe)2) e telurato de trico (dioxietileno 0 ,0 ’) de amonia (AS-101) 
contra larvas de terceiro estágio (L3) e ovos de helmintos coletados de bovinos e 
ovinos. Foram realizados testes de inibição da migração larval (TIML) e de 
eclodibilidade de ovos (TEO) em concentrações de 0,10 a 16,00 mmol L~1, além da 
avaliação da citotoxicidade em células LLC-MK2 (Lilly Laboratory Culture-Monkey 
kidney-second lineage). Ivermectina (IVM) foi usada como controle positivo e para 
combinação de medicamentos. Entre os helmintos identificados, Haemonchus spp. 
foi o mais prevalente, representando 76% nas amostras de ovinos e 64% nas de 
bovinos, seguido por Trichostrongylus spp. (16% e 24%, respectivamente). Já 
Oesophagostomum spp. e Cooperia spp. foram menos frequentes, correspondendo 
a 6 e 2% nos ovinos, e 9 e 3% nos bovinos. Os dados revelaram a efetiva 
interferência concentração-dependente de PhSe)2i 4 CI-PhSe)2 e AS-101. AS-101 
alcançou a maior atividade larvicida, com concentração inibitória de 50% (Cl50) de 
0,976 mmol L'1 e 1,035 mmol L'1 para ovinos e bovinos, respectivamente. PhSe)2 
apresentou o melhor desempenho ovicida, com o menor Cl50 para ovinos (1,801 
mmol L'1) e bovinos (1,845 mmol L"1). Adicionalmente, o composto 4-CL-PhSe)2 
também exibiu atividade inibitória significativa sobre a migração de L3 e a 
eclodibilidade de ovos, embora necessitasse de concentrações mais elevadas em 
comparação aos demais. As combinações de (PhSe)2 e AS-101 com IVM tiveram um 
efeito aditivo de até 13,33% contra L3 do parasito no ensaio de combinação de 
medicamentos. As diluições foram realizadas fixando [(PhSe)2] na Ciso e variando 
[IVM] em Cl-io, Cl30e Cl50, e vice-versa, o mesmo ocorrendo para AS-101. Quanto à 
citotoxicidade, PhSe)2 apresentou o menor efeito sobre células LLC-MK2. Os 
resultados indicam potencial terapêutico dos compostos, representando inovação 
farmacológica promissora.

Palavras-chave: Resistência anti-helmíntica; organoselênio; calcogênios; interação 
droga-droga; antiparasitários.



ABSTRACT

Parasitic infections caused by gastrointestinal nematodes (GIN) have a significant 
impact on the health of ruminants. Anthelmintics are used to control helminth 
infections, but their indiscriminate use has led to an increase in the selection of 
resistant parasites. Formulations containing selenium (Se) and tellurium (Te) 
derivatives represent a therapeutic alternative. The aim of this research was to 
determine the effect of diphenyl diselenide ((PhSe)2), 4-chlorophenylselenenyl 
chloride ((4-CI-PhSe)2), and ammonium trichotellurate (dioxydiethylene 0 ,0 ’) 
(AS-101) against third-stage larvae (L3) and helminth eggs collected from cattle and 
sheep. Larval migration inhibition tests (LMIT) and egg hatch assays (EHA) were 
performed at concentrations ranging from 0.10 to 16.00 mmol L-1, in addition to 
cytotoxicity evaluation in LLC-MK2 cells (Lilly Laboratory Culture-Monkey 
kidney-second lineage). Ivermectin (IVM) was used as a positive control and in drug 
combination assays. Among the identified helminths, Haemonchus spp. was the most 
prevalent, accounting for 76% of the samples from sheep and 64% from cattle, 
followed by Trichostrongylus spp. (16% and 24%, respectively). Oesophagostomum 
spp. and Cooperia spp. were less frequent, representing 6% and 2% in sheep, and 
9% and 3% in cattle. The data revealed a concentration-dependent effect of (PhSe)2, 
(4-CI-PhSe)2, and AS-101. AS-101 showed the highest larvicidal activity, with a 50% 
inhibitory concentration (ICso) of 0.976 mmol L~1 for sheep and 1.035 mmol L~1 for 
cattle. (PhSe)2 demonstrated the best ovicidal performance, with the lowest ICso for 
sheep (1.801 mmol L_1) and cattle (1.845 mmol L_1). Additionally, the compound 
(4-CI-PhSe)2 also exhibited significant inhibitory activity on L3 migration and egg 
hatchability, although it required higher concentrations compared to the others. 
Combinations of (PhSe)2 and AS-101 with IVM showed an additive effect of up to 
13.33% against L3 in the drug combination assay. Dilutions were performed by fixing 
[(PhSe)2] at the ICso and varying [IVM] at IC io , ICso, and ICso, and vice versa, the same 
approach being applied for AS-101. Regarding cytotoxicity, (PhSe)2 showed the 
lowest effect on LLC-MK2 cells. The results indicate the therapeutic potential of these 
compounds, representing a promising pharmacological innovation.

Keywords: Anthelmintic resistance; organoselenium; chalcogens; drug-drug 
interaction; antiparasiticides.
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1 INTRODUÇÃO

A Infecção por parasitos gastrintestinais, compromete o bem-estar de bovinos 

e ovinos. Os efeitos das endoparasitoses se manifestam pela diminuição do 

consumo de alimento e, consequente, baixo índice de crescimento e mortes de 

animais jovens, além de predispor a outras doenças (Charlier et al., 2015; Roeber et 

al„ 2017).

O controle de helmintos é comumente realizado com o uso supressivo de 

antiparasitários (Andrade et al., 2014). Esta conduta facilitou a seleção de 

populações parasitárias resistentes aos principais grupos de anti-helmínticos 

(benzimidazóis, imidazotiazóis e as lactonas macrocíclicas) (Fortes e Molento, 

2013). Além de gerar grande deposição de resíduos farmacológicos no meio 

ambiente e altos custos para a produção de novos medicamentos (Molento, 2004). 

Considerando esta situação, é necessário estabelecer novas estratégias sanitárias, 

visando prolongar a eficácia dos anti-helmínticos, explorando o uso de diferentes 

compostos em novas formulações terapêuticas. Bortoluzzi e colaboradores (2021) 

encontraram efeitos importantes utilizando a concentração inibitória de 50% (IC50) de 

nitroxinil (NTX) em combinação com o óleo essencial de Mentha villosa e uma 

nanoemulsão de Mentha piperita. Os autores relataram um efeito sinérgico da 

associação contra a Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp., mostrando um 

aumento de mais de 70% na eficácia do NTX e dos óleos essenciais.

Dentre as tecnologias, os compostos organoselenados e compostos telurados 

podem ser uma alternativa promissora para o tratamento de infecções 

gastrintestinais em ruminantes. O selênio (Se) é um micromineral, classificado como 

um micronutriente essencial (Roman et al., 2014), possuindo funções estruturais e 

enzimáticas fundamentais para o funcionamento do sistema imunológico (Fahmy et 

al., 2021). Os compostos organoselenados, como o disseleneto de difenila (PhSe)2 e 

cloreto de fenilselenila (4-CI-PhSe)2, são caracterizados pela presença do selênio 

ligado a átomos de carbono em sua estrutura molecular, auxiliando na síntese de 

moléculas bioativas. A quantidade de selênio varia de acordo com a formulação de
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cada composto, sendo que em uma molécula de PhSe)2 e de 4-CI-PhSe)2 há 

aproximadamente 157,94g/mol de selênio. Suas propriedades estão relacionadas 

com atividades anti-inflamatória, antimicrobianas, antioxidante e antitumoral 

(Nogueira et al., 2004; Avila et al., 2012; Cordeiro et al., 2022). E é por meio da 

incorporação em selenoproteínas, incluindo resíduos de selenocisteína, que o Se 

direciona suas funções biológicas, além de diminuir seus efeitos citotóxicos (Bartolini 

et al., 2017 ).0 telúrio (Te) é um semimetal, levemente tóxico e raro, com pouca 

abundância no planeta (Robert, 1988). O elemento possui compostos derivados 

inorgânicos e orgânicos, com potencial para aplicações terapêuticas, principalmente 

relacionadas com atividades antitumorais e antimicrobianas (Medina-Cruz et al., 

2020; Sato et al. 2019; Wang et al. 2020).

Dessa forma, devido às diferentes propriedades químicas dessas moléculas, 

surge a possibilidade de desenvolvimento de novas terapias para o controle de 

parasitos gastrintestinais. Esses compostos podem ser avaliados para aplicação 

individual ou em combinação com antiparasitários comerciais, como a ivermectina 

(IVM), por ser membro do grupo antiparasitário de lactonas macrocíclicas de amplo 

espectro, possuir um mecanismo de ação diverso e praticamente sem efeitos 

colaterais para o animal, quando usada em sua dose terapêutica (Molento, 2021).

