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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ causada por protozoarios do complexo Leishmania donovani,
sendo a L. infantum amplamente distribuida globalmente e responsavel pela transmissdao
zoonoOtica nas Américas, tendo o cdo doméstico como principal reservatorio no ambiente
urbano. Além de ser incluida dentro das denominadas “’Doengas Tropicais Negligenciadas™
pela Organizacdo Mundial de Saude, a LV se torna uma questao de saude Unica, por interligar
a saude humana, animal e ambiental. As terapias atuais para LV permanecem limitadas por
regimes de tratamento prolongado, administragdo parenteral e efeitos toxicos significativos,
além de falha terapéutica, resisténcia medicamentosa e recidivas, o que ressalta a necessidade
de pesquisas sobre novas alternativas terapéuticas para humanos e caes. Assim, este trabalho
visou investigar a atividade e seletividade de um novo analogo de quinolina contendo
2-aminotiofenol, denominado TQCL, em L. infantum, bem como fornecer informagdes sobre
seu modo de ac¢do. Apos tratamento com TQCL por 72 horas, a atividade em promastigotas
e analise de toxicidade em células de mamiferos foram analisadas pela técnica do MTT,
enquanto que em amastigotas intracelulares foi avaliada a carga parasitaria dos macrofagos
peritoneais infectados com L. infantum apds coloracao por Giemsa. Para estudos de modo de
acdo em promastigotas tratados foram utilizadas sondas fluorescentes especificas e
abordagem utilizando microscopia eletronica de transmissdo e de varredura. Os resultados
mostraram que TQCL apresenta potente atividade antileishmanial em promastigotas e
amastigotas intracelulares, com valores de Cls abaixo de 10 uM e indice de seletividade
superior a 10 puM. Nos promastigotas, TQCL induziu alteracdes morfoldgicas,
ultraestruturais e bioquimicas pronunciadas, tendo a disfungdo mitocondrial como evento
central e alteragdes subsequentes compativeis de morte por apoptose, paraptose € necrose. O
tratamento dos macréfagos infectados induziu aumento na produgdo de NO, sugerindo
potencial estimulo da atividade microbicida dos macrofagos. Em conjunto, os resultados
indicam que o TQCL inibe o crescimento de L. infantum por meio de multiplos mecanismos,
revelando uma estratégia crucial de desregulagdo coordenada de processos celulares vitais no

modelo in vitro, abrindo perspectivas para a avaliagao na LV experimental.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Leishmania infantum, quinolinas, aminotiofenol.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is caused by protozoa of the Leishmania donovani complex, with
L. infantum being widely distributed worldwide and responsible for zoonotic transmission in
the Americas, where the domestic dog acts as the main reservoir in urban environments.
Additionally, it is classified among the so-called “Neglected Tropical Diseases” by the World
Health Organization. VL represents a One Health issue, as it interconnects human, animal,
and environmental health. Current therapies for VL remain limited due to prolonged
treatment regimens, parenteral administration, and significant toxic effects, as well as
therapeutic failure, drug resistance, and relapses, highlighting the need for research into new
therapeutic alternatives for both humans and dogs. Thus, this study aimed to investigate the
activity and selectivity of a novel quinoline analog containing 2-aminothiophenol, named
TQCL, against L. infantum, as well as to provide insights into its mechanism of action. After
72 hours of treatment with TQCL, activity in promastigotes and toxicity in mammalian cells
were assessed using the MTT assay, while intracellular amastigotes were evaluated by
counting the parasite load in L. infantum infected peritoneal macrophages following Giemsa
staining. For mechanistic studies in treated promastigotes, specific fluorescent probes and
transmission and scanning electron microscopy approaches were employed. TQCL exhibited
potent antileishmanial activity against promastigotes and intracellular amastigotes, with Clso
values below 10 uM and a selectivity index greater than 10 in promastigotes, TQCL induced
pronounced morphological, ultrastructural, and biochemical alterations, with mitochondrial
dysfunction as a central event, followed by changes consistent with apoptosis, paraptosis, and
necrosis-like cell death. Treatment of infected macrophages induced an increase in NO
production, suggesting a potential stimulation of the microbicidal activity of macrophages.
Taken together, the results indicate that TQCL inhibits the growth of L. infantum through
multiple mechanisms, revealing a crucial strategy of coordinated dysregulation of vital
cellular processes in the in vifro model, and opening perspectives for its evaluation in

experimental visceral leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses e leishmaniose visceral

As leishmanioses sdo doengas infecciosas causadas por protozodrios do género
Leishmania spp., de transmissdo vetorial e com grande impacto s6cio economico mundial.
Em razdo de atingir principalmente areas tropicais e subtropicais, afetando populagdes pobres
e em situagdo de vulnerabilidade, e por ndo despertar o devido investimento por parte de
gestores responsaveis por politicas de satide publica, bem como das grandes industrias
farmacéuticas, esta classificada como uma das “Doengas Tropicais Negligenciadas” (DTNs)
de acordo com o Ministério da Saude, 2004.

As leishmanioses apresentam um espectro clinico polimérfico, com trés apresentagdes
clinicas principais: a forma visceral (LV), manifestacdo mais grave da doenca, sendo fatal em
mais de 90% dos casos sem tratamento; a cutanea (LC), mais comum e com a caracteristica
da formagdo de uma ou multiplas lesdes na pele do tipo ulcera e a forma mucocutanea (LM),
secundaria a lesdo cutinea, que afeta principalmente a boca, nariz e garganta. Além dessas
trés principais formas, apesar de raro, alguns pacientes podem desenvolver as formas
cutineas difusa, disseminada e até apresentar lesdes atipicas (Figura 1). De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que ocorram 700.000 a 1 milhdo de novos

casos anualmente das leishmanioses (OMS, 2025).

Figura 1: Apresentacio clinica das leishmanioses. (a) Forma visceral (b) cutanea (c) difusa
(d) mucocutanea (e) disseminada. Fonte: Ministério da Saude, 2017; Santos, 2013; Silveira,
2020; Soares, 2024b (Adaptado).
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A LV esta principalmente associada a espécies oriundas da Europa pertencentes ao
complexo L. donovani, nomeadamente L. donovani de carater antroponoético e L. infantum,
zoondtico (OMS, 2025). Leishmania infantum, foco deste trabalho, tem ampla distribui¢ao
global, ocorrendo em aproximadamente 60 paises, incluindo a bacia do Mediterraneo, Norte
da Africa, Oriente Médio e América Latina (WHO, 2024).

No continente americano, a LV, também conhecida como calazar, ¢ uma zoonose
transmitida por flebotomineos do género Lutzomyia spp., sendo o cdo (Canis familiaris)
considerado como o principal hospedeiro reservatério no ambiente doméstico, mas outros
mamiferos podem albergar o parasito, tais como roedores e marsupiais (Maxfield, 2025;
Schwabl, 2021). Acredita-se que a L. infantum, descrita por Charles Nicolle em 1908, foi
introduzida no continente americano ha 500 anos, pelo processo de colonizagdo a partir da
Europa, oriunda de pacientes assintomaticos e cdes e outros reservatorios mamiferos (Boitg,
2019).

Além da apresentacdo clinica mucocutanea, cutanea e visceral, a leishmaniose
dérmica pos-calazar (LDPK) tem sido descrita principalmente na Africa e Asia, afetando
pacientes infectados previamente com L. donovani que desenvolveram LV e posteriormente a
complicagdo para o quadro da LDPK. As manifestacdes clinicas incluem erupgdes cutaneas
no rosto que podem disseminar ou ndo para outras areas do corpo (Figura 2), sendo os
principais fatores de risco o tratamento inadequado durante o quadro da LV, ma nutricdo e
co-infeccdo com o virus HIV. Em relacdo a L. infantum, a evolucdo para LDPK sao
consideradas atipicas e raras. Embora a condi¢do de satide geral do paciente com LDPK nao
seja considerada tdo grave quanto ao quadro da LV, a LDPK constitui um estigma social
importante, pois a lesdo pode evoluir para fibrose, deixando cicatrizes na pele e/ou no corpo

dos individuos afetados (WHO, 2012 e Pathania, 2021).

Figura 2: Paciente com leishmaniose dérmica pés-calazar. (a) Individuo apresentando
lesdes nodulares na testa, nariz, bochechas e queixo, causando desfiguragdo facial e multiplas
maculas hipopigmentadas no tronco e membro superior (b). Fonte: Pathania, 2021.
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Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS, 2024), sdo estimados de 50.000 a
90.000 novos casos todos os anos de LV, sendo reportados em 75 paises, dos quais 90% se
concentram no Brasil, India e Africa Oriental (Sudao, Sudido do Sul, Etiopia, Quénia e
Somalia). Nas Américas, 96% dos casos de LV sdo notificados no Brasil, em 2023 foram
registrados 1.461 novos casos confirmados com taxa de letalidade atingindo 8,60% dos casos,
equivalente a 148 obitos. Ainda, ha uma fragdo dos casos positivos com dificuldade de se
chegar ao diagndstico e a notificagdo correta, sendo portanto, considerada uma doenca
subnotificada. Estima-se que somente cerca de 25 a 45% dos casos sdo notificados a OMS
(WHO, 2025).

Em razdo da complexidade de manifestacdes clinicas, distribuicdo geografica ampla e
interacdo entre homem, ambiente e reservatérios mamiferos, incluindo o cdo doméstico, a LV
nas Américas se torna uma questdo de saude publica, que requer uma acdo conjunta entre
politicas governamentais, acao direta da sociedade civil e organizacdes para busca da
melhoria do controle da doenga (OPAS, 2020). O conceito de Satide Unica (One Health)
insere-se diretamente na dindmica da leishmaniose visceral, ao considerar a interconexao
entre a saide humana, animal e ambiental na manutencao e dissemina¢ao da doenca. Além do
aumento da populagao global, a populacao animal doméstica cresceu em paralelo e todos os
fatores de risco para o homem e animais sdo aumentados com as mudangas ambientais que
excedem a capacidade de adaptacdo de toda populacao (Evans, 2014). Embora dados recentes
demonstram uma tendéncia de reduc¢ao nos casos de LV e LC nos ultimos anos, ¢ possivel
observar uma expansdao em novos territorios, aumento da letalidade para LV e aumento
proporcional de casos de co-infeccdo em pacientes com LV e virus da imunodeficiéncia
humana HIV (OPS, 2024).

O plano de acdo para fortalecer a vigilancia e o controle das leishmanioses nas
Américas 2023-2030 (OPS, 2024) aborda causas base que ilustram a complexidade para
realizacdo da vigilancia, prevengdo e controle das leishmanioses, que resulta em alta
morbidade e mortalidade para as diversas manifestagdes clinicas. Entre os fatores apontados,
podemos destacar: diagnostico laboratorial, tratamento e reabilitacdo dos pacientes ndo sdao
suficientemente acessiveis; controle vetorial ndo realizado de forma sustentada e
padronizada; informagdes epidemioldgicas ndo disponiveis em tempo hdbil para tomada de
decisdo; técnicas de diagnostico e laboratorios nao padronizados; profissionais de satide ndo
capacitados em quantidade suficiente para diagnosticar, tratar ¢ acompanhar casos positivos;
falha no monitoramento dos efeitos colaterais dos pacientes na maioria dos paises; insumos,

equipamentos e vigilancia no manejo de caes indisponivel ou insuficiente.
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1.2 O parasito Leishmania spp e ciclo de vida

Leishmania spp. € classificada taxonomicamente no supergrupo Excavata, filo
Euglenozoa, classe Kinetoplastea.. O ciclo de vida ¢ heteroxeno, o qual envolve inseto vetor e
o hospedeiro mamifero, geralmente canideos ou roedores. A transmissao entre os hospedeiros
ocorre pela picada do flebotomineo fémea. A forma bioldgica presente no inseto vetor ¢
denominada promastigota, com formato alongado e didmetro variando entre 10-40 x 1,5 a 3
um, com um unico flagelo que permite sua mobilidade eficiente (Figura 3A). J& as
amastigotas, formas presentes no hospedeiro mamifero, sdo intracelulares obrigatdrias, com
corpo oval ou esférico e com didmetro de 1,5 a 3 x 3 a 6,5 um, conforme Figura 3B (Fereira,
2020). O parasito, assim como demais cinetoplastideos, apresenta uma estrutura denominada
cinetoplasto, regido especializada da unica mitocondria presente, responsavel por conter
grande quantidade de DNA extranuclear. Este fato abre perspectivas para o desenvolvimento

de farmacos com acao nesta organela do parasito (Menna-Barreto, 2014).
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Figura 3: (A) Formas promastigotas. (B) Formas amastigotas de L. infantum. Setas =
Formas amastigotas dentro do macréfago. Aumento de 1000x.
Fonte: Nucleo de Pesquisas em Parasitologia-NUPEP/UFJF

A infec¢do no inseto vetor se da a partir da ingestdo de sangue contaminado com
amastigotas de um hospedeiro mamifero. Os parasitos ingeridos se diferenciam em
promastigotas prociclicas, com capacidade de multiplicar por divisao binaria e obter sua
nutri¢ao a partir dos nutrientes presentes no intestino do inseto. A partir da escassez desses
nutrientes € interacdo com a microbiota do inseto, hd a diferenciagdo para promastigotas
metaciclicas, apresentando flagelo longo e auséncia de multiplicagdo celular. Os

promastigotas metaciclicos tem capacidade de resisténcia ao sistema complemento do
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mamifero, fator importante para sua sobrevivéncia, essa forma migra para a por¢do do
esofago do vetor, que junto com a saliva e uma porcdo de fosfolipideos produzidos pelo
flebotomineo, s3o injetados no mamifero pela picada do inseto. Uma vez dentro do
organismo do hospedeiro mamifero, as promastigotas sao fagocitadas por células do sistema
inmunolégico, principalmente por macrofagos, e sao diferenciadas em amastigotas dentro do
vacuolo parasitoforo, forma intracelular adaptada ao organismo do hospedeiro (Fereira,
2020).

Para L. infantum, as formas amastigotas presentes no hospedeiro mamifero se
multiplicam dentro do vactolo parasitoforo localizado dentro dos macrofagos, células estas
que podem atuar indiretamente na dissemina¢do do parasito para os drgaos alvos principais,
como figado, baco e medula oOssea, que irdo gerar consequentemente uma ampla
sintomatologia mais grave em comparagdo aos outros tipos de leishmanioses, devido ao seu

acometimento visceral, caracterizando uma infecgao sistémica (Luz, 2023).

1.3 A doenca

No Brasil a LV ¢ uma doenga endémica, com 38.634 casos registrados entre 2010 e
2020, sendo notificadas em todas as regides do pais, mas com acentuado niimero de casos na
regido Nordeste, que neste periodo representou 54,5% dos casos, em comparagdo com a
regido Sudeste que apresentou 19%, Norte 18%, Centro-Oeste 8,2% e Sul com 0,3%. Outro
perfil sociodemografico relevante, ¢ a incidéncia da maioria dos casos voltados para o sexo
masculino nas regides afetadas, que pode estar relacionada com maior exposi¢do ao vetor e
fatores fisioldgicos ou ocupacionais. Nao somente, a area endémica para LV no Brasil ¢ a
regido urbana, fator associado a processos de urbanizagdo sem planejamento adequado
(Silva, 2025).

Os fatores de risco para LV sdo amplos, abrangendo mudangas ambientais e
climaticas, incluindo processos de urbanizacao, além disso, fatores socioecondmicos, sendo a
pobreza um fator agravante e relacionado a outros processos de risco, como condigdes
precarias de saneamento basico e de habitacao, ineficiéncia na gestao de residuos, como lixo
e efluentes sanitarios expostos, que favorecem a reproducao e aproximacao dos vetores. A
desnutricdo ¢ um outro elemento importante, pois a caréncia de nutrientes como niveis de
ferro, proteina, vitaminas e minerais como o zinco, favorecem a evolu¢do da doenga para
formas mais graves. A mobilidade também € um aspecto de transmissdo para varias doencas,

incluindo a LV, sendo o deslocamento para areas endémicas um fator de risco (WHO, 2023).
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Dentre os infectados, os casos assintomaticos da LV sdo a maioria, geralmente
relacionados com a presenca de um paciente sintomatico da mesma familia, apontando para
os mesmos fatores de risco do paciente afetado pela enfermidade (Oliveira, 2008). Para os
casos com sintomatologia, a LV gera uma alteracdo clinica relevante, com acometimento
principalmente do figado, baco, medula 6ssea e linfonodos. A doenca se instala a partir do
momento que o parasito consegue ultrapassar os mecanismos protetores do sistema
imunolégico do hospedeiro, além de induzir alteracdes moleculares, tais como inibi¢do da
resposta imune Thl e secre¢do de citocinas como IL-10, IL-4 e TGF-B, levando ao quadro de
anergia das células T e desenvolvimento da doenca. Em individuos com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS) HIV, a LV ¢ considerada como uma doenca
oportunista importante, sendo a imunossupressao adquirida previamente considerada um fator
relevante para evolugdo da infeccao (Costa, 2023).

Apos a instalagdo da infecgdo, os sintomas geralmente cursam com febre baixa
prolongada, hepatomegalia e esplenomegalia, perda de peso, pancitopenia e
hipergamaglobulinemia policlonal (IgG e IgM). A fun¢ao hepatica pode-se apresentar normal
ou alterada, com alguns casos com apresentacdo de hipoalbuminemia e edema. Com
progressao do quadro, a LV leva a caquexia grave e hemorragias devido a trombocitopenia
acentuada, que em niveis elevados de sangramento em mucosas, colabora com evolugdo para
sepse. Nao somente, com a leucopenia, os individuos acometidos com a LV, desenvolvem um
quadro imunossupressor, prejudicando a defesa contra outros microrganismos e favorecendo
o desenvolvimento de outras infec¢des, como as bacterianas, fator importante na progressao
desfavordvel da doenca e evolucdo para obito (Kumar, 2012). A hepatoesplenomegalia e

atrofia muscular caracteristica de um paciente com LV pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4: Individuo com leishmaniose visceral apresentando hepatoesplenomegalia e
atrofia muscular. Fonte: Crump, A. TDR, WHO/Science Photo Library. Manual MSD,
acesso em 23 jan. 2026.

A suspeita da LV ocorre nos casos em que o paciente reside principalmente em areas
endémicas e apresente os principais sintomas da doenga, principalmente febre baixa de longa
duracdo, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, astenia e anemia (Santos, 2023).
Apesar de sua relevancia em saude publica, ainda ha um niimero limitado de profissionais
capacitados para reconhecer adequadamente a sintomatologia da doenga, postergando o
diagnodstico e a conduta terapéutica adequada (OPS, 2024). Com a falta de identificagdo
clinica e auséncia do tratamento adequado, a LV pode evoluir para o 6bito dos pacientes em
mais de 90% dos casos (OPAS, 2022).

Algumas enfermidades possuem sintomatologia semelhante ou provocam alteragdes
laboratoriais comuns as apresentacdes dos pacientes com LV e sdo consideradas como
diagnostico diferencial, tais como infec¢des bacterianas como brucelose, tuberculose e
endocardite; doengas parasitarias como maldria e esquistossomose; afecgdes fungicas como
histoplasmose e outras doengas fingicas disseminadas; neoplasias como leucemia e linfoma;

outras causas consideradas ndo infecciosas como lupus eritematoso sistémico, anemia
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falciforme e anemia aplésica. Para os pacientes com LV aguda, ainda sdo considerados como
diagnéstico diferencial uma série de doengas como doenca de Chagas, febre tifdide, hepatite
viral, mononucleose, doengas arbovirais, hepatite viral e abscesso hepatico causado por
amebiase (Pareyn, 2025).

Além da dificuldade pelos profissionais de satide de reconhecer os sintomas da LV, a
sobreposi¢do das alteragdes clinicas comuns a outras doengas dificulta a confirmacdo da
enfermidade, gerando atraso no diagnostico correto, ocasionando consequentemente a piora
do prognostico da doenga. Esse atraso torna-se ainda mais critico para os casos de LV em
criangas, pois 0 nao estabelecimento do tratamento nas primeiras semanas € um importante
fator de risco para mortalidade pela doenca nesta faixa etdria (Soares, 2024a).

Devido a sintomatologia inespecifica, ¢ necessaria a confirmacdo da LV através de
métodos diagnosticos especificos como exames parasitologicos e imunoldgicos. Os exames
parasitologicos buscam identificar formas amastigotas do protozoario € o diagndstico
imunoldgico se dd a partir da identificagdo de anticorpos anti-Leishmania, sendo os mais
utilizados os testes rapidos imunocromatograficos, a reacao de imunofluorescéncia indireta
RIFI e o ensaio imunoenzimatico ELISA (Pessoa, 2024).

Dentre os testes imunologicos, a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), sdo
considerados positivos as amostras reagentes a partir da diluigdo 1:80, e nos casos com
sintomatologia caracteristica de LV com dilui¢cdo igual a 1:40, um novo exame deve ser
realizado em 30 dias. J& para o teste rapido imunocromatografico, a confirmagdo se da a
partir da visualizagdo de uma linha indicada no campo C ou G na fita ou plataforma teste,
além da linha controle, que garante validade do ensaio. Para diagnostico parasitoldgico, o
material preferencial de andlise ¢ obtido através da puncdo de medula dssea, mas também
pode ser coletado amostras oriundas do linfonodo ou bago, exigindo esses ultimos, coleta em
ambiente hospitalar (Ministério da Saude, 2025).

No cdo doméstico (Canis familiaris), a leishmaniose canina (LVC) pode se comportar
de maneira assintomdtica e o animal permanecer infectante por anos, principalmente em
regides endémicas. No animal, além da multiplicacdo das formas amastigotas de L.infantum
em macréfagos e posteriormente na chegada aos 6rgdos alvos como baco, figado e medula
Ossea através da corrente sanguinea, a doenca tem um perfil dermotrdpico evidente, sendo a
pele um dos principais tecidos alvo. A disseminagdo do parasito na pele constitui um fator
importante para o desenvolvimento das lesdes dérmicas e € um aspecto relevante para a

transmissibilidade ao vetor (Saridomichelakis, 2025).
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A sintomatologia e anormalidades clinicopatologicas da LVC ¢ bastante diversa, a
depender da imunidade e condi¢do clinica do animal, variando de uma infec¢ao autolimitante
a quadros cronicos e fatais. Os principais achados clinicos sdo perda de peso, anormalidades
oculares, letargia, linfadenomegalia, esplenomegalia, atrofia muscular, rinite, anemia,
linfopenia e trombocitopenia. Em condicdes menos comuns, alguns animais podem
apresentar alteragcdes no sistema urindrio, digestorio e cardiaco. As manifestacdes cutianeas
sd0 observadas de 56 a 90% dos casos, podendo ocorrer de forma isolada ou associada a
outros sintomas, caracterizada por dermatites ulcerativas ou esfoliativas, dermatite papular e
onicogrifose, alteragdo essa ultima caracterizada pela hipertrofia e crescimento anormal da

unha, conforme Figura 5 (Saridomichelakis, 2025).

Figura 5: Principais tipos de lesdes dérmicas e alteracio ungueal observadas na

leishmaniose canina. Dermatite ulcerativa (a), dermatite esfoliativa (b), dermatite papular (c)
e onicogrifose (d). Fonte: Saridomichelakis, 2025. Adaptado.

Embora o medicamento Milteforan™ (Miltefosina), seja o uUnico produto
farmacéutico aprovado para tratamento em caes com LVC no Brasil, de acordo com a Nota
Técnica Conjunta n® 001/2016 MAPA/MS (Brasil, 2016), ainda ndo ha comprovacao que o
medicamento promova cura parasitaria dos animais afetados. Além disso, tem sido observada
a ocorréncia de falha terapéutica, bem como a auséncia de melhora do quadro clinico em
animais utilizando esse farmaco (Gongalves, 2024).

Além da possivel falha no tratamento, os custos financeiros do tratamento de caes
com LVC recaem integralmente ao tutor, conforme estabelecido pela Portaria Interministerial
n°® 1.426/2008, que proibe o uso de medicamentos de uso humano ou nao registrados no
MAPA para esse fim, em consonancia com os principios da Lei n°® 8.080/1990, que restringe a
atuagdo do SUS a saide humana. O tratamento da LVC ¢ considerado de alto custo e
necessita de exames e avaliagdes médico veterinarias periodicas (Abbiati, 2019), tal fato pode
colaborar para o abandono do tratamento devido a falta de recursos financeiros, tornando o

cao infectado um importante reservatoério no ambiente urbano.
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1.4 Terapia da leishmaniose visceral

Diante da auséncia de uma vacina para a doenca e de métodos eficazes para o controle
dos flebotomineos, o tratamento medicamentoso permanece como a principal estratégia de
manejo e controle da LV. De acordo com as recomendacdes da diretriz mais recente para o
tratamento da LV na regido das Américas, atualmente estdo disponiveis trés opgdes
terapéuticas: os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B lipossomal e o desoxicolato de
anfotericina B. Além disso, orienta-se que o tratamento desses pacientes seja conduzido em
ambiente hospitalar, considerando a complexidade da evolucdo clinica e a necessidade de
monitoramento continuo (OPAS, 2022).