O capítulo I apresenta a revisão de literatura e o capítulo II, o manuscrito 

intitulado: Eficácia de disseleneto de difenila (PhSe)2), cloreto de feliselenila (4- CL- 

PhSe)2) e telurato de trico (dioxietileno 0 ,0 ’) de amónia (AS-101) em modelo in vitro 

contra Haemonchus spp. de bovinos e ovinos. Neste trabalho foi avaliado o potencial 

anti-helmíntico dos três compostos em testes individuais e em combinação com a 

IVM. Foi realizado o teste de inibição da migração larval in vitro (TIML). O teste 

avalia o efeito do composto na motilidade/paralisia do parasito (Demeler et al., 

2010). Outras técnicas in vitro também foram desenvolvidas para determinar a 

eficácia do medicamento, como o teste de eclosão de ovos (TEO), ensaio de 

combinação de medicamentos e avaliação da citotoxicidade em células de linhagem 

LLC-MK2 (Fortes e Molento, 2013). Os testes in vitro se encaixam muito bem com os 

princípios da experimentação animal, sendo utilizados como experimentos
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pré-clínicos no desenvolvimento de novas formulações e medicamentos (Beken et 

al., 2016).

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a atividade antiparasitária dos 

compostos organoselenados, (PhSe)2 e 4-CI-PhSe)2 e do composto telurado AS-101 

individualmente e em combinação com a IVM, como uma estratégia terapêutica para 

o tratamento de infecção por parasitos gastrintestinais.

1.1 HIPÓTESE

Compostos organoselenados e telúrio, isolados e em associação com 

ivermectina, são eficazes contra Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. em testes 

in vitro de ruminantes.

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficácia anti-helmíntica de selênio e telúrio, contribuindo para o 

controle de helmintos gastrintestinais (Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp.) em 

ruminantes.

1.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Avaliar o efeito dos compostos sobre a eclodibilidade por meio do teste de 

eclodibilidade de ovos (TEO).

2. Avaliar a toxicidade de compostos de selênio in vitro em células de linhagem 

LLC-MK2 (Lilly Laboratory Culture Monkey kidney second lineage)

3. Mensurar o efeito dos compostos isolados e em associação sobre larvas de 

Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. em testes de inibição de migração larval 

(Tl ML).
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2 CAPÍTULO 1- REVISÃO DE LITERATURA

2.1 ENDOPARASITOSES GASTRINTESTINAIS EM RUMINANTES (BOVINOS E 

OVINOS)

As endoparasitoses são uma das principais enfermidades que acometem 

ruminantes criados em pastagens, representando um grande desafio para a saúde 

animal (Martins et al., 2022). Essas infecções causam anemia, hipoproteinemia, 

comprometimento da função reprodutiva, redução do ganho de peso e 

consequentemente, significativos impactos econômicos para a pecuária (Sprenger et 

al., 2016; Velde et al., 2018; Craig, 2018; Katiki et al., 2019; Williams et al., 2021).

Os animais podem ser parasitados simultaneamente por várias espécies de 

NGI e os gêneros primários associados a essas infecções são Haemonchus, 

Trichostrongylus, Ostertagia, Oesophagostomum e Cooperia (López-Rodríguez et 

al., 2023). Sendo o Haemonchus contortus a espécie de nematoda mais patogênica 

em pequenos ruminantes (Flay et al., 2022). Além disso, a capacidade de produção 

de ovos de uma fêmea de Haemonchus spp. (aproximadamente 5.000 ovos/dia) é 

muito superior à de Trichostrongylus spp., que produz cerca de 200 ovos diários 

(Bassetto et al., 2024).

Fatores como estado nutricional, estágio de lactação e métodos de manejo 

estão relacionados a resposta do hospedeiro ao parasito, uma vez que, os animais 

jovens são mais suscetíveis (Tachack et al., 2022). Entretanto, a sua epidemiologia 

e real importância são determinadas pela diversidade de clima de cada região, 

condições ambientais, suscetibilidade dos hospedeiros e sistemas de produção que 

caracterizam a produção nacional e internacional (Charlier et al., 2020).

O controle dos helmintos é comumente realizado com o uso de 

medicamentos antiparasitários de amplo espectro, incluindo benzimidazóis, 

imidazotiazóis, lactonas macrocíclicas. Dentre esses medicamentos, a IVM possui 

um mecanismo de ação relacionado à alteração da motilidade das larvas, atuando 

como agonista de canais de cloro ativados pelo glutamato (Laing et al., 2017). A
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3-tubulina tem sido identificada como o principal alvo de pesquisas que envolvem os 

benzimidazóis. No caso das lactonas macrocíclicas, as interações mais descritas 

ocorrem com proteínas transmembrana, como os transportadores ABC (cassete de 

ligção de ATP), seguidas pelos canais de cloro controlados por ligantes (LGCCs), 

considerados alvos potenciais. Em menor frequência, outros mecanismos 

relacionados à expressão gênica também foram investigados nessa classe, incluindo 

UDP-glicosiltransferase (UGT), glutationa S-transferase (GST), citocromo P450 

(CYP), proteína de preenchimento de corante (DyF), genes associados à regulação 

transcricional (TR), receptores hormonais nucleares (NHR) (Rodrigues et al., 2025). 

No entanto, o uso prolongado desses medicamentos desencadeou a seleção e o 

desenvolvimento de parasitos resistentes, bem como da deposição de resíduos dos 

fármacos no meio ambiente (Fortes e Molento, 2013; Gives et al., 2023).

O uso crescente de antiparasitários por vias tópicas, orais e injetáveis, levam 

à eliminação de seus componentes no ambiente por meio das fezes e urina de 

animais e lavagem pelas chuvas. Consequentemente, esses componentes são 

encontrados em áreas aquáticas devido às chuvas ou na agricultura por meio do uso 

de esterco como fertilizante (Goessens et al., 2021).

2.2 RESISTÊNCIA PARASITÁRIA

A resistência parasitária é a redução hereditária da sensibilidade de uma 

população de parasitas a um anti-helmíntico ao qual anteriormente eram suscetíveis. 

Ou seja, capacidade de parasitos sobreviverem na presença de um composto 

químico que deveria exterminá-lo (Prichard et al., 1980). O primeiro relato de 

resistência parasitária na literatura foi descrito por Drudge et al. (1964), que verificou 

a resistência de H. contortus contra tiabendazole em um rebanho importado de 

cabras nos Estados Unidos da América. Desde então, tem-se observado o 

crescimento do número de parasitos resistentes em diferentes regiões do mundo 

(Belecke et al., 2021; Hou et al., 2022).
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No Brasil, a situação da resistência anti-helmíntica também é preocupante, 

conforme demonstrado na literatura pela resistência múltipla a diferentes os 

compostos disponíveis comercialmente (Albuquerque et al., 2017; Silva et al., 2018; 

Nagata et al., 2019). Uma pesquisa realizada no estado de São Paulo avaliou que o 

monepantel foi o único anti-helmíntico que apresentou eficácia em cinco fazendas de 

ovinos, devido ao seu baixo uso na região. O levamisol apresentou 81 e 89% de 

eficácia em duas fazendas, já o albendazol e ivermectina mostraram menores 

resultados (Gainza et al., 2021). Entretanto, Oliveira et al. (2017) investigaram a 

resistência anti-helmíntica em rebanhos de ovinos no Sul do Brasil, onde 

monepantel mostrou-se ineficaz em 18% dos rebanhos testados. Todas as 

propriedades avaliadas apresentaram resistência a pelo menos três fármacos, 

evidenciando que a resistência pode ocorrer rapidamente após a introdução de 

novos medicamentos.

O processo de desenvolvimento de resistência depende de muitos fatores, 

como espécies de parasitos, o hospedeiro, fatores epidemiológicos, o tipo de 

fármaco e a frequência dos tratamentos (Rodrigues et al., 2025). Ela ocorre devido à 

pressão de seleção das moléculas em populações de parasitos, a qual pode ser 

dividida em três tipos: resistência lateral, resistência cruzada e resistência múltipla 

(Molento et al., 2011). De acordo com Almeida et al. (2013), quando a resistência 

ocorre contra os princípios ativos de um mesmo grupo químico, é denominada 

resistência lateral. Caso se estenda a diferentes grupos químicos, é chamado de 

resistência cruzada (Anziani et al., 2004), e quando envolve três ou mais grupos, 

recebe a denominação de resistência múltipla (Souza et al., 2008).

Como forma de atrasar o desenvolvimento da resistência parasitária, novas 

estratégias para controle de helmintos são necessárias, como uso de 

anti-helmínticos combinados (Fissiha e Kinde., 2021). Dentre essas tecnologias, os 

compostos organoselenados e compostos telurados podem ser uma alternativa 

promissora, demonstrando atividades antiparasitárias em diferentes modelos de 

pesquisa (Doleski et al., 2017; Nunes et al., 2020).
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2.4 PROPRIEDADES DOS COMPOSTOS SELENADOS E TELURADOS

2.4.1 Telúrio

O telúrio (Te) foi descoberto em 1782 pelo austríaco Franz-Joseph Müller von 

Reichenstein. Enquanto trabalhava com uma amostra de minério de ouro, extraiu um 

componente distinto e após muito estudo, constatou se tratar de um novo elemento 

químico. Com a colaboração com o químico alemão Klaproth, o novo elemento foi 

isolado e apresentado em 1798 com o nome “telúrio” (do latim Tellus, “Terra”) 

(Chasteen et al., 2009; Cunha et al., 2009).