A escolha do medicamento para o tratamento da leishmaniose visceral LV leva em
consideragdo fatores como idade e condicdo clinica do paciente. Devido a sua maior
disponibilidade, os antimoniais pentavalentes sdo considerados como primeira op¢ao de
tratamento para pacientes sem comorbidades e imunocompetentes. Contudo, na presenga de
fatores de risco ou condi¢des clinicas especificas, como insuficiéncia renal, hepatica,
extremos de idade, alteragdes cardioldgicas, hipersensibilidade medicamentosa, gestagao,
lactagdo ou falha terapéutica prévia, a anfotericina B lipossomal ¢ recomendada como
tratamento de eleigdo. Na indisponibilidade da anfotericina B recomenda-se a administragao
do desoxicolato de anfotericina B ou de outras formulagdes lipidicas de anfotericina B
(OPAS, 2022).

Os principais desafios encontrados no tratamento com os farmacos ja disponibilizados
para o tratamento da LV sdo a alta taxa de efeitos colaterais graves, elevada toxicidade,
resisténcia medicamentosa, além do uso com cautela ou restrigdo em pacientes gestantes, em
lactagdo, co-infectados com HIV ou imunocomprometidos (Sampaio, 2023). Os principais
efeitos colaterais associados a anfotericina B lipossomal e do medicamento desoxicolato de
anfotericina B relatados s3o a hipocalemia, nefrotoxicidade e tremores. J4 os antimoniais
pentavalentes os principais efeitos observados sdo hepatotoxicidade e toxicidade cardiaca
(Burza, 2018).

A miltefosina, originalmente desenvolvida como farmaco antineoplasico, teve
reconhecimento da sua atividade antileishmanial na década de 1980 e embora ndo utilizada
para tratamento da LV humana no Brasil, ¢ utilizada no regime terapéutico para pacientes
com LV em outros paises como na india, Nepal e Bangladesh, tendo como principal
vantagem clinica a sua alta eficacia, chegando a taxas de cura de aproximadamente 94% em

ensaios clinicos de fase 3 ¢ a caracteristica de ser o unico medicamento disponibilizado com
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administracdo por via oral (Singh, 2024; Ghorbani, 2017; Roatt, 2020). No Brasil, a
miltefosina ¢ autorizada para tratamento da LVC e leishmaniose cutanea humana. Apesar da
disponibilidade por via oral, seu uso também ¢é acompanhado de efeitos colaterais, incluindo

vomito, diarreia, dor abdominal e niusea, além de efeito teratogénico (Pijpers, 2019).

1.5 Quinolinas

Pelo exposto acima, ndo ha duavidas acerca da necessidade na busca por novas
alternativas para o tratamento da LV. Neste contexto, nosso grupo tem se dedicado ha anos a
pesquisa e desenvolvimento de novos compostos com a¢do em Leishmania spp, com especial
interesse nas quinolinas (Antinarelli, 2015; 2016; 2023; Coimbra, 2016; Glanzmann, 2021).
As quinolinas constituem um grupo farmacéforo aromatico heterociclico de formula quimica
CoH7N com dois anéis, em que um carbono na posicao 1 ¢ substituido pelo nitrogénio.
Apresentam ampla diversidade de atividade bioldgica em especial como drogas antimaléricas
tais como a cloroquina, tafenoquina e amodiaquina (Sureshkumar, 2020).

Além da atividade das quinolinas como terapia antibacteriana, oncoldgica, atividade
no virus do HIV e ac¢do em protozoario como Trypanosoma spp., essa classe terapéutica
também tem sido demonstrada em outros estudos na terapia das leishmanioses, incluindo
acdo antileishmanial em L. donovani. As quinolinas tém demonstrado estrutura quimica
favoravel para estudos antileishmaniais por possuir versatilidade estrutural ampla, podendo
acomodar grupos farmacoforos direcionados para sua acdo biologica e poténcia
antileishmanial (Hartman, 2024; Upadhyay, 2018).

Adicionalmente, hd evidéncia da acdo das quinolinas direcionadas para a forma
amastigota do parasito Leishmania spp., fator relevante na terapia das leishmanioses devido
ao fato da forma intracelular ser responsavel pelas manifestagdes clinicas no paciente
(Romero, 2025a). Devido a esses aspectos, nosso grupo de pesquisa tem realizado ensaios
antileishmaniais utilizando compostos derivados de quinolinas, em parceria com o Nucleo de
Pesquisas Quimicas - (NUPEQ) do Prof. Dr. Adilson David da Silva, do Departamento de

Quimica/Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF.
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Assim, a partir de um conjunto de resultados obtidos da quimioteca de compostos
sintéticos derivados de quinolina do Nucleo de Pesquisas em Parasitologia-NUPEP/UFJF, foi
selecionado um composto, denominado TQCL, uma quinolina conjugada com
2-aminotiofenol (Figura 6). Este composto em estudos prévios realizados em nosso
laboratorio apresentou boa agdo antileishmanial em L. amazonensis, com Cls, de 6,41 uM e
4,32 uM para os estagios de promastigota e amastigotas intracelulares, respectivamente
(dados nao publicados). Tais resultados motivaram ampliar os estudos de modo de acdo desse

composto e verificar sua atividade antileishmanial em L. infantum.
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Figura 6 - Estrutura quimica do TQCL.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do composto TQCL em L. infantum, espécie responsavel pela LV,
bem como explorar a toxicidade em macrofagos de espécie murina da linhagem BALB/c.
Além disso, verificar as alteragdes ultraestruturais, bioquimicas e celulares indicativas de

processos de morte celular em promastigotas de L. infantum tratadas com o composto.

2.2 Objetivos especificos

1- Avaliar o efeito do TQCL, em concentracdes variadas, em promastigotas de L. infantum.
2- Avaliar o efeito do TQCL, em concentragdes variadas, em amastigotas intracelulares de L.
infantum.
3- Avaliar potencial citotoxico, em concentracdes variadas, do composto TQCL em
macréfagos.
4- Determinar o indice de seletividade do composto.
5- Analisar modifica¢des bioquimicas e celulares indicativas de processos de morte celular
em promastigotas de L. infantum tratados com TQCL, tais como:

- Alteracdes no potencial da membrana mitocondrial;

- Producao de espécies reativas do oxigénio (EROS);

- Integridade e exposicdo de fosfatidilserina no folheto externo da membrana
plasmatica;

- Acumulo de corpusculos lipidicos;

- Altera¢des no Ciclo celular;

- Formagao de vacuolos autofagicos;

- Alteragdes ultraestruturais utilizando microscopia eletronica de transmissdao (MET) e
de varredura (MEV).
6- Verificar o efeito do TQCL, na producio de Oxido Nitrico (NO) em macrofagos
infectados com L. infantum.
7- Determinar, via spider plot e heatmap (grafico de calor), o mapeamento temporal e causal

do processo de morte do parasito.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental

Para facilitar o entendimento dos procedimentos realizados neste trabalho foi inserido

neste documento o desenho experimental (Figura 7).

1° ETAPA: CALCULO DO INDICE DE SELETIVIDADE - TQCI
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Figura 7: Desenho experimental. As etapas iniciais do trabalho incluem avaliagdo da
atividade do composto TQCL em promastigotas e amastigotas de L. infantum, além da
avaliagdo da citotoxicidade em macrofagos murinos e calculo do indice de seletividade (IS).
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Em seguida, realizou-se os seguintes estudos de modo de acdo em promastigotas de L.
infantum tratados com o composto: Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial
(A¥Ym), producao de Espécies Reativas do Oxigénio (EROs), formagao de radicais
superoxido e corpusculos lipidicos, integridade da membrana plasmatica, externalizacido de
fosfatidilserina, avaliagdo do ciclo celular e formag¢dao de vacuolos autofagicos. Também
foram realizadas andlises ultraestruturais de promastigotas de L. infantum tratadas com
TQCL utilizando as técnicas de microscopia eletronica de transmissdo € microscopia
eletronica de varredura (MEV e MET). Também foi avaliado o efeito do TQCL na produgao
de Oxido Nitrico (NO) em macrofagos infectados. Para fornecer uma visdo integrada da agio
do composto, foram realizadas andlises em grafico no modelo ’Spider plot™” e grafico de
calor. Fonte: O proprio autor.

3.2 Obtenc¢ao do composto

O composto TQCL proveniente da quimioteca do NUPEP/UFJF foi obtido apds

sintese quimica realizada pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Adilson David da Silva do

SINTBIOLMOL/ICE/UFIJF.

3.3 Modelo animal e procedimentos de manejo

Neste trabalho foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c fémeas com
idade entre 6-8 semanas provenientes do Centro de Biologia da Reproduc¢do (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Todos os procedimentos envolvendo animais
foram conduzidos por equipe previamente treinada, sob supervisdo do médico veterinario
responsavel e apos capacitagdo especifica, incluindo cursos obrigatorios na area de ciéncia
em animais de laboratério. Os aspectos envolvidos na capacitagdo incluem nogdes de
bioterismo, conten¢do animal, bem-estar na espécie murina, monitoramento dos animais,
coleta de sangue, além de treinamento especifico e direcionado para cada profissional e
procedimento.

O transporte dos animais do CBR ao biotério do NUPEP/ICB/UFJF foi realizado por
dois membros da equipe mediante agendamento prévio junto ao CBR. Os animais foram
transportados em gaiolas cobertas internamente por maravalha e externamente com saco
vermelho a fim de reduzir o estresse de transporte, visto que camundongos ndo enxergam a

cor vermelha.
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Ap6s a chegada no biotério do NUPEDP, as gaiolas com os animais foram colocados na
ante-sala, aguardando 30 minutos para a climatiza¢do no novo ambiente. Apods esse periodo
realizou-se o exame individual de cada animal pelo médico veterinario da equipe, verificando
peso, temperatura, abertura dos olhos, tamanho dos dentes, sexo, presenga de secrecdo em
mucosas e condi¢dao geral de satide. Os dados da avaliagdo clinica foram registrados em uma
planilha do Excel e em seguida registrou-se a ficha de entrada dos animais.

Ao término do exame geral dos animais, estes foram acondicionados em no maximo
05 animais oriundos da mesma ninhada de origem, selecionados aleatoriamente em gaiola
com as dimensodes de 30 X 20 X 13 cm e forrada com maravalha, ragdo autoclavada (Nuvilab,
Brasil) e bebedouro contendo agua fresca e filtrada foram fornecidos ad libitum. Como
estratégia de enriquecimento ambiental, foram confeccionados abrigos simulando tocas,
utilizando segmentos de tubos de PVC (Policloreto de Vinila) com aproximadamente 5 cm de
didmetro e 8 cm de comprimento, previamente cortados e esterilizados em autoclave. As
gaiolas foram devidamente identificadas com etiqueta vermelha contendo informag¢des como
a data de nascimento dos animais, data de entrada no biotério, sexo, quantidade de animais
por gaiola.. Em seguida, as gaiolas foram transferidas para a estante ventilada com sistema de
exaustao de ar (Alesco, Sao Paulo, Brasil) com controle de luminosidade com ciclo 12/12h,
com permanéncia de luz das 6h da manha até 18h da noite e temperatura mantida entre 19-22
°C. A sala de biotério dispde de sistema de controle de luminosidade e ar-condicionado que
mantém a temperatura do ambiente em torno de 22 °C.

Diariamente realizou-se o monitoramento dos animais, verificando disponibilidade de
agua, ragdo, temperaturas da sala e da estante ventilada, condi¢do geral do ambiente, bem
como presenca de algum animal apatico ou com outra condi¢ao de saude adversa. Os animais
que diferiram do grupo por condi¢des de saude foram reservados em gaiola separada e
monitorados pelo médico veterinario.

Semanalmente realizou-se a limpeza de gaiolas por um membro da equipe, a fim de
trocar a maravalha utilizada e reposicao da agua e ragdo. Todos os procedimentos realizados
foram registrados no caderno de entrada do biotério, além do caderno de procedimento,
incluindo a data, intervencao realizada e responsavel.

Os animais utilizados neste estudo foram destinados a obtencdo de macrofagos
peritoneais, sendo previamente submetidos a anestesia, sob supervisdo do médico veterinario

responsavel, por meio da administracdo de dose letal de xilazina (20 mg/kg) e quetamina
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(100 mg/kg), para posterior realizagdo dos procedimentos experimentais. Adicionalmente, o
deslocamento cervical foi empregado como método complementar de eutandsia e como
critério de ponto final humanitario.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados previamente pela Comissao de

Etica do Uso de Animais da UFJF (CEUA n° 018/2023 e 019/2023).