O elemento pertence ao grupo químico denominado calcogênios, estando 

acima dele o enxofre (S), oxigênio (O) e o selênio (Se), e abaixo o polônio (Po) e o 

livermório (Lv). O Te é comumente encontrado na natureza em seu estado 

fundamental, como também em compostos inorgânicos ou como organotelureto. 

Ainda que não seja considerado um elemento essencial, o Te é encontrado em 

bactérias, fungos e plantas como telurocisteína, telurocistina e telurometionina (Ba et 

al., 2010).

Os seus efeitos relacionados à toxicidade podem ser considerados 

dose-dependentes, haja visto que em pequenas concentrações observa-se efeitos 

biológicos protetivos (Borges et al., 2005; Stangherlin et al., 2009). Comparsi (2015) 

relata que avaliou os efeitos da N-acetilcisteína sobre a toxicidade do ditelureto de 

difenila no encéfalo de camundongos e o composto não induziu estresse oxidativo 

mitocondrial, mas mostrou um efeito protetor contra o dano oxidativo. Em

concentrações moderadas, é possível encontrar um efeito citotóxico seletivo,

induzindo apoptose somente em células tumorais (Brindha et al., 2021).

O Te tem se destacado por apresentar propriedades biológicas e possíveis 

aplicações para o desenvolvimento de novos medicamentos. Estudos como de 

Bandeira et al. (2019) descrevem atividade in vitro de diteluretos de diaril contra 

Leishmania amazonensis, mostrando sua capacidade leishmanicida em

promastigotas e amastigotas em baixas concentrações (Cl50 = 0,9 e 0,5 pmol L_1,
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respectivamente). Também foram descritas propriedades antitumorais (Brown et al., 

2018), antibacteriana (Pugin et al., 2014) e antioxidantes (Pinheiro et al., 2018).

2.4.2 Selênio

O Selênio foi descoberto em 1817 pelo químico Jõns Jacob Berzelius e seu 

nome (do grego Selene, “Lua”) é devido a semelhança com o Te e por apresentar 

propriedades intermediárias entre este e o S (Papp et al., 2007). O elemento ocorre 

naturalmente em seis diferentes isótopos e é encontrado como impurezas em 

minerais na forma de sais inorgânicos (Boyd, 2011). Considerado como 

micronutriente essencial, o Se está presente no sítio ativo das enzimas Glutationa 

Peroxidases (GPx), iodotironina desiodase (realiza a conversão dos hormônios 

tireoidianos) e na tiorredoxina redutase, a qual é responsável pela síntese do DNA 

(Tiekink, 2012).

Os compostos selenados estão envolvidos em uma variedade de processos 

biológicos complexos, com dados da sua atividade biológica mais aprofundados do 

que a de compostos contendo Te. Sua capacidade biológica envolve aplicações 

anti-inflamatórias, antimicrobianas, antileishmania e antitumor (Doering et al., 2012; 

Tiekink, 2012; Borges et al., 2021; Pereira et al., 2022; Rashidi et al., 2022).

2.5 MODELOS IN VITRO NO ESTUDO DE ANTI-HELMÍNTICOS

Os testes in vitro são importantes para os princípios da experimentação 

animal, devendo ser usados para experimentos pré-clínicos de avaliação de novas 

moléculas (Beken et al., 2016). Inicialmente, desenvolveu-se os testes in vitro para 

avaliar a resistência parasitária em populações de NGI e, posteriormente, foram 

adaptados para determinar a atividade anti-helmínticas de compostos bioativos, 

sendo realizados rapidamente (Oliveira et al., 2011). Estudos com o objetivo de
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avaliar a atividade anti-helmíntica de determinados compostos tem como base inicial 

os testes in vitro, os quais são realizados a partir de ovos e larvas de nematódeos.

O teste de inibição da migração larval in vitro (TIML) é usado para avaliar o 

efeito de um composto candidato na motilidade/paralisia do parasita (Demeleret al., 

2010). Outras técnicas in vitro também foram desenvolvidas para determinar a 

eficácia do medicamento, como o teste de eclodibilidade de ovos (TEO). Contudo, 

não há nenhuma técnica in vitro que permita o desenvolvimento de nematódeos do 

estágio de ovo a adulto, como observado para o nematoide de vida livre C. elegans 

(Marie-Magdeleine, 2014).

2.5.1 Teste de inibição da migração larval in vitro (TIML)

O teste avalia a eficácia de anti-helmínticos que atuam na musculatura 

somática das larvas de nematódeos, interagindo com vias estimuladoras ou 

inibitórias (Fortes; Molento, 2013). Para sua realização, são utilizadas larvas de 

terceiro estádio (L3), obtidas a partir de culturas de larvas. Durante o ensaio, 

analisa-se a capacidade migratória dessas larvas após um período de incubação 

com a solução de tratamento, permitindo a separação das larvas móveis, das 

imóveis, por meio da migração através das peneiras. Trata-se de um teste simples e 

acessível à maioria dos laboratórios. (Demeler et al., 2010). A aplicabilidade do teste 

no campo, onde é comum a ocorrência de infecções mistas de parasitos, ainda 

precisa ser bem estudada, para que possibilitem a diferenciação das espécies 

(Kotze et al., 2006).

2.5.2 Teste de eclodibilidade de ovos (TEO)

O Teste de eclodibilidade de ovos (TEO) foi descrito inicialmente por Le 

Jambre (1979), e a Associação Mundial para o Avanço da Parasitologia Veterinária 

(WAAVP), adotou um protocolo padronizado para sua execução, conforme Coles et
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al. (1992). Esse ensaio é amplamente utilizado para avaliar a eficácia de 

anti-helmínticos contra NGI, permitindo medir a capacidade de um composto em 

inibir a eclosão, sendo considerado um método sensível e confiável (Fortes; 

Molento, 2013).

O TEO baseia-se na avaliação da capacidade de determinadas moléculas 

para impedir a liberação de larvas a partir dos ovos expostos ao tratamento. Entre os 

mecanismos estudados de alguns compostos bioativos, observa-se a interrupção do 

desenvolvimento embrionário do nematódeo, ou até mesmo interferência em vias 

enzimáticas associadas à eclosão (Nery et al., 2009). Diversos fatores podem 

influenciar o resultado do TEO, incluindo presença de sujidades nos ovos, método 

de dissolução dos extratos e a qualidade da água utilizada no ensaio (Coles et al., 

2006).

2.6 PERSPECTIVAS FUTURAS DAS PESQUISAS COM CALCOGÊNIOS

2.6.1 Avanços e desafios da pesquisa

Elementos do grupo calcogênios, como oxigênio (O), enxofre (S), selênio 

(Se), telúrio (Te) e polônio (Po), desempenham papéis importantes na biomedicina, 

apresentando aplicações biológicas. Compostos organotelurados foram estudados 

como inibidores potentes de proteases de cisteína e seu efeito em sistemas 

associados à atividade dessas enzimas (Cunha et al., 2005, 2009). O selênio, por 

exemplo, atua como cofator essencial em enzimas antioxidantes, como a glutationa 

peroxidase (GPx), auxiliando na redução do estresse oxidativo e na proteção contra 

doenças (Nogueira et al., 2004; Tiekink, 2012). Além disso, compostos contendo 

selênio e telúrio demonstraram efeitos citotóxicos seletivos contra células tumorais, 

sugerindo um potencial significativo para o desenvolvimento de novos 

quimioterápicos (Jamier et al., 2010; Silberman et al., 2016)

Os compostos calcogênios possuem propriedades antioxidantes, 

anticancerígenas e imunomoduladoras (Comparsi, 2015; Brown et al., 2018;
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Bandeira, et al., 2019, Henriquez-Figuereo et al., 2023; Fermiano et al., 2024). Zare 

et al., (2012), relataram a atividade antimicrobiana de nanopartículas de compostos 

telúricos sobre Bacillus spp., além do efeito bactericida sobre Salmonella typhi e 

Pseudomonas aeruginosa. No entanto, seus mecanismos de ação ainda não são 

completamente compreendidos, o que dificulta a aplicação terapêutica desses 

compostos (Zugman, 2022).

Apesar do potencial promissor como agentes biológicos, estudos adicionais 

são necessários para determinar níveis seguros de administração e viabilizar seu 

uso na prática (Kavlak e Graedel, 2013). A segurança no uso dessas substâncias 

requer atenção especial, uma vez que os elementos calcogênios apresentam perfis 

toxicológicos variados (Nogueira et al., 2004). O efeito terapêutico desses 

compostos é próximo de sua toxicidade, podendo causar efeitos adversos severos 

em doses elevadas, como danos hepáticos e renais (Schiar et al., 2013; 

Medina-Cruz et al., 2020; Fahmy et al., 2021; Hartwig et al., 2022).

Os compostos calcogênios apresentam desafios como baixa solubilidade em 

água, biodisponibilidade limitada e instabilidade química, o que compromete sua 

eficácia terapêutica (Xiao et al., 2017; Zugman, 2022). Para contornar essas 

limitações estratégias como nanopartículas e nanocápsulas vêm sendo estudadas, 

pois oferecem benefícios como liberação controlada, proteção contra degradação, 

menor toxicidade e maior tempo de circulação do fármaco, potencializando seus 

efeitos terapêuticos (Ferreira et al., 2020; Cervi et al., 2021).

No campo da nanotecnologia, nanopartículas de selênio e telúrio vêm sendo 

investigadas para melhorar a entrega de fármacos. A viabilidade da aplicação está 

relacionada com o potencial de direcionamento seletivo e liberação controlada dos 

princípios ativos, aumentando a eficácia e reduzindo efeitos adversos (Prasanna et 

al., 2021). No estudo conduzido por Brown et al. (2018), nanobastões de telúrio (Te), 

produzidos por métodos hidrotérmicos e recobertos por polivinilpirrolidona (PVP), 

demonstraram atividade anticancerígena em experimento in vitro. Os compostos 

foram avaliados em células de melanoma, exibindo baixa toxicidade para células 

fibroblásticas dérmicas humanas. Embora esses compostos apresentem desafios 

relacionados à toxicidade e estabilidade química, sua versatilidade estrutural abre
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caminho para o desenvolvimento de novos fármacos e terapias inovadoras (Barreiro 

et ai., 2011; Bandeira et ai., 2019; Romero-Neto et ai., 2024). A continuidade das 

pesquisas na área será essencial para transformar seu potencial teórico em 

aplicações seguras e eficazes.

Dessa forma, apesar do potencial dos compostos calcogênios para 

aplicações biológicas, há ainda diversos obstáculos a serem superados para sua 

implementação segura e eficaz na prática. A continuidade dos estudos nessa área 

será essencial para ampliar o conhecimento sobre seus mecanismos de ação, 

otimizar sua formulação e minimizar seus riscos toxicológicos (Huang et al., 2017).

2.6.2 Perspectivas futuras

O avanço das pesquisas sobre os compostos calcogênios tem ampliado as 

possibilidades para o desenvolvimento de novos fármacos (Nunes et al., 2020). 

Embora o telúrio seja menos estudado em comparação ao selênio, suas 

propriedades promissoras indicam um grande potencial terapêutico, tornando 

necessária uma investigação mais profunda (Medina-Cruz et al., 2020).

A síntese de moléculas estruturalmente modificadas pode contribuir para o 

aumento da especificidade de ação, a redução de efeitos colaterais e a melhora da 

estabilidade química desses compostos. Além disso, a combinação com terapias 

convencionais pode gerar efeitos sinérgicos, potencializando a resposta terapêutica 

ao associar compostos calcogênios a medicamentos tradicionais (Ferraz et al., 2022, 

Romero-Neto et al., 2024).
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3 CAPÍTULO 2: EFICÁCIA DE DISSELENETO DE DIFENILA (PhSe)2), CLORETO 
DE FENILSELENILA (4-CI- PhSe)2) E TELURATO DE TRICO (DIOXIETILENO 
0 ,0 ’) DE AMONIA (AS101) EM MODELO IN VITRO CONTRA Haemonchus spp. 
DE BOVINOS E OVINOS

EFFICACY OF DIPHENYL DISELENIDE (PhSe)2), PHENYLSELENYL CHLORIDE 
(4-CI-PhSe)2) AND AMMONIA TRICHO (DIOXYETHYLENE 0 ,0 ’) TELURATE 
(AS101) IN IN VITRO MODEL AGAINST Haemonchus spp. FROM CATTLE AND 
SHEEP

3.1 RESUMO

Infecções por nematoides gastrointestinais (GIN) afetam severamente a saúde de 

ruminantes. O uso excessivo de anti-helmínticos tem contribuído para o 

desenvolvimento de resistência a medicamentos. Compostos à base de selênio (Se) 

e telúrio (Te) surgiram como inovações farmacológicas terapêuticas. Este estudo 

teve como objetivo determinar os efeitos do disseleneto de difenila (PhSe)2, cloreto 

de fenilselenila (4-CI-PhSe)2 e triquelurato (0 ,0 ’-dietilentelurato de amónio; AS-101) 

em larvas de terceiro estágio (L3) e ovos de nematoides coletados de bovinos e 

ovinos. Os testes de inibição da migração larval (LMIT) e os testes de eclosão de 

ovos (EHT) foram conduzidos em concentrações variando de 0,10 a 16,00 mmol L~1, 

além da avaliação da citotoxicidade em células de linhagem LLC-MK2 (Lilly 

Laboratory Culture- Monkey kidney- second lineage). Ivermectina (IVM) foi usada 

como controle positivo e para combinação de medicamentos. Entre os helmintos 

identificados, Haemonchus spp. foi o mais prevalente em ovinos (76%) e bovinos 

(64%), seguido por Trichostrongylus spp. (16 e 24%, respectivamente). 

Oesophagostomum spp. e Cooperia spp. foram menos frequentes (6 e 2% em 

ovinos e 9 e 3% em bovinos). Os resultados revelaram uma inibição dependente da 

concentração por PhSe)2, 4-CI-PhSe)2 e AS-101. O AS-101 apresentou a maior 

atividade larvicida. O AS-101 atingiu uma concentração inibitória de 50% (CLo) de 

0,976 mmol L-1 em ovinos e 1,035 mmol L-1 em bovinos. PhSe)2 apresentou o efeito 

ovicida mais forte, com ICso = 1,801 mmol L-1 para GIN ovino e 1,845 mmol L-1 para 

GIN bovino. O composto 4-CI-PhSe)2 também demonstrou atividade significativa, 

embora em concentrações mais elevadas. Diluições foram realizadas utilizando o
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ICso de [(PhSe)2] e doses variadas de IVM ( IC io , IC 3o e ICso) e vice-versa. 

Experimentos semelhantes foram realizados com AS-101. Combinações de PhSe)2 e 

AS-101 com IVM apresentaram efeitos aditivos de até 13,33% contra L3s. Quanto à 

citotoxicidade, PhSe)2 apresentou o menor efeito sobre células LLC-MK2. Os dados 

destacam o efeito larvicida dessas moléculas.

Palavras-chave: Resistência anti-helmíntica, endoparasitas, calcogênios, controle 

parasitário, interação medicamentosa.

ABSTRACT

Gastrointestinal nematode (GIN) infections severely affect the health of ruminants. 
The excessive use of anthelmintics has contributed to the development of drug 
resistance. Selenium (Se)- and tellurium (Te)-based compounds have emerged as 
therapeutic pharmacological innovations. This study aimed to determine the effects of 
diphenyl diselenide ((PhSe)2), phenylselenenyl chloride (4-CI-PhSe)2, and tritellurate 
(O.O'-diethylammonium tellurate; AS-101) on third-stage larvae (L3) and nematode 
eggs collected from cattle and sheep. Larval migration inhibition tests (LMIT) and egg 
hatch tests (EHT) were conducted at concentrations ranging from 0.10 to 16.00 mmol 
L“1, in addition to cytotoxicity evaluation in LLC-MK2 cell line (Lilly Laboratory Culture 
-  Monkey kidney -  second lineage). Ivermectin (IVM) was used as a positive control 
and for drug combination tests. Among the identified helminths, Haemonchus spp. 
was the most prevalent in sheep (76%) and cattle (64%), followed by 
Trichostrongylus spp. (16% and 24%, respectively). Oesophagostomum spp. and 
Cooperia spp. were less frequent (6% and 2% in sheep and 9% and 3% in cattle, 
respectively). The results revealed concentration-dependent inhibition by (PhSe)2, 
4-CI-PhSe)2, and AS-101. AS-101 showed the highest larvicidal activity. AS-101 
reached a 50% inhibitory concentration (ICso) of 0.976 mmol L_1 in sheep and 1.035 
mmol L_1 in cattle. (PhSe)2 exhibited the strongest ovicidal effect, with an ICso of 1.801 
mmol L-1 for ovine GIN and 1.845 mmol L-1 for bovine GIN. The compound 
4-CI-PhSe)2 also showed significant activity, although at higher concentrations. 
Dilutions were made using the ICso of [(PhSe)2] and varying doses of IVM (IC io , ICso, 

and ICso), and vice versa. Similar experiments were carried out with AS-101. 
Combinations of (PhSe)2 and AS-101 with IVM showed additive effects of up to 
13.33% against L3s. Regarding cytotoxicity, (PhSe)2 had the lowest effect on 
LLC-MK2 cells. The data highlight the larvicidal effect of these molecules.
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Keywords: Anthelmintic resistance, endoparasites, chalcogens, parasitic control, 
drug interaction.