3.4 Cultivo de L. infantum

A cepa de L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) foi isolada de um paciente com
LV no Marrocos e cultivada em meio Warren completo [meio com infusdo de cérebro e
cora¢do bovino (Himedia, Mumbai, Maharashtra, india)], suplementado com acido félico e
hemina (Sigma- Aldrich. St. Louis, Missouri, EUA), 10% de soro bovino fetal (SBF)
(Cultilab, SP, Brasil), além da adicao de 0,1% de penicilina 100 UI/mL e 0,1% de
estreptomicina 0,1 mg/mL (Cultilab, SP, Brasil), conforme descrito por Das Chagas Almeida
(2022).

A manutencdo in vitro dos promastigotas de L. infantum foi realizada a partir de
repiques realizados duas vezes por semana, em garrafas para cultivo celular e mantidas em

estufa BOD (“’Biochemical Oxygen Demand” ou Demanda Bioquimica de oxigénio) a 25°C.

3.5 Manutencao da infectividade de L. infantum

A manuten¢do da infectividade da cepa de L. infantum foi realizada através da
infec¢do in vivo em camundongos BALB/c. A infec¢do ocorreu por via intraperitoneal, onde
foi inoculada através de uma seringa hipodérmica estéril de ImL com agulha de 0,45x13mm,
uma solucdo com PBS (“Phosphate Buffer Solution” ou Solu¢do Salina Tamponada com
Fosfato) contendo 10x10” de promastigotas de L. infantum em fase estacionaria de
crescimento. A eutanasia foi realizada apds 20 dias da infec¢do, no qual foi realizada a coleta
do bago e figado para isolar as formas amastigotas do parasito. A suspensdo de células
contendo as amastigotas foram mantidas no meio de cultura como acima descrito, sendo
mantidas em BOD a 25°C para transformacdo destas em promastigotas (Das Chagas
Almeida, 2022). A utilizagdo dos animais na presente etapa foi aprovada pela Comissao de

Etica do Uso de Animais da UFJF (CEUA n° 018/2023 ¢ 019/2023).
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3.6 Avaliacio da citotoxicidade do TQCL em macrofagos peritoneais em

camundongos BALB/c

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram estimulados através da
inoculacdo de 2 mL de tioglicolato de sddio 3% (Merck, Darmstadt, Alemanha), por via
intraperitoneal em cada animal, utilizando uma seringa de SmL e agulha 25x0,80mm. Apos
72 horas, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal, com uma solu¢do de PBS,
xilazina 20 mg/kg e quetamina 100 mg/kg. Apos atingir o plano anestésico adequado para o
procedimento, a partir da avaliagdo médico veterinaria, foi realizado o lavado peritoneal, a
fim de obten¢do dos macrofagos murinos. O lavado foi realizado utilizando 5 mL de solucdo
de Hank’s estéril (Sigma-Aldrich. St. Louis, Missouri, EUA), inoculado por via peritoneal e
todo liquido foi aspirado € 0 mesmo procedimento foi repetido mais uma vez.

O contetido obtido no lavado foi centrifugado a 1200 rpm (Thermo Fisher Scientific
D37520) durante 10 minutos. Apods a centrifugacao, foi realizado o descarte do sobrenadante
e as células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 com enriquecimento de 10% de SFB
e 0,5% de antibidtico penicilina/estreptomicina (Cultilab, Campinas, SP, Brasil). Foi coletada
uma aliquota de 10ul com 990ul de solugao de contagem, no qual foi utilizado 10ul dessa
solugdo para contagem de macrofagos em uma cdmara de Neubauer para ajuste da
concentra¢do em 2x10° células/mL.

O plaqueamento foi realizado utilizando uma placa de 96 pogos (COSTAR - Corning
incorporated, NY, USA, 14831) adicionando 100ul em cada pogo para incubacao durante 24h
em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds 24h, o contetdo da placa foi descartado e foi realizada a
lavagem com PBS, para retirar células ndo aderidas. Apds a lavagem, foi descartado todo o
PBS e foi realizado o tratamento em diferentes concentragdes do composto, a partir de 150
uM até 9,37 uM. Apds tratamento, as placas foram acondicionadas novamente em estufa a
37°C e 5% de dioxido de carbono (CO,), durante 72h. Apds esse periodo, foi adicionado 10ul
de MTT a 5 mg/mL [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-tetrazélico -
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)] em cada pogo.

Apds duas horas, foi acrescentado o isopropanol/HCI (solugdo a 0,7%) a fim de
interromper a reacao. Foi realizada leitura com espectrofotometro (Multiskan EX - Thermo
Electron Corporation, Vanta, Finlandia) a 570nm. Os valores das absorbancias foram
convertidos em porcentagem de inibi¢do da viabilidade dos macrofagos em relacdo ao

controle e calculado o valor do CCs, (concentragdo citotoxica para 50% das células) pelo
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programa GraFit 5. O protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Uso de Animais da
UFJF (CEUA n° 018/2023 e 019/2023), os dados completos podem ser consultados nos

anexos A e B deste trabalho.

3.7 Atividade antipromastigota em L. infantum

A atividade antipromastigota foi avaliada através do teste colorimétrico MTT. Para
1sso, a Leishmania foi contada através de uma camara de Neubauer e ajustada a contagem
para 2x10° células/ml. Apds o ajuste, os parasitos foram colocados em uma placa de 96 pogos
(COSTAR - Corning incorporated, NY, USA, 14831) e incubadas a 25°C em estufa BOD, em
seguida os compostos foram adicionados em concentragdes seriadas no intervalo de 100 uM
a 3,12 uM e a placa foi incubada por 72h em estufa BOD a 25°C. Apds esse periodo foi
adicionado o MTT 5 mg/mL, sendo incubado por quatro horas. A reagao foi interrompida
pela adicdo de 100ul de isopropanol/HCl (0,7%) e a leitura foi realizada em
espectrofotometro (Multiskan EX - Thermo Electron Corporation, Vanta, Finlandia) a 570nm.

A avaliacdo dos resultados foi realizada em comparagdo com o controle sem a
presenca do composto em porcentagem de inibicado de células viaveis. Para calculo da
concentragdo inibitoria (Cls,), concentracdo que inibe 50% o crescimento dos parasitos, foi
utilizado o programa GraFit 5 (das Chagas Almeida, 2022). A droga de referéncia utilizada
foi a miltefosina, devido a sua atividade em Leishmania spp. serem reconhecidos (Agrawal,

2006).

3.8 Atividade antiamastigota em L. infantum

A metodologia de obtencao de macrdéfagos peritoneais, juntamente com a cepa de
Leishmania utilizada nos experimentos, foram as mesmas ja descritas anteriormente.
Resumidamente: Apos o lavado peritoneal utilizando aplicacdo de solugcdo de Hank’s em
camundongos BALB/c, que foram estimulados previamente com tioglicolato a 3%. A solucdo
obtida foi centrifugada e ressuspendida em meio RPMI e uma aliquota de 10ul foi contada
em uma camara de Neubauer. Foi adicionado uma laminula de vidro em cada pogo da placa
de 24 pogos (COSTAR - Corning incorporated - 3524, Kennebunk, ME, USA) e apds adicao
das laminulas, a solug¢ao contendo macréfagos, meio RPMI, SBF a 10% ¢ 0,5% de antibiotico

foi adicionado na placa, totalizando 300ul por pogo.
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As placas foram encubadas em estufa por 24 horas a 37°C com 5% de CO, e
macrofagos foram colocados para interagir com promastigotas de Leishmania na propor¢ao
de 1/10 (macrofago/parasito), durante 24 horas, em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apds esse
periodo, as placas foram lavadas por trés vezes com PBS para retirar as promastigotas que
ndo internalizaram nos macrdofagos, adicionou-se meio RPMI suplementado com soro de
cavalo 3% e o composto foi adicionado em concentragdes variadas (50,00; 25,00; 12,50;
6,25; 3,12 uM), totalizando 72 horas de tratamento.

Para coloragao, as células foram fixadas com etanol absoluto, coradas com Giemsa e
desidratadas com propor¢des de acetona/xilol na sequéncia a seguir: acetona (100%);
acetona/xilol (90/10%); acetona/xilol (50/50%); acetona/xilol (10/90%); xilol (100%). O
efeito inibitério do composto foi avaliado através de contagem manual do niimero de
amastigotas presentes nos macrofagos nas diferentes concentragdes, com o auxilio do
microscopio Optico, com a contagem de 200 macrofagos por laminula, totalizando 400
macrofagos para cada concentragdo/lamina testada. Foram realizados dois experimentos
independentes, com cada laminula em duplicata.

O controle negativo foi a infecgdo sem o tratamento e a droga de referéncia para titulo
de comparagdo foram tratadas com miltefosina. Os resultados foram expostos como
porcentagem de inibi¢do da carga global de amastigotas em relagdo ao controle sem
tratamento. O Cls,, concentragdo que inibe 50% do crescimento dos parasitos, foi

determinado utilizando o programa GraFit 5 (Das Chagas Almeida, 2022).

3.9 Calculo do indice de seletividade

O Indice de Seletividade (IS) do composto foi calculado pela razdo entre a toxicidade
in vitro para macrofagos murinos (CCsy) e a atividade em promastigota ou amastigota
intracelular (Cls,). Valores acima de 10 indicam que o composto foi mais téxico para o
parasito do que para a célula hospedeira (macréfagos). Valores inferiores a 10 indicam maior

toxicidade para a célula hospedeira (Inacio, 2013).

3.10 Testes do modo de a¢do do composto TQCL em promastigotas de L. infantum

Com o objetivo de evidenciar o modo de agdo do composto TQCL em promastigotas

de L. infantum foram realizados ensaios experimentais utilizando o composto TQCL nas
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concentragdes de 6,29 uM e 12,58 uM, correspondendo ao valor de 1x e 2x a concentracao
inibitoria que inibe o crescimento de 50% dos parasitos (Cls, ). A metodologia empregada em

cada avaliagdo estd detalhada nas secdes subsequentes.

3.10.1 Avalia¢ao do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Promastigotas de L. infantum em fase logaritmica de crescimento foram tratadas em
garrafas de cultura com o composto TQCL na concentragdo 6,29 uM e 12,58 uM, referente
ao valor de 1x e 2x o Cls,. Apos 24 horas de tratamento, células foram lavadas em PBS,
contadas em camara de Neubauer e a concentragdo foi ajustada para 5x10° células em 1 mL
de solu¢do de Hank’s e incubadas no escuro com 10pg/mL do JC-1 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) durante 30 minutos. Ap6s 30 minutos as células foram lavadas 3x
com PBS e novamente ressuspendidas em 1mL de solucdo de Hank’s. Posteriormente, foi
realizada a transferéncia das células para uma placa escura, compativel para realiza¢dao da
leitura em fluorimetro (FLx800) com os comprimentos de onda de excitagdo/emissdo
485/528nm (fluorescéncia verde) e 485/600nm (fluorescéncia vermelha). Foi utilizado para o
controle positivo o tratamento das promastigotas com 5 uM de FCCP (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) por 10 min a 25°C (Antinarelli, 2015). Em relagdo ao controle

negativo, foram utilizados pogos com auséncia do composto.

3.10.2 Avaliaciao da producao de Espécies Reativas do Oxigénio (EROs)

Promastigotas de L. infantum foram tratadas com o composto TQCL a 6,29 uM e
12,58 uM, por 24 h a 25°C. Em seguida, as células foram lavadas 1x com PBS e ajustadas a
concentragdo de 5x10° promastigotas/mL. Para determinar a produc¢do de EROs total foi
utilizada a sonda H,DCFDA (D399 - Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA).
O H,DCFDA ¢ um marcador nido fluorescente, que quando em presenca de esterases
intracelulares ¢ EROs exibe um produto fluorescente (de acordo com indicagdes do
fabricante). A incubacao foi realizada a 20 uM por 30 minutos, em temperatura ambiente, sob
protecdo da luz. O H,0, a 4 uM foi utilizado como controle positivo. O controle negativo foi
feito sem a adicdo do composto. A leitura ocorreu em fluorimetro (FLx800) nos

comprimentos de onda de excitacdo/emissao de 485/528nm (Antinarelli, 2015).
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3.10.3 Avaliacido da formacio de radicais superoxido

Promastigotas de L. infantum em fase logaritmica de crescimento foram ajustadas
para 10x10%mL. Em seguida, foram tratadas com o composto em estudo utilizando as
concentracoes de 1 ¢ 2x o valor do Cls, e incubadas em estufa BOD a 25°C durante 24 horas.
Apds esse periodo, as células foram lavadas e ressuspendidas em PBS, ajustando a
concentragdo para 5x10%mL em 200 uL da suspensio em placa escura. Foi adicionado o
Mitosox (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA) na concentragdo final de 5
UM e a placa foi incubada em temperatura ambiente durante 20 minutos na auséncia de luz.
Como controle positivo foi utilizado Miltefosina na concentragdo de 6,47 uM, que foi
incubada por 15 minutos. No controle negativo foram utilizados parasitos nao tratados. Para
leitura foi utilizado o fluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)
empregando um comprimento de emissdo de 600 nm e comprimento de excitacdo de 540 nm

(Das Chagas Almeida, 2022).