3.2 INTRODUÇÃO

As infecções por nematódeos gastrintestinais (NGI) são responsáveis por 
causarem grandes danos à saúde dos ruminantes, levando a altas taxas de 
morbidade e mortalidade, principalmente em áreas tropicais e subtropicais (Williams 
et al., 2021; Rodrigues et al., 2025). A infecção afeta o bem-estar animal, resultando 
em anemia, apatia e anorexia em animais infectados (Emery et al., 2016). Os 
gêneros que mais acometem os ruminantes são Haemonchus, Trichostrongylus, 
Teladorsagia (Ostertagia) e Oesophagostomum, sendo Haemonchus contortus a 
espécie mais patogênica (Flay et al., 2022; López-Rodríguez et al., 2023). 
Consequentemente, o impacto econômico é considerável, com redução da 
produtividade animal e grandes perdas econômicas (Charlier et al., 2015; Roeber et 
al., 2017).

Atualmente, o controle de parasitos é realizado com práticas de manejo que 
envolvem o uso de anti-helmínticos de amplo espectro, como benzimidazóis, 
imidazotiazóis, e lactonas macrocíclicas (Evans e Sargison, 2019). Entre eles, a 
ivermectina (IVM) que causa a morte do parasito por meio de ligação de receptores 
do canal de cloreto dependentes de glutamato em células neuronais e musculares 
(Laing et al., 2017). Entretanto, o seu uso inadequado e prolongado levou a 
resistência aos anti-helmínticos, destacando a necessidade de novas estratégias de 
controle de parasitos (Fortes; Molento, 2013).

Em razão a crescente resistência aos antiparasitários, busca-se moléculas 
inovadoras capazes de estabelecer novas associações químicas, quando 
combinadas com diferentes compostos. Neste contexto, Katiki e colaboradores 
(2023) avaliaram a eficácia do limoneno, um composto bioativo de origem vegetal, 
em associação com IVM contra uma cepa resistente de Haemonchus contortus. A 
combinação apresentou um efeito sinérgico expressivo, atingindo 96% de eficácia, o 
que reforça o potencial do uso de compostos naturais em terapias antiparasitárias.

Compostos contendo selênio e telúrio revelaram-se promissores em 
tratamentos de parasitos, demonstrando eficácia significativa em diversos modelos 
experimentais. Além de sua atividade antiparasitária (Bandeira et al., 2019), estudos 
evidenciaram que esses compostos também possuem atividade antifúngica (Munhoz 
et al., 2023), antimicrobiana (Borges et al., 2021) e imunomoduladora (Mishra et al., 
2019), ampliando seu potencial terapêutico. O objetivo do presente trabalho foi de 
avaliar a eficácia dos compostos disseleneto de difenila (PhSe)2, cloreto de
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fenilselenila (4-CI-PhSe)2) e telurato de trico (dioxietileno 0 ,0 ’) de amonia (AS-101) 
isolados e em combinação com a IVM contra helmintos de ruminantes.

3.3 MATERIAL E MÉTODOS

3.3.1 Comitê de Ética

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

Setor de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Paraná, Brasil (UFPR, o n° 

039/2021).

3.3.2 Produtos químicos

Disseleneto de difenila (PhSe)2 e cloreto de fenilselenila (4-CI-PhSe)2 foram 

sintetizados conforme Paulmier (1986), e o telurato de trico (dioxietileno 0 ,0 ’) de 

amonia (AS-101) de acordo com Albeck, Tamari & Sredni (1989) (Figura 1). O 

dimetil-sulfóxido (DMSO) foi obtido da Hexis Científica (Jundiaí, Brasil). Padrão de 

referência puro de IVM (Sigma-Aldrich, San Louis, EUA).

.Se
'S e

Phse)2 (4-CI-Phse)2 AS-101

Figura 1- Fórmula estrutural de disseleneto de difenila (PhSe)2e cloreto de fenilselenila (4-CI-PhSe)2e 

telurato de trico (dioxietileno 0 ,0 ’) de amonia (AS-101).
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3.3.3 Recuperação de ovos e L3

Amostras fecais foram coletadas da ampola retal de fêmeas de bovino e ovino 

naturalmente infectados, pertencentes ao Núcleo de Inovação Tecnológica em 

Agropecuária -NITA (25°23’30”S e 49°07’30”W) e Laboratório de Pesquisa de Ovinos 

e Caprinos (LAPOC) da Universidade Federal do Paraná, em Pinhais, PR 

(25038'32.29"S e 49°14'13.54"W). Os animais foram selecionados com base na 

contagem de ovos por grama (OPG) de fezes, superior a 600 OPG. Para contagem 

de OPG, foi utilizada a técnica de Gordon e Whitlock (1939) modificada. A 

recuperação de ovos foi realizada de acordo com Coles et al. (1992) com 

modificações. As fezes foram homogeneizadas e posteriormente passadas por 

peneiras (Bertel Ltda, Caieiras, Brasil) para filtração (250, 150, 75, 38 e 25 pm). Os 

ovos foram decantados e separados por centrifugação (Parsec Biotech, Penha, 

Brasil) (3.000 rpm por 5 min), sendo utilizada solução saturada de cloreto de sódio. 

Após isso, os ovos foram coletados usando uma peneira de 25 pm e lavados em 

água. Larvas de terceiro estágio (L3) foram recuperadas após coprocultura (Roberts 

e 0'Sullivan, 1950). As fezes dos bovinos e ovinos naturalmente infectados foram 

coletadas diretamente da ampola retal dos animais, posteriormente misturadas com 

vermiculite, umedecidas com água destilada e colocadas em frascos de vidro para 

cultura. As coproculturas foram deixadas em estufa B.O.D (S.S. Santana -  

Tecnologia Científica, Londrina, Brasil) a ±27°C por 10 dias, com umidade relativa 

entre 70 a 80%. Após o período de cultura, foi acrescentado água morna (±40°C) até 

preencher o vidro de cultivo e bruscamente invertido sobre a placa de Petri. 

Acrescentou-se 12ml de água na placa de Petri e, após 12 horas, o conteúdo da 

placa foi coletado com auxílio de uma pipeta Paster e transferido para um tubo de 

ensaio. A identificação das larvas foi feita analisando a morfologia em microscópio 

óptico, conforme van Wyk e Mayhew (2013).

3.3.4 Teste de inibição da migração larval (TIML)

Foram realizados três experimentos conforme descrito por Demeler et al.

(2010) com modificações. L3 frescas foram desembainhadas com 1% (v/v) de 

hipoclorito de sódio, lavadas três vezes por centrifugação (2.500 rpm por 5 min) e
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quantificados em microscópio óptico (Kasvi Ltda-Motic instruments, Texas, Estados 

Unidos) (ampliação de 100x). Aproximadamente 100 L3/poço foram incubados em 

tubos Falcon (15 ml) por 24 h a 28°C e 80% de umidade relativa em incubadora 

BOD (Quimis Ltda, Diadema, Brasil). Foram testados três compostos, sendo dois 

organoselenados (PhSe)2 e 4CI-PhSe)2) e um composto inorgânico de telúrio 

(AS-101) em concentrações seriadas de 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00 e 

16,00 mmol L Além disso, testou-se a IVM nas concentrações de a 0,10, 0,25, 

0,50, 0,75, 1,0, 2,0 e 3,0 mmol L'1. Foram incluídos controles com dimetil-sulfóxido 

(DMSO) a 10% e água destilada. Após esse período, todo o conteúdo de cada poço 

foi transferido para uma placa de 24 poços contendo um aparelho previamente 

preparado com malha de 25 pm, em amostras triplicatas.

As placas (formulações + L3) foram incubadas pela segunda vez nas mesmas 

condições descritas acima. A leitura das placas foi realizada em microscópio óptico 

invertido (Optiphase INV-403, Van Nuys, EUA), por meio da quantificação das L3 

que migraram pela malha. O número médio de L3 migradas foi calculado de acordo 

com a fórmula baseada em Molento e Prichard (2001):

Eficácia (%) = (B-A/B) x100

Onde B corresponde ao controle negativo (água destilada) e A, corresponde ao 

número médio de L3 que migraram após a incubação.

3.3.5 Teste de eclodibilidade de ovos (TEO)

Foram realizados três experimentos de acordo com Dolenga et al. (2023) com 

modificações. Os ovos do parasito foram distribuídos em placas de 24 poços (200 

ovos/poço) em triplicata, para três compostos, sendo dois organoselenados (PhSe)2 

e 4CI-PhSe)2 e um composto inorgânico de telúrio (AS-101) em concentrações 

seriadas de 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00 e 16,00 mmol L '1. Além dos 

controles com água destilada e dimetil- sulfóxido (DMSO) a 50%. Todas as placas 

foram incubadas em câmara BOD (Quimis Ltda, Diadema, Brasil) por um período de 

48 horas a 27°C. Após a incubação, foi adicionada 6 pl de solução de iodo de lugol 

em cada um dos poços para interromper a eclosão dos ovos. A leitura foi realizada
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em microscópio invertido (Optiphase INV-403, Van Nuys, EUA). A porcentagem de 

eclodibilidade dos ovos foi determinada de acordo com a fórmula baseada em 

(Dolenga et al., 2023):

Eclodibilidade (%) = L1/(ovos+ L1) x 100

Onde L1 corresponde às larvas do estágio L1. A eficácia foi avaliada contando o 

número de ovos presentes na amostra inicial e o número de L1s após o tratamento.

3.3.6 Ensaio de combinação de medicamentos

Os valores de concentração inibitória (Cl10l Cl30 e Cl50) foram calculados 

separadamente para cada composto, sendo que o valor fixo de Cl50foi usado para o 

ensaio de combinação de drogas. Assim, as diluições foram feitas por o [PhSe)2] Cl50 

fixo com o [IVM]CI10, Cl30 e Cl50 e o [IVM]CI50 fixo com o [PhSe)2] Cl10, Cl30 e Cl50, o 

mesmo ocorreu com o As101. Foi realizado o TIML e as L3 foram quantificadas em 

microscópio óptico invertido (Optiphase INV-403, Van Nuys, EUA).

3.3.7 Avaliação da citotoxicidade em LLC -MK2 (Lilly Laboratory Culture-Monkey 

kidney-second lineage)

O teste de avaliação da citotoxicidade iniciou com células epiteliais de rim de 

macaco Rhesus-LLC-MK2 (Lilly Laboratory Culture-Monkey kidney-second lineage), 

sendo plaqueadas a 5 x 104 por poço em microplacas de 96 poços por 24h a 37°C 

com incubadora umidificada com 5% de C02. Após isso, as células foram tratadas 

com compostos nas concentrações de 4,0 a 0,5 mmol L'1 para PhSe)2 e, 1,0 a 0,05 

mmol L'1 para AS-101, por 24 e 48h nas mesmas condições em meio suplementado 

com 0,1% de DMSO. Posteriormente, as células foram lavadas uma vez com PBS 

(solução salina tamponada com fosfato) e incubadas com 100 pl de AlamarBIue 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 10% por 2 horas sob as mesmas 

condições. A fluorescência foi medida em uma microplaca multimodo Varioskan LUX 

espectrofluorômetro (Thermo Fisher Scientic, Vantaa, Finlândia), usando os 

comprimentos de onda de 560 nm (excitação) e 590 nm (emissão) (Barreiro et al.,
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2022). Células tratadas com metanol (32 mol L"1) foram usadas como controle 

positivo. Células não tratadas foram incubadas com meio suplementado com 0,1% 

de DMSO e considerado como controle negativo.

3.3.8 Análise estatística

Os dados foram apresentados como a média de três experimentos 

independentes conduzidos em triplicatas. O Cl10, Cl30, Cl50, Cl70 e Cl90 foram 

estimados por métodos de análise de regressão não lineares (www.graphpad.com). 

Os resultados foram avaliados por análise de variância unidirecional (ANOVA), 

seguido pelo teste de comparação múltipla de Tukey. O efeito sinérgico foi 

determinado usando o perfilador de toxicidade sinérgica (SynToxProfiler), sugerido 

por lanevski et al. 2019. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas para P < 0,05. A análise estatística foi realizada utilizando o software 

GraphPad Prism 8.0.2 (San Diego, EUA).

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Identificação larval

As coproculturas foram realizadas, e em cada cultura foram identificadas 100 

L3. Em média, nas amostras das coproculturas de ovinos, Haemonchus spp. 

representou 76%, enquanto Trichostrongylus spp. compreendeu 16%, 

Oesophagostomum spp. e Cooperia spp. foram menos prevalentes, respondendo 

por 6% e 2%, respectivamente. Já para bovinos, Haemonchus spp. esteve presente 

em média 64% das amostras, Trichostrongylus spp. 24%, Oesophagostomum spp. 9 

% e Cooperia spp. 3%.

http://www.graphpad.com
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3.4.2 Teste de inibição da migração larval (TIML)

Os dados do TIML revelaram um comportamento dependente da 

concentração para dos compostos, uma vez que a concentração mais elevada 

obteve uma eficácia de 100%. Em relação a concentração inibitória de 50% (Cl50) no 

TIML para parasitas de ovinos (Figura 2), o PhSe)2 e AS-101 foram mais potentes 

que o 4-CL-PhSe)2, apresentando Cl50 de 2,332 mmol L'1 e 0,976 mmol L'1, 

respectivamente, enquanto o 4-CL-PhSe)2 obteve 4,528 mmol L'1. No TIML de 

helmintos de bovinos (Figura 3), o PhSe)2 atingiu Cl50= 2,503 mmol L"1, já o 

4-CL-PhSe)2, Cl50 = 4,304 mmol L'1 e o composto telurado AS-101, Cl50= 1,035 

mmol L"1. A IVM apresentou o menor Cl50, sendo de 0,819 mmol L'1 no teste com L3 

provenientes de ovinos e 0,760 mmol L'1 de bovinos. Os compostos tiveram eficácia 

semelhante para parasitas de ambos os hospedeiros. Como esperado, o controle 

negativo não apresentou efeito contra Haemonchus spp, Trichostrongylus spp, 

Oesophagostomum spp. e Cooperia spp., e Dimetil- Sulfóxido (DMS) apresentou 

eficácia de 100%.
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Figura 2 -  Migração de larvas de terceiro estádio (média ± desvio padrão, DP) de Haemonchus spp, 

Trichostrongylus spp, Oesophagostomum spp. e Coopería spp. de ovinos, expostas a (A) 

4-CI-PhSe)2), (B) PhSe)2, (C) AS-101 e (D) IVM.
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Figura 3 - Migração de larvas de terceiro estádio (média ± desvio padrão, DP) de Haemonchus spp, 

Trichostrongylus spp, Oesophagostomum spp. e Cooperia spp. de bovinos após exposição aos 

compostos: (A) 4-CI-(PhSe)2, (B) (PhSeK (C) AS-101 e (D) IVM.

Os valores de Cl50 de IVM e compostos na migração de L3 estão resumidos 

na Tabela 1. Os dados obtidos dos compostos foram usados para o ensaio de 

combinação de medicamentos.
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IC IVM (mmol L-1) AS-101 (mmol L-1) PhSe)2 (mmol L-1) 4-CL-PhSe)2 (mmol L-1)

90 2,525 4,366 9,635 14,700

70 1,265 1,740 4,030 7,490

50 0,819 0,976 2,332 4,528

30 0,530 0,548 1,349 2,737

10 0,265 0,218 0,564 1,227

IC IVM (mmol L-1) AS-101 (mmol L-1) PhSe)2 (mmol L-1) 4-CL-PhSe)2 (mmol L-1)

90 2,419 4,705 9,111 15,740

70 1,188 1,855 4,119 7,096

50 0,760 1,035 2,503 4,304

30 0,486 0,575 1,521 2,610

10 0,239 0,227 0,687 1,177

Tabela 1. Concentração inibitória (Cl) de AS-101, PhSe)2, 4-CL-PhSe)2 e ivermectina (IVM) contra 

larvas de terceiro estágio composto de Haemonchus spp., Tríchostrongylus spp, Oesophagostomum 

spp. e Cooperia spp. de ovinos e bovinos, respectivamente.

3.4.3 Teste de eclodibilidade de ovos (TEO)

Todos os compostos apresentaram atividade no desenvolvimento dos ovos, 

alcançando 100% de eficácia na maior concentração. No TEO para ovos de 

parasitas de ovino, PhSe)2 apresentou o menor valor de Cl50i sendo 1,801 mmol L '\ 

enquanto o composto 4 CI-PhSe)2 apresentou o maior valor de Cl50 (2,267 mmol L'1) 

e AS-101 obteve Cl50 de 1,961 mmol L"1. Quanto ao TEO de helmintos de bovinos, 

PhSe)2 obteve Cl50= 1,845 mmol L \  4 CI-PhSe)2) Cl50= 2,414 mmol L 1 e AS-101 

Cl50= 2,029 mmol L'1. Os compostos tiveram eficácia semelhante para parasitas de 

ambos os hospedeiros (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 -  Porcentagem de eclosão dos ovos (média ± desvio padrão, DP) de Haemonchus spp, 

Trichostrongylus spp, Oesophagostomum spp. e Cooperia spp. de bovinos, após exposição aos 

compostos ,4 CI-PhSe)2) (A), PhSe)2(B) e AS-101 (C).
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Figura 5- Eclosão de ovos (média ± desvio padrão, DP) de Haemonchus spp, Trichostrongylus spp, 

Oesophagostomum  spp. e Cooperia spp. de ovinos, expostos a 4 CI-PhSe)2) (A), PhSe)2(B) e AS-101 

(C).

3.4.4 Ensaio de combinação de medicamentos

Os resultados das combinações do IC50 da IVM com PhSe)2 e AS-101, 

apresentaram um efeito significativo na interação de moléculas em L3 de ovinos e 

bovinos (Tabela 2). Houve combinação de compostos como Cl50 de IVM e Cl10 de 

PhSe)2 que resultaram em um aumento de até 13,33% de eficácia. Desta forma, foi 

observado um pequeno efeito sinérgico entre algumas combinações farmacológicas.
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Entretanto, algumas combinações resultaram em um efeito nulo ou antagônico em 

L3, como Cl50 de IVM e Cl50 de AS-101. Os valores de Cl10 apresentaram os 

melhores valores para combinação e pequeno efeito sinérgico.