3.10.4 Avaliacido da formacao de corpusculos lipidicos

O corante lipofilico Nile Red foi utilizado para avaliacdo de corpusculos lipidicos em
promastigotas de L. infantum tratadas com o composto TQCL na concentracdo 6,29 uM e
12,58 uM. Para esse objetivo, promastigotas foram ajustadas na concentra¢io de 5x10°
promastigotas/mL e incubadas com corante Nile Red (19123 - Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) a 1 pg/mL, durante 30 minutos, em temperatura ambiente, na auséncia de
luz. Como controle positivo foi utilizado a miltefosina na concentra¢do de 7,81 uM. Para
controle negativo foram utilizados pogos sem adi¢cao do composto ¢ a leitura foi efetuada em
fluorimetro (FLx800) em comprimentos de onda de excitagdo/emissdo de 485/528nm (Das

Chagas Almeida, 2022).
3.10.5 Avaliacio da integridade da membrana plasmatica
Promastigotas de L. infantum (1x107 células/mL) em fase logaritmica de crescimento

foram tratadas com o composto TQCL na concentragdo 6,29 uM e 12,58 uM durante 24

horas a 24°C e incubadas com iodeto de propideo (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
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EUA) a 1 pg/mL por 15 minutos na auséncia de luz. No controle positivo foi realizado o
aquecimento dos parasitos a 65°C durante 10 minutos e no controle negativo utilizou-se
pogos contendo parasitos ndo tratados. Foi utilizado o fluorimetro (FLx800, BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com fluorescéncia de 540 nm de emissao e 600 nm de

excitacdo (Antinarelli, 2015).

3.10.6 Avaliacido da formacio de vacuolos autofagicos

Promastigotas de L. infantum (1x107 células/mL) em fase logaritmica de crescimento
foram tratadas com o composto TQCL na concentragdo 6,29 uM e 12,58 uM e incubadas
durante 24 horas a 24 °C. Promastigotas em fase estacionaria foram utilizadas como controle
negativo e para controle positivo os parasitos foram incubados em PBS por 24 horas. Os
parasitos foram centrifugados e lavados com PBS e marcados com 100 puM de
monodansilcadaverina (MDC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) por 1 hora a 37 °C
e analizadas no fluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com

335 nm de excitacao e 460 nm de emissao (Stroppa, 2017).

3.10.7 Avaliacdo da externalizacio de fosfatidilserina em promastigotas de L.

infantum tratadas com o composto TQCL

Promastigotas de L. infantum (10" células/mL) foram incubadas com o composto
TQCL (6,29 e 12,58 uM) por 24 h. Uma suspensao de 5 x 10° promastigotas foi lavada uma
vez com PBS e incubada com 1 pL de anexina V-FITC (Invitrogen, Molecular Probes) por 20
minutos no escuro. Em seguida, iodeto de propidio (PI) foi adicionado a uma concentragao de
1 pg/mL e as células foram incubadas no escuro por 15 minutos. Miltefosina na concentragao
de 6,47 uM foi usada como controle positivo. Parasitos sem tratamento foram utilizados
como controle negativo. Os dados foram adquiridos no citdmetro de fluxo FACsCanto II
(Becton Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software DIVA (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA), conforme descrito por Souza (2025).
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3.10.8 Avaliacdo do ciclo celular de promastigotas de L. infantum tratados com o

composto TQCL

Promastigotas de Leishmania infantum (107 células/mL) foram tratadas com TQCL
(6,29 e 12,58 uM) por 24 horas a 24 °C, lavadas com PBS, permeabilizadas com 1 mL de
etanol a 70% e incubadas a -20 °C por 1 hora. Em seguida, foram incubadas com 1 pg/mL de
Ribonuclease A (Sigma-Aldrich) por 1 hora a 37 °C. Posteriormente, as amostras foram
incubadas com iodeto de propidio (PI), (Sigma-Aldrich, EUA) na concentracao de 1,0 pg/mL
por 20 minutos a temperatura ambiente. Para controle negativo utilizou-se parasitos nao
tratados. Miltefosina 6,47 uM foi utilizada como controle positivo. Os dados foram
adquiridos usando o citdmetro FACsCanto II (Becton Dickinson, Rutherford, NJ, EUA)
equipado com o software DIVA (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
EUA), conforme descrito por Souza (2025).

3.10.9 Avaliacio dos niveis de Oxido Nitrico produzidos por macréfagos infectados

com L. infantum

Para avaliar o conteudo de NO, o sobrenadante da cultura de macréfagos infectados
com L. infantum e tratados com TQCL foi coletado. A produg¢do de NO foi medida
indiretamente pela quantificagdo dos niveis de oxidagcdo de nitrito utilizando o método
colorimétrico de Griess. A absorbancia foi medida a 540 nm utilizando um espectrofotdometro
(Multiskan MS). Macrofagos nao estimulados e infectados, cultivados apenas em meio
RPMI, foram utilizados como controle negativo. Para a estimulagdo positiva, as células foram
cultivadas com 5 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) - (Sigma-Aldrich, EUA), conforme
descrito por Antinarelli (2019).

3.11 Analise ultraestrutural em promastigotas de L. infantum tratadas com o

composto TQCL

A avaliacdo ultraestrutural utilizando as técnicas de Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) e Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), foram realizadas em
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parceria com o Prof. Dr. Victor do Valle Midlej, Laboratorio de Ultraestrutura Celular,
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.

As amostras foram primeiramente processadas no laboratério de parasitologia
NUPEP/UFIJF da seguinte maneira: promastigotas de L. infantum foram tratados com o
composto TQCL nas concentragdes de 6,29 uM e 12,58 uM durante 24 horas. Apos esse
periodo foi realizada a lavagem das promastigotas com PBS e fixacdo com solucdo de
glutaraldeido a 2,5 %, em tampao cacodilato de sédio 0,1 M por 1 hora. Essas etapas
descritas foram igualmente empregadas tanto para processamento do material para
microscopia eletronica de varredura (MEV) e para microscopia eletronica de transmissao

(MET), conforme descrito por Souza (2025).

3.11.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Apos fixacdo do material, as células foram desidratadas em concentragdes crescentes
de etanol e posteriormente secas com CO,, revestidas com uma espessa camada de ouro e
analisadas utilizando um microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM-6390, Téquio,

Japao), conforme descrito por Souza (2025).

3.11.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Apos a fixacdo em cacodilato de so6dio 0,1 M por 1 hora, as células foram pos fixadas
em em tetroxido de dsmio a 1% e ferrocianeto de potassio a 0,8%. Em seguida, as células
foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona, incluidas em resina Epon,
seccionadas em fatias ultrafinas (60-70 nm) e coradas com acetato de uranila (5%) e citrato
de chumbo 0,2%. As sec¢des foram analisadas com um microscopio eletronico de transmissao
Hitachi HT 7800 (Toquio, Japao). Todos os ensaios foram realizados em trés experimentos

independentes, cada um em triplicata (Souza, 2025).

3.12 Avaliacio integrada do modo de acdo do composto TQCL através de analise

grafica “’Spider plot” e grafico de calor

Para visualizacdo e compreensdao do modo de agdo envolvendo o composto TQCL na

atividade antileishmanial, foram realizadas anélises quantitativas em formato de grafico em
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forma de “’Spider plot”, no portugués também denominado como ‘’grafico de radar.” Além
disso, foi aplicada andlise quantitativa grafica em formato de grafico de calor.

Os dados experimentais foram processados utilizando software através dos valores
meédios obtidos dos experimentos em triplicata independente do parametro analisado. As
analises computacionais, normalizagdo de dados e representacdo grafica foram realizadas
utilizando Python (3.10), biblioteca Pandas (v1.5) e NumPy (v1.23). Matplotlib (v3.6) e
Seaborn (v0.12) foram utilizados para visualizacdo dos dados em alta resolugao.

O “’Spider plot” foi construido com o objetivo de evidenciar a acdo bioldgica do
composto TQCL através dos resultados do tratamento nas concentragdes de 6,29 uM e 12,58
UM comparadas ao farmaco de referéncia miltefosina e ao controle n. Os dados foram
normalizados em uma escala adimensional variando de 0 a 1, levando em consideragdo a
diversidade de medidas biologicas (porcentagem e média de fluorescéncia, por exemplo). O
centro do grafico (0) representa o controle e a periferia (1) representa o maior impacto
bioldgico maximo observado por cada marcador. Nos pardmetros caracterizados por um
aumento, tais como: ROS, superdxido, exposicdo de fosfatidilserina, permeabilidade da
membrana, anélise do ciclo celular e aumento de lipidios, a normalizagdo minimo-maxima foi

aplicada pela seguinte férmula:

Xi—min (X)
max (X)—min (X)

Xnorm =

O “X” representa o vetor de marcador biologico e ’Xi”’o valor de um determinado
tratamento que foi convertido em escala normalizada. No parametro ‘’Potencial de
Membrana Mitocondrial (A%¥m),”que a avaliacdo resultou na diminui¢do da fluorescéncia
(despolarizagdo), foi aplicada normalizagdo inversa para garantir que qualquer expansao além
da area delimitada do grafico represente um aumento do dano celular e impacto
farmacolodgico.

Na confecgdo do grafico de calor, duas andlises de correlagdo foram realizadas para
evidenciar a consisténcia dos efeitos farmacoldgicos. As matrizes foram feitas utilizando
mapas de calor em paleta de cores divergentes, no qual valor préximo a +1 (vermelho escuro)
indica rela¢do positiva linear, ja os valores proximos a -1 (azul escuro) aponta para uma
relacdo negativa e valores proximos a 0 (branco) indica auséncia de correlacdo linear. Na
matriz de correlagdo de marcadores, foi aplicada uma mascara triangular superior para evitar

redundancia.
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Para matriz de correlagdao dos tratamentos, a fim de quantificar a semelhanca entre a
acdo biologica dos grupos experimentais, foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson
(r), calculado pelos vetores de resposta médica dos tratamentos (Controle, TQCL 6,29 uM,
TQCL 12,58 uM e Miltefosina). Essa etapa tem o objetivo de medir o grau de convergéncia
do “’modo de acao” entre o composto € o farmaco de referéncia.

Na matriz de correlagdo de marcadores biologicos foram calculados os coeficientes de
correlacdo de Pearson entre todas as variaveis e condi¢gdes de tratamento com o objetivo de

identificar relagdes funcionais e dependéncias entre os processos celulares analisados.

3.13 Analise estatistica

Os programas GraphPad Prism 5.0 (Graph Prism Inc., San Diego, CA) e Probit foram
utilizados para realizar as analises estatisticas realizadas nos experimentos. Os resultados
foram comparados através da andlise de variancia Oneway-ANOVA com posterior teste de
Dunnett. Foram considerados significativos valores de p menores que 0,0001 (***), 0,001

(**)e 0,01 (*), sendo representados na parte superior de cada grafico.



44

4 RESULTADOS

Os resultados abaixo descritos fazem parte do artigo submetido para publicacdo no
“Chemico-Biological Interactions (Manuscript Number: CHEMBIOINT-D-26-00559), sob o
titulo “Quinoline-Aminothiazole Derivative Targets Mitochondrial Function and Triggers
Lethal Cellular Collapse in Leishmania infantum”, no qual sou a primeira autora (Apéndice
A).

4.1 Avaliacio in vitro da atividade antileishmanial e citotoxicidade em células de

mamiferos do composto TQCL em L. infantum

Os resultados da atividade antileishmanial in vitro e da citotoxicidade em macrofagos
murinos do composto TQCL siao mostrados na Tabela 1. Como pode ser observado, o
composto TQCL apresentou Cls, de 6,29 uM e 9,76 uM para promastigotas e amastigotas de
L. infantum, respectivamente. Estes valores indicam atividade antileishmanial promissora
uma vez que o Cls, foi abaixo de 10 uM. Além disso, o valor de Cls, observado em
promastigotas, ¢ préximo ao valor da droga de referéncia, miltefosina, que apresentou Cls,
de 6,47 uM.

Em relagdo ao CCs,, concentragcdo que inibe 50% da viabilidade dos macrofagos, foi
possivel observar que o composto apresentou baixa citotoxicidade para a célula hospedeira
demonstrando um CCy, de 115,33 uM. A partir desses dados, foi calculado o indice de
seletividade (IS), razao entre CCsy, para macréfagos e Cls, para amastigotas e promastigotas, o
qual mostrou que o composto apresentou IS de 18,33 e 11,82 em amastigotas e promastigotas

respectivamente, revelando uma boa seletividade ao parasito em relacdo a célula hospedeira.

Tabela 1: Valores de Cl;, em promastigotas e amastigotas de L. infantum, CCsy em
macrofagos e o indice de seletividade do TQCL.

Composto  Promastigotas  Macrofagos Amastigotas Indice de
CI5 pM™* CCs) pM®* Cl5 pM™* Seletividade (IS)*
TQCL 6,29 115,33 9,76 18,33¢/11,82f
(5,35-7,39) (86,41-153,92) (7,77-12,25)
Miltefosina 6,47+ 0,11 131,90 £3,9 0,65 20,39¢/202,90"
(0,51-0,83)

"Cls,: Concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento dos parasitos. °CCs:
Concentracdo que inibe 50% da viabilidade dos macréfagos. “Concentragdo que inibe 50% do
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crescimento dos parasitos. ‘I.S: Razdo entre CCs, para macrofagos e Cls, para ‘promastigotas
e 'amastigotas.

A figura 8 ilustra a atividade do TQCL em macréfagos infectados com formas
amastigotas de L. infantum. E possivel verificar que o composto foi ativo em todas as
concentragdes testadas, incluindo naquelas mais baixas. Foi observada uma inibicao
expressiva da carga global dos parasitos nas concentragdes de 50 uM, 25 uM e 12,5 uM do
composto, inibindo 77,55%, 71,90% e 66,5% da carga global dos amastigotas,
respectivamente. J4 nas concentragdes de 6,25 uM e de 3,12 uM a inibi¢do foi de 31,53% e
28,84% respectivamente. Os dados acima demonstram que o composto teve uma agdo dose

dependente quanto a inibi¢do dos parasitos intracelulares.
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Figura 8: Atividade do composto TQCL em macrofagos infectados com L. infantum. Foi
realizada a infeccdo dos macrofagos murinos com promastigotas de L. infantum na propor¢ao
1:10 (macrofago/parasito) com interacdo por 24 horas. Apds a lavagem com PBS, foi
realizado o tratamento com o composto por 72 horas, as células foram coradas com Giemsa
para posterior leitura em microscopio Optico. A avaliagdo da atividade antileishmanial foi
realizada através de trés experimentos em duplicata, pela contagem de amastigotas de
macroéfagos infectados e nao infectados, respeitando um total de 200 macrofagos para cada
laminula. O resultado foi expresso em % de inibicdo da carga global em relagdo ao controle
nao-tratado (Controle). As analises estatisticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional
seguida de pds-teste de Dunnett: P<0,001 (**) e P<0,0001 (***).
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Além da inibicdo da carga parasitaria global, TQCL também foi efetivo na redugdo
da porcentagem de macréfagos infectados com formas amastigotas de L. infantum (Figura 9).
Como pode ser observado, a porcentagem de macréfagos infectados apds tratamento com o
composto a 50 uM, 25 uM e 12,5 uM foi de 28%, 39% e 38%, respectivamente, enquanto o

controle negativo, ou seja, sem tratamento, teve 79% de células infectadas.
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Figura 9: Atividade do composto TQCL em macrofagos infectados com L. infantum. A
infeccdo dos macréfagos murinos com promastigotas de L. infantum foi realizada na
propor¢ao 1:10 (macrofago/parasito) com interagdo por 24 horas. Apods a lavagem com PBS,
foi realizado o tratamento com o composto por 72 horas, as células foram coradas com
Giemsa para posterior leitura em microscopio Optico. A avaliagdo da atividade
antileishmanial foi realizada em trés experimentos em duplicata, pela contagem do nimero de
amastigotas, de macrofagos infectados e ndo infectados, respeitando um total de 200
macrofagos para cada laminula. O resultado foi expresso em (%) de células infectadas em
relacdo ao controle ndo-tratado (Controle). As analises estatisticas foram feitas utilizando
ANOVA unidirecional seguida de pds-teste de Dunnett: P<0,01 (*) e P<0,001 (**).

[lustrando o efeito do TQCL nas concentragdes de 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM
e 3,12 uM, ¢ possivel evidenciar a redu¢do expressiva da carga parasitaria (setas) por

macrofago infectado, proporcionalmente a concentragdo do composto utilizada (Figura 10).
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Figura 10: Atividade do composto TQCL em macréfagos infectados com L. infantum.
Foi realizada a infeccdo dos macréfagos murinos com promastigotas de L.infantum na
proporcao 1:10 (macrofago/parasito) com interagdo por quatro horas. Apos a lavagem com
PBS, foi realizado o tratamento com o composto por 72 horas, as células foram coradas com
Giemsa com leitura em microscopio optico. As concentragdes utilizadas foram de 50 uM (A),
25 uM (B), 12,5 uM (C), 6,25 uM (D) e 3,12 uM (E), além do controle sem tratamento (F).
As setas indicam formas amastigotas de L. infantum no interior de macrofagos. Imagens
analisadas e fotografadas através da técnica de Microscopia Optica observadas em aumento
de 1000x. Fonte: Proprio autor.
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4.2 Modo de acdo do composto TQCL em promastigotas de L. infantum

A fim de ampliar os estudos sobre o efeito do TQCL em L. infantum, foram utilizadas
técnicas variadas e especificas para determinar os alvos associados ao de modo de a¢do do
composto. Nos ensaios com promastigotas, os parasitos foram tratados, por 24 horas, nas
concentragdes de 6,29 uM e 12,58 uM, correspondentes a 1 e 2 vezes o Cls, (72 horas de
tratamento). A escolha da dose do composto para estes estudos deve ser feita com cautela e,
com base em dados do grupo, optou-se por utilizar o valor de Cls, como "concentragdao de
referéncia" porém em um curto periodo de tratamento (24 horas), com o intuito de observar
as alteracdes biologicas e bioquimicas antes da morte celular.

Nos ensaios com macrofagos infectados com L. infantum, foram utilizadas as mesmas
concentracdes dos ensaios da atividade em amastigotas intracelulares, ou seja, 50,0 uM; 25,0
uM; 12,5 uM; 6,25 uM e 3,12 uM, uma vez que os sobrenadantes deste teste foram coletados

para determinar os niveis de NO associados ao tratamento com TQCL.

4.2.1 Avaliacdo do composto TQCL na manutencio do potencial de membrana

mitocondrial (A¥Ym)

A manutenc¢do do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) desempenha um papel
fundamental na homeostase mitocondrial. A disfungdo mitocondrial em promastigotas
tratados com o composto TQCL foi analisada pelo corante potenciométrico JC-1 que
demonstrou uma reducdo significativa na razdo de intensidade de fluorescéncia
vermelha/verde de 52,96% e 51,73% apds tratamento com o composto TQCL nas
concentragdes de 6,29 uM e 12,58 puM, o que indicou despolarizagdio da membrana

mitocondrial (Figura 11). Parasitos tratados com FCCP reduziram o AYm em 39,87%.
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Figura 11: Alteracdo no potencial de membrana mitocondrial (Aym) em promastigotas
de L. infantum tratadas com TQCL. Os parasitos ndo tratados (controle negativo) ou
tratados com composto TQCL (6,29 uM ou 12,58 puM) foram marcados com corante
fluorescente JC-1 ap6s 24h de tratamento. FCCP a 5 uM foi utilizado como controle positivo.
Os resultados foram expressos pela razdo da fluorescéncia vermelha/verde. As analises
estatisticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional seguida de pos-teste de Dunnett:
P<0,0001 (**%*).

4.2.2 Efeito do composto TQCL na producio de EROs em promastigotas de

L.infantum

A cadeia respiratoria mitocondrial € o principal sitio de producao de espécies reativas
do oxigénio (EROs) (Fidalgo; Gille, 2011; Menna-Barreto, 2014). O estresse mitocondrial
desencadeado pela perturbacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) pode
desencadear a geragdo excessiva de EROs. Esses EROs mitocondrial podem atravessar a
membrana mitocondrial, atingir organelas e outras estruturas celulares no citoplasma,
induzindo a oxida¢dao de macromoléculas essenciais como proteinas, DNA e lipidios,
desencadeando um actimulo de danos irreversiveis que culminam na morte do parasito

(Menna-Barreto, 2014).



50

Visto que o composto induziu a despolarizagdo do potencial de membrana
mitocondrial, avaliou-se se ocorreu a gerag¢do de radicais de oxigénio toxicos na mitocondria
do parasito. Inicialmente, utilizou-se a sonda fluorescente H,DCFDA, que ¢ altamente
sensivel na quantificacdo de diferentes radicais derivados do oxigénio, principalmente
radicais hidroxila e peroxido de hidrogénio. Os resultados apresentados na Figura 12
mostraram que o tratamento com TQCL a 12 uM levou ao aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em 188% em relagcdo ao controle. A miltefosina, usada para

comparag¢ao, também levou a um aumento de 262% nos niveis de ROS total.
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Figura 12: Producio de ROS em promastigotas de L. infantum tratadas com o composto
TQCL. Promastigotas ndo tratados (controle negativo) ou tratados com o composto TQCL
(6,29 uM ou 12,58 uM) foram marcados com H,DCFDA apo6s 24 h de tratamento.
Miltefosina 6,47 uM foi utilizado como controle positivo. A intensidade da fluorescéncia foi
medida por fluorimetria e os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (u.a.) dos
resultados de trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram feitas utilizando
ANOVA unidirecional seguida de pos-teste de Dunnett: P<0,0001 (***).
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4.4.3 Avaliacdo dos niveis de superoxido mitocondrial em promastigotas de L.

infantum tratadas com TQCL

Em seguida, avaliou-se os niveis de EROs utilizando-se o indicador Mitosox, que ¢
especifico para quantificagdo dos niveis de superdxido mitocondrial. O anion superdxido sdo
radicais intermedidrios formados pela reducdo incompleta do oxigénio, sendo um precursor
para a geragdo dos radicais hidroxila e peroxido de hidrogénio (Menna-Barreto, 2014). O
tratamento com a molécula induziu um aumento nos niveis de radicais superdxido de 26,11%
apos tratamento com a concentracdo de 12,58 uM do composto. O aumento na producdo

desses radicais ap6s tratamento com miltefosina foi de 38,92% (Figura 13).
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Figura 13: Producio de radicais superdxido em promastigotas de L. infantum tratadas
com o composto TQCL. Promastigotas nao tratados (controle negativo) ou tratados com o
composto TQCL (6,29 uM ou 12,58 uM) foram marcados com MitoSOX apos 24 h de
tratamento. A miltefosina foi utilizada como controle positivo. Promastigotas de L. infantum
foram tratadas com TQCL (6,29 uM e 12,58 uM) por 24 horas a 25 °C. Os parasitos foram
entdo marcados com MitoSOX e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada em
espectrofluorimetro a 540/600 nm de excitagdo/emissdo. As analises estatisticas foram feitas
utilizando ANOVA unidirecional seguida de pos-teste de Dunnett: P< 0,001 (**).