A)Combinação Atividade Larvicida (%) (DP) Efeito aditivo %

CONTROLE 0,00 (±0,00)

DMSO 100,00 (± 0,00)

IVM50+PHSE50 92,65 (±1,36) -7,35

IVM50+PHSE30 86,38 (± 1,35) +6,38

IVM50+PHSE10 73,33 (± 1,34) +13,33

PHSE50+IVM50 91,25 (±0,55) -8,75

PHSE50+IVM30 85,18 (±1,42) +5,18

PHSE50+IVM10 58,67 (± 3,53) -1,33

IVM50+AS10150 88,97 (± 2,29) -11,03

IVM50+AS10130 82,04 (±2,10) +2,04

IVM50+AS10110 64,23 (± 1,66) +4,23

AS10150+IVM50 89,73 (± 0,12) -10,27

AS10150+IVM30 80,79 (±1,98) +0,79

AS10150+IVM10 66,65 (± 2,26) +6,65

B) Combinação Atividade Larvicida (%) (DP) Efeito aditivo %

CONTROLE 0,00 (±0,00)

DMSO 100,00 (± 0,00)

IVM50+PHSE50 91,55 (±0,49) -8,45

IVM50+PHSE30 86,54 (± 1,88) +6,54

IVM50+PHSE10 69,08 (± 2,00) +9,08

PHSE50+IVM50 92,21 (± 1,07) -7,79

PHSE50+IVM30 86,55 (± 1,25) +6,55

PHSE50+IVM10 68,04 (± 2,37) +8,04

IVM50+AS10150 84,29 (± 1,33) -15,71

IVM50+AS10130 75,56 (± 1,28) -4,44

IVM50+AS10110 65,70 (±1,14) +6,70

AS10150+IVM50 89,08 (± 0,51) -10,92

AS10150+IVM30 81,92 (±1,34) +1,92

AS10150+IVM10 69,05 (± 1,35) +9,05
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Tabela 2- Atividade larvicida (%) e efeito aditivo (%) das combinações de diferentes concentrações 

(Cl) de ivermectina (IVM), PhSe)2, AS-101 em larvas de terceiro estágio composto de Haemonchus 

spp, Trichostrongylus spp, Oesophagostomum spp. e Cooperia spp., de ovinos (A) e bovinos 

(B).Os dados são expressos como média e (±) desvio padrão (DP) com base em três experimentos 

independentes. Controle = L3 não tratado, DMSO = L3 incubado com 50% de DMSO em água 

destilada.

3.4.5 Avaliação da citotoxicidade em células de linhagem LLC-MK2 (Lilly Laboratory 

Culture- Monkey kidney- second lineage)

A citotoxicidade dos compostos em células epiteliais de rim de macaco 

Rhesus LLC-MK2 foi avaliada após 24 e 48h de tratamento para determinar o CC50 

para células de mamíferos. Um efeito citotóxico contra células foi observado em 

tempo e concentração dependente. Houve uma menor citotoxicidade em 

concentrações mais baixas (Figura 5). Em concentrações mais altas (1mmolL'1 para 

AS-101 e 4 mmol L'1 para PhSe)2l AS-101 alcançou uma citotoxicidade de 81,80% 

em 24h e 88,80% em 48h. Entretanto, o PhSe)2 mostrou-se menos tóxico, causando 

25.80% de toxicidade em 24h e 36,05% em 48h. Com base nesses dados, o CC50 de 

AS-101 e PhSe)2 foram 0,363 e 2,166 mmol L"1 por 24h, e 0,307 e 1,959 mmol L"1 

por 48h, respectivamente.
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Figura 6- Citotoxicidade em células epiteliais de rim de macaco Rhesus-LLC-MK2 (Lilly Laboratory 

Culture- Monkey kidney- second lineage) LLC-MK2 após tratamento com disseleneto de difenila 

(PhSe)2 e telurato de trico (dioxietileno 0 ,0 ’) de amonia (AS-101) por 24h e 48h.

3.5 DISCUSSÃO

Os resultados dos testes de inibição de migração larval (TIML) e 

eclodibilidade de ovos (TEO) demonstraram uma interferência efetiva e 

concentração-dependente dos compostos PhSe)2i 4 CI-PhSe)2 e AS-101 na 

redução da migração de L3 e na eclodibilidade de ovos de Haemonchus spp. e 

Trichostrongylus spp.
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No ensaio de inibição da migração larval (TIML), a IVM e o composto 

AS-101 apresentaram maior eficácia em concentrações mais baixas, enquanto no 

teste de eclosão de ovos (TEO), o PhSe)2 demonstrou superior atividade ovicida. 

Adicionalmente, o composto 4-CL-PhSe)2 exibiu significativa atividade inibitória 

sobre a migração de L3 e a eclodibilidade de ovos, mas com necessidade de 

concentrações mais elevadas, apresentando Cl50 aproximadamente três a quatro 

vezes maior que AS-101 e PhSe)2 no TIML.

Essas diferenças de eficácia podem ser explicadas com base na estrutura 

química e reatividade dos compostos testados. Como demonstrado por Piovan et 

al. (2011), compostos telurados tendem a ser mais eletrofílicos que os 

organoselenados, favorecendo interações rápidas com grupos nucleofílicos das 

biomoléculas-alvo. A superioridade do PhSe)2 no TEO pode estar associada à sua 

capacidade de interagir com componentes estruturais dos ovos, possivelmente 

devido à maior estabilidade do Se em comparação à ligação Se-CI, que apresenta 

menor eletrofilicidade e um grupo de saída menos eficiente. Dessa forma, a 

necessidade de concentrações mais elevadas para o 4-CL-PhSe)2 pode estar 

relacionada à presença do cloro, que, conforme relatado, reduz a reatividade do 

selênio, tornando o composto menos eficiente em interações rápidas com as 

biomoléculas-alvo (Piovan et al., 2011).

Os resultados indicaram que o composto telurado AS-101 apresentou maior 

eficácia no TIML em comparação aos compostos selenados. Esse efeito pode 

estar relacionado à capacidade do telúrio de inibir a catepsina B, uma protease 

cisteínica presente em vermes adultos de Haemonchus contortus. Estudos 

anteriores sugerem que H. contortus contém uma família multigênica que codifica 

proteases de cisteína semelhantes à catepsina B, sendo estas essenciais para a 

degradação de proteínas como hemoglobina e fibrogênio no organismo do 

helminto (Longbottom et al., 1997). Além disso, essas proteases desempenham 

um papel central na digestão de nutrientes pelo parasito, como demonstrado por 

Shompole e Jasper (2001), que relatam a expressão significativa de genes de 

catepsina B no intestino do nematódeo. A inibição dessa catepsina pode 

comprometer processos essenciais para a sobrevivência do helminto, o que pode 

explicar a maior eficácia do AS-101 na inibição da migração larval. Piovan (2011)
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reforça essa hipótese ao demonstrar que compostos telurados atuam como 

potentes inibidores de catepsina B, alcançando até 95% de inibição da atividade 

enzimática na concentração de 1 pmol L"1.

A relação entre a reatividade dos compostos e os resultados obtidos nos 

ensaios sugere que tanto a composição química quanto a estrutura dos 

organocalcogênios influenciam diretamente sua eficácia biológica. Além disso, a 

especificidade dos mecanismos também pode interferir na ação do medicamento 

nos diferentes estágios de desenvolvimento dos nematódeos (Spengler et al., 

2019; Rashidi et al., 2022). Um dos possíveis mecanismos envolvidos na ação dos 

compostos selenados, é sua capacidade de estimular a liberação de Ca2+ das 

mitocôndrias por meio de mecanismo da hidrólise de NAD+, levando a aceleração 

da respiração e o inchaço mitocondrial, indicativos de deterioração da função 

mitocondrial, conforme descrito por Azad et al. (2014).

Doleski et al. (2017) investigaram a ação do PhSe)2 no tratamento de 

alterações encontradas no baço devido à infecção crônica por T. gondii, 

observando que camundongos tratados com 5 mmol/kg de PhSe)2 por via 

subcutânea conseguiram reverter a esplenomegalia, além de reduzir marcadores 

histológicos inflamatórios, demonstrando uma possível ação anti-inflamatória e 

imunomoduladora.

Os dados disponíveis na literatura sobre a ação dos compostos PhSe)2, 

4-CI-PhSe)2 e AS-101, especialmente no contexto de sua atividade anti-helmíntica 

contra Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp., ainda não foram relatados, o 

que dificulta a comparações diretas com estudos prévios. O AS-101, inicialmente 

descrito como um inibidor de cisteíno proteases, foi recentemente descrita como 

ativo contra promastigotas (Cl50 = 26,9 pmol L"1) e amastigotas (Cl50= 10,6 pmol 

L"1) de L. donovani, mantendo mais de 98% dos macrófagos viáveis (com 400 

pmol L"1 por 72 h). (Vishwakarma et al., 2018). Além disso, Li et al. (2023) 

observaram que a combinação de AS-101 com mefloquina (3,33 mg/kg'1 e 

10mg/kg"1, respectivamente) resultou em uma redução significativa da carga de 

Pseudomonas aeruginosa em camundongos, evidenciando um possível efeito 

sinérgico desse composto no combate a infecção bacteriana. No entanto, existe 

uma significativa lacuna no entendimento da ação biológica do composto
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4-CI-PhSe)2, considerando que este é um derivado do PhSe)2e não foi submetido 

a tantos estudos experimentais quanto seu precursor.