52

4.4.4 Avaliacio da producio de corpusculos lipidicos em promastigotas de L.

infantum tratadas com TQCL

Considerando o dano mitocondrial e o estresse oxidativo observados nos
promastigotas apos o tratamento com o composto, os niveis de produgdo de corpusculos
lipidicos foi investigado usando a sonda fluorescente Nile Red que detecta principalmente
lipidios neutros. O acumulo destas organelas pode estar associado a uma tentativa de
sobrevivéncia da célula para suprir sua necessidade energética sob condigdes de estresse
oxidativo e disfun¢do mitocondrial (Lee, 2013; Das Chagas Almeida, 2022). A formacgao de
corpusculos lipidicos também tem sido observada em decorréncia da alteracdo na composicao
lipidica da membrana plasmatica da Leishmania, devido ao acimulo de lipidios precursores
(Rodrigues, 2008). De acordo com os dados apresentados na Figura 14, os niveis de
fluorescéncia foram significativamente maiores (15,33% e 34,62%) apos tratamento com

TQCL a 6,29 uM e 12,58 uM quando comparado ao controle ndo tratado.
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Figura 14: Avaliacdo da formacdo de corpusculos lipidicos em promastigotas de L.
infantum tratadas com o composto TQCL. Promastigotas de Leishmania infantum foram
incubados com o composto TQCL por 24 h e apdés foram marcados com o corante
fluorescente Nile Red, e a intensidade da fluorescéncia foi avaliada usando um fluorimetro de
microplacas. Miltefosina foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram obtidos a
partir da média de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. As analises
estatisticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional seguida de pds-teste de Dunnett:
P<0,01 (*) e P<0,0001 (**%*).
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4.4.5 Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de promastigotas de L.

infantum tratadas com o composto TQCL

No intuito de avaliar se 0 modo de a¢do do composto TQCL envolve ruptura da
membrana plasmatica, evento associado a morte celular por necrose, realizou-se a marcagao
com iodeto de propideo (PI). A membrana plasmatica da Leishmania spp. e outros
tripanossomatideos apresenta diferencgas constitutivas na sua composicao lipidica e proteica
em relagdo a membrana do hospedeiro mamifero, o que a torna um alvo crucial para a acdo
de drogas. Alteragdes na integridade da membrana plasmatica podem levar & morte do
parasito devido a formacao de poros na membrana, falha no transporte de nutrientes e ions e
no equilibrio do pH (Amaral, 2024). De fato, os resultados demonstraram que o tratamento
dos promastigotas de L. infantum com o composto TQCL na concentragdo de 12,56 uM
causou danos a membrana do parasito, evidenciado pelo aumento dos niveis de fluorescéncia

do PI em aproximadamente 113,33% (Figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo da integridade da membrana plasmaitica de promastigotas de L
infantum tratadas com o composto TQCL. Apos o tratamento dos promastigotas de L.
infantum com 6,29 ou 12,56 uM do composto TQCL por 24h, os parasitos foram marcados
com iodeto de propidio (PI) e a intensidade de fluorescéncia foi avaliada usando um
fluorimetro de microplacas. Como controle positivo foi realizado o aquecimento dos
promastigotas por 10 minutos a 65°C. As analises estatisticas foram feitas utilizando ANOVA
unidirecional seguida de pos-teste de Dunnett: P<0,0001 (**%*).
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4.4.6 Avaliacio do acumulo de vacuolos autofagicos apods tratamento dos

promastigotas de L. infantum com TQCL

Foi também avaliada a possivel ocorréncia de morte por autofagia em promastigotas
de L. infantum induzida pelo tratamento com o composto TQCL. Para isto foi realizada a
marcacdo com MDC, um marcador para vactolos autofadgicos e as amostras foram avaliadas
por fluorimetria. Os resultados mostraram que a intensidade de fluorescéncia foi
significativamente reduzida em todas as concentragdes avaliadas em comparagdo ao controle
ndo tratado. Promastigotas submetidas a estarvagdao de nutrientes com PBS tiveram um
aumento na formagao de vacuolos autofagicos de 124,68% em relacdo ao controle ndo tratado

(Figura 16).
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Figura 16: Avaliacdo do acumulo de vacuolos autofiagicos apos tratamento dos
promastigotas de L. infantum com TQCL. A formagdo de vacliolos de autofagia em
promastigotas tratados com TQCL foi avaliada por fluorimetria apds 24 h de incubagdao com
o composto a 6,29 e 12,58 uM. Promastigotas incubadas com PBS por 24 horas foram
utilizados como controle positivo. Os dados foram expressos como as médias de trés
experimentos independentes, que foram realizados em triplicata. As analises estatisticas
foram feitas utilizando ANOVA unidirecional seguida de pds-teste de Dunnett: P<0,001 (**)
e P<0,0001 (***).
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4.4.7 Avaliacao da externalizacio de fosfatidilserina em promastigotas de L. infantum

tratadas com o composto TQCL

A avaliacdo da externalizagdo da fosfatidilserina foi realizada utilizando dupla
coloragdo com Anexina V-FITC e PI, e conduzida por citometria de fluxo. O composto
TQCL, na concentragdo de 12,58 uM, causou um aumento na populacao de promastigotas
em estagios iniciais de apoptose (anexina V+, PI-), estagios tardios de apoptose (anexina V+,
PI+) e necrose (anexina V-, PI+) de 4,65, 24,98 e 21,44 vezes, respectivamente, quando
comparado ao controle ndo tratado. Para a miltefosina, as alteracdes observadas foram:
estagio inicial de apoptose (4,24 vezes), estagio tardio de apoptose (21,96 vezes) e necrose

(5,02 vezes) (Figura 17).
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Figura 17: TQCL induz a exposicdo de fosfatidilserina na membrana celular de
promastigotas de L. infantum. Os parasitos foram tratados com Cls, e 2XCls, de TQCL por
24h. A exposicao de fosfatidilserina foi avaliada por dupla coloragdo com as sondas
fluorescentes anexina V-FITC e iodeto de propidio (PI). As células foram analisadas
utilizando um citdometro de fluxo BD FACSCanto II, com graficos de dispersao
representativos de trés experimentos independentes. As andlises estatisticas foram feitas
utilizando ANOVA unidirecional seguida de pos-teste de Dunnett: P<0,001 (**) e P<0,0001
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4.4.8 Avaliacio das alteracées do ciclo celular de promastigotas de L. infantum
tratados com TQCL

Para avaliar o efeito do TQCL na regulagdo do ciclo celular de promastigotas de L.
infantum, realizamos coloracdo com iodeto de propidio (PI), um corante intercalante ao
DNA, seguida de andlise por citometria de fluxo. A Figura 18 mostra que o tratamento com
TQCL interfere na progressao do ciclo celular dos parasitos. Observou-se que 34,5% dos
parasitos nao tratados estavam na fase GO/G1 do ciclo celular, enquanto que, no tratamento
com TQCL nas concentragdes de 6,29 uM ou 12,58 uM, observou-se que 42,8% e 47,6%
dos parasitos estavam nessa fase, respectivamente. Além disso, houve uma diminuicao

significativa na fase G2/M do ciclo celular ap6s o tratamento com TQCL.
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Figura 18: Analise das alteracdes do ciclo celular de promastigotas de L. infantum
tratadas com TQCL. (A) Histograma mostrando a andlise da distribui¢ao do ciclo celular
por citometria de fluxo apos tratamento com TQCL (6,29 uM e 12,58 uM) ou miltefosina
(6,47 uM) por 24 h. Um total de 10.000 eventos foram analisados. Os histogramas foram
obtidos utilizando o software FlowJo versao 10. (B) Porcentagem de células em cada fase do
ciclo celular. Os dados foram expressos como a média de trés experimentos independentes,
realizados em triplicata. As andlises estatisticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional
seguida de pods-teste de Dunnett: P<0,01 (*) e P<0,001 (**).
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4.4.9 Avaliacdo dos niveis de NO produzidos por macrofagos infectados com L.

infantum

Com o objetivo de verificar o estimulo da atividade microbicida de macréfagos
infectados com promastigotas de L. infantum tratados com TQCL, avaliou-se a producao de
NO, quantificado de forma indireta através da determinagdo dos niveis de oxidagao do nitrito.
O tratamento com TQCL nas concentracdes de 50 pM, 25 puM e 12,5 uM induziu
significativamente, de maneira dose-dependente, aumento nos niveis de nitrito de 18,1, 11,7 ¢
8 vezes, respectivamente, em macréfagos tratados quando comparados aos macrofagos

infectados nao tratados (Figura 19).
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Figura 19: Avaliacdo dos niveis de NO produzidos por macroéfagos infectados com L.
infantum. Macrofagos infectados com formas promastigotas de L. infantum foram incubados
em diferentes concentragdes do composto (3.12 uM - 50 uM) durante 48h. Os niveis de
nitrito foram quantificados utilizando sobrenadante da cultura de macréfagos infectados pela
metodologia de Griess. Macrofagos infectados e estimulados com LPS foram utilizados como
controle positivo. As analises estatisticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional
seguida de pos-teste de Dunnett: P<0,01 (*), P<0,001 (**) e P<0,0001 (***).
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4.5 Avaliacdo das alteracées ultraestruturais em promastigotas de L. infantum

tratadas com TQCL

A avaliacdo ultraestrutural em promastigotas de L. infantum foi realizada por meio
das técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de
transmissdao (MET). Promastigotas de L. infantum foram tratadas com as concentracdes de 1x
e 2x o valor para Cls,, para analise em ambas as técnicas de microscopia. Os achados estdo

descritos a seguir.

4.5.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Analisando as imagens obtidas apos a MEV, o controle negativo (sem tratamento) e as
células incubadas com DMSO nao apresentaram alteragcdes morfologicas, mantendo
preservada sua morfologia tipica alongada. Ja no tratamento com 1x o Cls;, o composto
TQCL induziu alteragdes importantes, sendo observadas células arredondadas com leve
rugosidade na membrana, com alguns parasitos apresentando debris proximos ao flagelo.
Estes efeitos foram ainda mais marcantes quando os promastigotas foram tratados na
concentracdo de 2x o Cls,, com pronunciada reducdo e arredondamento do corpo celular,
encurtamento do flagelo e grande ntimero de debris celular (Figura 20).

Tais achados da MEV reforcam o efeito toxico do composto em promastigotas de L
.Infantum, com alteracoes morfologicas significativas detectadas a partir da menor
concentragdo utilizada (Ix ICso), indicando possivel comprometimento da membrana
plasmatica e da estrutura flagelar. Além disso, ¢ possivel observar que o aumento da dose

para de 2x Cls,, potencializa o efeito danoso, sugerindo perda da viabilidade celular.
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Figura 20: Analise morfologica do efeito do TQCL em promastigotas de Leishmania
infantum. (a-f) Sdo apresentadas as micrografias por microscopia eletronica de varredura
(MEV). (a) Controle demonstrando diferentes parasitos em sua morfologia alongada tipica.
(b) Parasitos apresentando morfologia preservada apds incubagdo com o solvente organico
DMSO. (c-d) TQCL a 6,29 uM: Células com morfologia arredondada (seta) e com leve
rugosidade na membrana. Alguns parasitos apresentam debris proximo ao flagelo (asterisco).
(e-f) TQCL a 12,58 uM: Parasitos com a morfologia arredondada (seta), encurtamento do
flagelo (cabeca de seta) e debris celular (asterisco).
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4.5.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Inicialmente € possivel observar na Figura 21 que os parasitos no grupo controle (sem
tratamento - Figura 21A e B) e nos tratadas com DMSO (Figura 21C), apresentam formas
tipicas bem preservadas, com corpo celular alongado e citoplasma integro sem alteragao
ultraestrutural. Ja para o tratamento de promastigotas na concentragdo de 1x o Cls,, foram
observadas alteracdes ultraestruturais significativas, tais como inchago mitocondrial, presenca
de gotas lipidicas, além de vactiolos com membranas eletrondensas ao lado da bolsa flagelar,
bem como células com conteudo citoplasmatico extraido (Figura 21D e E). Assim como
observado na MEV, as alteragdes em promastigotas tratados com 2x Cls, foram ainda mais
evidentes, com dano mitocondrial acentuado, caracterizado ndo apenas pelo inchaco da
organela mas também pela auséncia das cristas, indicando prejuizo celular avangado e
possivel comprometimento da viabilidade do parasito.

As alteracdes observadas na MET indicam forte atuagdo do composto TQCL em
promastigotas de L. infantum, provocando alteragdes progressivas com dano direcionado
principalmente a mitocondria, evidenciado pelo inchago mitocondrial, além de possivelmente
alterar o metabolismo lipidico dos parasitos em resposta ao estresse celular, devido a

presenga de gotas lipidicas observadas no tratamento com a menor concentragdo analisada.
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Figura 21: Analise ultraestrutural dos efeitos do TQCL em promastigotas de
Leishmania infantum. (a-b) Controle apresentando algumas estruturas citoplasmaticas do
parasito bem preservadas, além do corpo celular alongado e citoplasma integro. (c) Parasitos
tratados com o DMSO ndo apresentam alteragdo ultraestrutural. (d-e) Parasitos tratados com
TQCL a 6,29 uM. (d) Note um inchaco mitocondrial (asterisco) e a presenca de gotas
lipidicas (LD). (e) E possivel observar inchago mitocondrial (inset, asterisco). Foi observado
vacuolo com membranas eletrondensas ao lado da bolsa flagelar (cabega de seta). (f, g)
Parasitos tratados com TQCL a 12,58 puM: Presenca de gotas lipidicas (LD), inchago
mitocondrial sem a presenga de cristas (seta). Note presenca de grandes vactiolos (v) e células
com contetido citoplasmatico extraido (estrela). Nucleo (N), cinetoplasto (K), mitocondria
(M), reticulo endoplasmatico (R), flagelo (F).
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4.6 Avaliacao integrada do modo de acdo do composto TQCL utilizando grafico no
modelo “’Mapa de calor” e ’Spider plot”

Com o objetivo de obter uma maior compreensdo do modo de acdo do composto
TQCL e a interacdo entre eles, foi realizado analise grafica quantitativa em modelo de
“’Mapa de Calor” e “’Spider plot” com base nos resultados obtidos nos experimentos. Os
dados experimentais utilizados na confec¢ao dos graficos incluem: avaliagdo do potencial de
membrana mitocondrial, estresse oxidativo (ROS e superoxido), quantificagdo de goticulas
lipidicas, permeabilizacdo da membrana (captacdo de iodeto de propidio), exposicao de
fosfatidilserina (coloragdo com Anexina V/PI), distribuicdo do ciclo celular e ensaios de
autofagia. Os dados foram normalizados na escala de 0 (controle) a 1 (efeito maximo). As

concentragdes do composto TQCL utilizadas foram de 6,29 uM e 12,58 uM.