A atividade ovicida dos compostos pode estar relacionada a capacidade de 

penetrar a estrutura dos ovos de H. contortus, a qual é composta por camadas de 

proteínas, fibrinas e quitinas, além de uma camada interna de lipídios e 

glicoproteínas, ligando-se às tubulinas do parasito e inibindo a expressão de 

proteínas necessárias para o desenvolvimento celular (Mansfield et al., 1992; 

Santos etal., 2013; Tang et al., 2021).

É possível sugerir que os efeitos do selênio e telúrio estejam associados com 

a habilidade de interagir com estruturas biológicas essenciais do parasito, 

interferindo no sistema enzimático vital do metabolismo. Estudos demonstraram a 

capacidade dos compostos contendo Se e Te de inibirem enzimas proteolíticas, 

como proteases de cisteína, as quais contribuem para a embriogênese, muda de 

cutícula, eclosão de ovos, migração e desenvolvimento das larvas (Piovan et al., 

2010; Capper et al., 2018; Grote et al., 2018; Bakshi et al.,2021). Piovan et al.

(2011) avaliaram a capacidade inibitória de compostos organotelurados e 

organoselenados contra proteases de cisteína catepsina V e S. Os resultados 

mostraram que os compostos telurados apresentaram uma inibição em torno de 

90%, enquanto os compostos organoselenados demonstraram atividades inibitórias 

entre 70 e 80% nas mesmas condições experimentais (ensaio enzimático 

fluorimétrico em condições reacionais para cada enzima e dipeptídeo fluorogênico 

com uma concentração de 1 pmol L'1).

Além dos efeitos individuais, este estudo introduziu uma nova abordagem de 

utilização dos compostos PhSe)2 e AS-101 em combinação com a IVM, 

possibilitando estratégias terapêuticas para controle de nematódeos. Quando 

testada isoladamente, a IVM demonstrou a maior atividade atividade larvicida contra 

L3 de NGI. Além disso, a IVM também se destaca por atuar como inibidor de 

glicoproteína (P-gp) e agente reversor de resistência a múltiplas drogas (MDR) 

(Molento e Prichard, 1999; Sulik et al., 2023).

Para investigar possíveis efeitos sinérgicos, os compostos foram combinados 

com diferentes concentrações de IVM. Tanto a combinação de PhSe)2 e IVM, e 

AS-101 e IVM mostraram sinergismo em algumas concentrações. O efeito aditivo
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observado em nossos experimentos variou de 0,79 a 13,33%, dificultando a 

migração de L3 (AS-101+IVM; PhSe)2 + IVM). Esses achados estão alinhados com 

estudos que indicam interações sinérgicas contra diversos patógenos (Bortoluzzi et 

al., 2021; Gnat et al., 2022). Munhoz et al. (2023) relataram o efeito do PhSe)2 em 

atividade antifúngica contra o fungo Sporothrix brasiliensis em camundongos no 

Brasil, que reduziu significativamente a carga fúngica quando administrado 

isoladamente (1 mg/kg, via subcutânea). No entanto, a combinação de itraconazol e 

PhSe)2 foi ainda mais eficaz (P<0,001).

Além disso, foi avaliado o potencial de citotoxicidade dos compostos contra 

células de linhagem LLC-MK2. Os resultados indicaram que o disseleneto de difenila 

(PhSe)2 alcançou um Cl50 de 2,166 mmol L"1, cerca de seis vezes maior que o 

AS-101 em 24h, sugerindo ser menos tóxico para células de mamíferos que o 

telúrio. Presume-se que a toxicidade do Se e Te esteja associada à inibição de 

enzimas contendo tiol e/ou selenol, aumentando a peroxidação lipídica e os danos 

ao DNA (Barbosa et al., 1998; Comparsi et al., 2012). Além disso, o telúrio pode 

estimular a superprodução de espécies reativas ao oxigênio, levando à disfunção 

mitocondrial e, consequentemente, à morte por apoptose (Brenneisen e Reichert 

2018). De maneira semelhante, compostos organosselênicos como o ebselen 

também demonstram toxicidade celular. Azad et al. (2014) relataram que o ebselen é 

tóxico acima de 10 pM em células V79 e induz a apoptose em células HeG2 por 

meio de uma rápida depleção de tiois intracelulares.

Ainda que nossos dados demonstrem que o PhSe)2, AS-101 e a IVM não 

atingiram a inibição completa da migração das larvas quando testados em 

associação, os compostos alcançaram 100% inibição da eclosão dos ovos e da 

migração das larvas quando testados individualmente, indicando potencial 

terapêutico promissor. Entretanto, novos estudos são necessários para elucidar seus 

mecanismos de ação e avaliar sua segurança em modelos in vivo.

Nesse contexto, o avanço da nanotecnologia e o desenvolvimento de 

sistemas de liberação controlada surgem como alternativas viáveis para aumentar a 

eficácia dos tratamentos e reduzir a toxicidade (Xiao et al., 2017; Cervi et al., 2021). 

A incorporação de compostos bioativos, incluindo derivados de calcogênios, em
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nanopartículas ou nanocápsulas pode melhorar a biodisponibilidade dos princípios 

ativos e prolongar sua ação no organismo, além de promover mais saúde e 

bem-estar aos animais. Além disso, nanopartículas ecologicamente benéficas 

obtidas a partir de biomoléculas naturais como plantas, fungos e leveduras, estão 

sendo desenvolvidas para reduzir a geração de materiais nocivos. Essas 

biomoléculas contêm aminoácidos, enzimas, lipídios, carboidratos e metabólitos 

(Ferreira et al., 2020; Senthamarai et al., 2024).

3.6 CONCLUSÃO

Os dados do presente trabalho demonstram a eficácia de PhSe)2,4-CI-PhSe)2 

e AS-101 contra L3 e ovos de Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. in vitro. Os 

compostos apresentaram atividade concentração-dependente sobre os parasitos. A 

combinação de IVM e PhSe)2, assim como IVM e AS-101 demonstraram efeito 

sinérgico em determinadas concentrações. Esses resultados podem ser o início de 

uma inovação farmacológica promissora, beneficiando o tratamento das parasitoses 

gastrintestinais de ruminantes.
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ANEXO 1- FOTOS EXTRAS

Figuras 7, 8, 9 e 10 - Teste de Inibição da Migração Larval (TIML). A: Coprocultura para obtenção de 
L3. B: Placas de 24 poços com aparatos com malha de 25pm para avaliação da motilidade de L3.C: 
Microscópio invertido para contagem de larvas. D: Larva de Haemonchus spp.
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Figuras 11 e 12- Aparato para o teste de inibição da migração larval (TlML). A: Consiste em uma 
seringa de 5ml cortada no tamanho aproximado de 2cm, com outra seringa de 2ml cortada no mesmo 
tamanho com uma malha de 25 micrômetros a sua volta. B: Aparato pronto.
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Figura 13- Larva de Haemonchus spp. com presença de bainha.
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Figuras 14 e 15- Ovos de estrongilídeos extraídos de ovinos para o teste de eclodibilidade de ovos 
(TEO) no aumento de 10x e 40x.
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Figura 16- Células epiteliais de rim de macaco Rhesus (Lilly Laboratory Culture- Monkey kidney 
second lineage-LLC-MK2) durante a avaliação da citotoxicidade em células.
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Figura 17- Contagem de larvas migradas do controle negativo com água destilada no microscópio 
invertido.
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ANEXO 2 - COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS

Figura 18- Ofício de Aprovação na Comissão de Ética de Uso em Animais -  Agrárias/UFPR

U N IV E R SID A D E  F E D E R A L  DO PA RA N Á  
S E T O R  DE C IÊ N C IA S  A G R Á R IA S 

C O M ISSÃ O  D E É T IC A  N O  U SO  DE A N IM A IS

OFÍCIO N" 031/2023

P ara : M arcelo Beltrão M olento
A ssunto: Protocolo 039/2021

Prezado(a) pesquisador(a),

A pós avaliação do pedido sobre o projeto/aula sob sua responsabilidade, de protocolo número 
039/2021 intitulado “ Desempenho de com postos organotelurados com o anti-helm -inticos e 
acaric idas em rum inan tes", a Com issão de Ética no U so de Animais do Setor de Ciências 
Agrárias -  UFPR manifesta concordância ao pedido de inclusão da colaboradora Taynara Gabriele 
Ribeiro Piano ao projeto.

Curitiba, 03 de Julho de 2023.
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