4.6.1 Avaliacgao integrada do modo de acdo do composto TQCL em grafico no modelo

“’Mapa de calor”

Com base no Mapa de calor, que correlaciona os efeitos do composto TQCL, ¢
possivel observar uma forte relagdo causal entre alguns eventos bioquimicos com correlagado
quase absoluta entre ROS total, radicais superdxido e permeabilidade da membrana
plasmatica (r > 0,99). Tal fato corrobora com a hipotese de que a peroxidacdo lipidica
causada pelo estresse oxidativo gera, consequentemente, dano a membrana plasmatica. A
exposi¢ao de fosfatidilserina (PS) e a parada do ciclo celular (GO/G1) obteve correlagdo de r
=0,96, indicando que a interrupcdo da replicacdo do DNA e a sinaliza¢do de morte celular a
partir da externalizacdo da fosfatidilserina sdo eventos correlacionados e integrados (Figura
22).

O coeficiente negativo entre a alteragdo do potencial de membrana mitocondrial
(A¥Ym) e os marcadores de dano confirma a hipétese de que a perda do potencial de
membrana ¢ o gatilho central para uma cascata de eventos subsequentes. Os eventos como
ROS total, formac¢do de radicais superoxido, corpusculos lipidicos, alteracdo da
permeabilidade de membrana e exposicao de fosfatidilserina apresentam correlagdes muito
altas entre si (0,71 a 0,99), sugerindo que o aumento do estresse oxidativo estd fortemente

associado a danos de membrana e ativacao de apoptose.
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Matriz de correlacdo entre marcadores bioldgicos
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Figura 22: Mapa de calor dos efeitos celulares integrados do composto TQCL em
promastigotas de L. infantum apés 24h de tratamento nas concentracdes de 6,29 pM e
12,58 nuM. As relagdes entre os processos celulares induzidas pelo composto foi realizada
através da “’Matriz de correlagdo entre marcadores biologicos.”’ As relagdes foram
representadas em escala de cores variando de intensidade na cor azul e vermelha, sendo mais
proximo da cor vermelha (+1) indicativo de forte correlacdo linear, enquanto valores mais
proximos da cor azul (-1), indicam relagdo negativa. Valores proximos de zero representam
auséncia de correlacdo linear. As andlises computacionais, normalizagdo de dados e
representacdo grafica foram realizadas utilizando software Python (3.10), biblioteca Pandas
(v1.5), NumPy (v1.23), Matplotlib (v3.6) e Seaborn (v0.12).
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4.6.2 Avaliacio integrada do modo de acdo do composto TQCL em grafico no modelo

“’Spider plot”

O grafico em modelo “’Spider plot”, como mostra a Figura 23, demonstra que alguns
efeitos do composto foram bem relevantes, incluindo a alteragdo do potencial de membrana
mitocondrial (A¥m), que atingiu o impacto maximo (préximo a 1,0) na concentragao de 6,29
uM e também na concentracdo de 12,58 uM, evidenciando que o composto apresenta foco
biologico na mitocondria, precocemente a outros danos bioquimicos.

O composto demonstrou efeito mesmo na menor concentragdo analisada (6,29 uM),
com efeito moderado na parada do ciclo celular, indu¢dao da exposicao da fosfatidilserina,
formacgdo de corpusculos lipidicos e discreta alteracdo na permeabilidade de membrana,
indicando um efeito moderado, mas ainda presente, sem provocar colapso multissistémico.

Na concentracdao de 12,58 uM, o grafico revela que os danos causados pelo TQCL
sd0 mais relevantes, principalmente para os ensaios de exposicdo de fosfatidilserina,
formacdo de corpusculos lipidicos, alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica e
parada do ciclo celular. Além disso, ainda ¢ observada uma agao direcionada a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e producdo de superoxido. Esses dados revelam que o
composto na concentragdo mais elevada gera uma resposta bioldgica que evolui para um
colapso multissistémico e perda da viabilidade celular, sugerindo dano mitocondrial e
estresse oxidativo intenso.

A miltefosina, farmaco de referéncia utilizado como comparativo dos ensaios
experimentais, apresentou forte acdo na producdo de ROS total, produ¢do de superdxido,
parada do ciclo celular e exposicao de fosfatidilserina. Ressalta-se que o composto TQCL
apresentou efeito maior que a miltefosina nos parametros de produgdao de corpusculos

lipidicos, exposi¢do de fosfatidilserina e parada do ciclo celular.
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Perfil comparativo do modo de a¢do do TQCI em escala normalizada (0-1)
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Figura 23: Grafico em modelo ¢’Spider plot” dos efeitos celulares integrados do
composto TQCL em promastigotas de L. infantum apoés 24h de tratamento nas
concentracoes de 6,29 pM e 12,58 pM. Cada eixo do grafico representa um parametro
experimental normalizado em uma escala de 0 (nenhum efeito detectavel) a 1 (efeito maximo
observado em relagdo aos controles ndo tratados). A normalizacdo foi fundamentada na
variacdo percentual ou na razdo de mudanca obtida a partir do potencial de membrana
mitocondrial (A¥Wm), estresse oxidativo (ROS e superdxido), acimulo de corpusculos
lipidicos, permeabilizagdo da membrana plasmatica, exposicdo de fosfatidilserina,
distribuicdo do ciclo celular e avaliacdo da autofagia. O grafico “’Spider plot” reflete a
magnitude do efeito e ndo implica relevincia bioldgica hierdrquica entre as vias. As analises
computacionais, normalizagdo de dados e representacdo grafica foram realizadas utilizando
software Python (3.10), biblioteca Pandas (v1.5), NumPy (v1.23), Matplotlib (v3.6) e
Seaborn (v0.12).
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5 DISCUSSAO

As leishmanioses constituem um grupo de doencas transmitidas por vetores que
afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo. Com diversos tipos de manifestacdes
clinicas, a forma visceral ¢ a apresentagao considerada mais grave, com taxa de Obito acima
de 95% para casos sem tratamento. Ainda ha bastante dificuldade na identificacdo e
diagnéstico correto da doenga, além das limitagdes dos tratamentos atualmente disponiveis,
que provocam multiplos efeitos colaterais nos pacientes. Em virtude da auséncia de
imunizagdo preventiva, o tratamento medicamentoso configura-se como a Unica alternativa
terapéutica atualmente disponivel, que apresenta falhas importantes, incluindo resisténcia
medicamentosa e recidivas (Majoor, 2025). Considerando esses fatores, a investigagdo de
novos agentes terapéuticos surge como uma estratégia para superagao dessas limitacoes.

Neste trabalho, o composto analogo de quinolina contendo 2-aminotiofenol,
denominado TQCL foi avaliado para verificar seu efeito antileishmanial e 0 modo de acdo
em L. infantum, espécie responsavel por causar a leishmaniose visceral humana (LVH) e a
leishmaniose visceral canina (LVC). Os derivados de quinolina tém sido avaliados como
potenciais agentes terapéuticos em estudo com Leishmania spp. devido a suas propriedades
farmacologicas e versatilidade estrutural (Antinarelli, 2015; 2016; 2023; Coimbra, 2016;
Glanzmann, 2021). Estudos com compostos quinolinicos recentes demonstraram que esse
grupo possui atividade leishmanicida expressiva associada ao estresse oxidativo e disfuncao
mitocondrial. Essas alteragdes predominantes levam a perturbagdes em processos celulares
bioenergéticos que convergem para perda da viabilidade celular e consequente morte
parasitaria (Romero, 2025b).

Em relacdo aos resultados da atividade antileishmanial do composto TQCL, pode-se
destacar que sua atividade em promastigotas e amastigotas de L. infantum foi relevante,
apresentando Cls, < de 10 uM e indice de seletividade (IS) > 10, indicando alta poténcia,
atuando em baixas concentragdes, além da boa seletividade para o parasito, demonstrando um
perfil antileishmanial promissor. Além disso, o composto atende aos critérios definidos pelo
DNDi “Drugs for Neglected Diseases initiative” que estabeleceu que novos compostos
antileishmaniais devem apresentar Cls, < de 10 uM para amastigotas intracelulares e IS > 10,

além de um adequado perfil farmacocinético in silico pelas analises ADMET (Don, 2014).
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O efeito antileishmanial de derivados de quinolina tem sido relacionado a sua
lipofilicidade e natureza bésica, que favorecem a atividade antiparasitiria. Essas
caracteristicas promovem o acumulo do composto dentro do fagolissossomo e em
determinadas organelas, como lisossomos, mitocondria, ¢ também no citosol, devido sua
penetragdo lipofilica e mecanismo de ’aprisionamento i6nico,” no qual a captacdo da
molécula ¢ estabelecida através da geragcdo de uma forma polar e cationica pela protonagdo de
grupos basicos em ambiente acido (Romero, 2025a,b).

A mitocondria presente em Leishmania spp. possui caracteristicas morfologicas e
funcionais distintas de células de mamiferos. A principal diferenca que torna essa organela
singular neste protozoario e em outros tripanossomatideos ¢ a disponibilidade de uma unica
mitocondria de tamanho grande, que percorre grande parte do corpo do parasito,
desempenhando diversas fungdes relacionadas a energia e processos metabolicos oxidativos,
homeostase de calcio, atividade enzimatica antioxidante, dentre outros mecanismos. Além
disso, a mitocondria apresenta uma regido denominada cinetoplasto, cuja funcao principal é
compartimentar o DNA mitocondrial. Para o adequado funcionamento da cadeia respiratoéria,
¢ essencial a preservagdo da integridade mitocondrial, incluindo o potencial de membrana
mitocondrial (A¥m); sua alteragdo ou redu¢do compromete a homeostase celular, levando ao
esgotamento energético e a consequente ativagdo de vias de morte celular no parasito. (Souza,
2025; Fidalgo 2011).

Nos ensaios com TQCL em promastigotas de L. infantum, o composto induziu
alteragdes ultraestruturais e bioquimicas em nivel mitocondrial relevantes apos o tratamento
nas duas concentragdes avaliadas, evidenciadas pelo inchago mitocondrial e perdas de cristas,
além da disfungdo mitocondrial observada pela diminui¢do do potencial de membrana
mitocondrial (A¥m), detectadas por andlises por microscopia eletronica de transmissao
(MET) e ensaios com sondas especificas. Ainda, promastigotas de L. infantum tratados com
TQCL exibiram altos niveis de radicais superoxido e espécies reativas de oxigénio (EROs)
“total”’, os quais incluem peréoxido de hidrogénio, hidroperdxidos e peroxinitrito,
demonstrando estresse oxidativo induzido pelo composto. A cadeia respiratoria mitocondrial
gera EROs, que sdo biomoléculas sinalizadoras nos processos de proliferacdo e crescimento

celular (Tomas, 2013; Menna-Barreto, 2014).
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O equilibrio entre a atividade mitocondrial e a producdo de EROs constitui fator
importante para a homeostase celular do parasito. Dessa forma, altera¢cdes mitocondriais
ocasionadas pelo desequilibrio do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) podem
resultar em formagao exacerbada de EROs, os quais ao ultrapassar a membrana mitocondrial,
leva a danos a organelas e estruturas citoplasmaticas, gerando alteracdes em vias metabolicas
e biossintéticas, resultando em danos em biomoléculas como acidos nucléicos, lipidios e
proteinas (Tomas, 2013).

Corpusculos lipidicos (CLs) sdao organelas citoplasmaticas com caracteristicas
dindmicas formadas por um nucleo de lipidio neutro que ¢ envolto por fosfolipidios e
proteinas vinculadas. Sua principal fun¢do ¢ o armazenamento de energia em situagdo de
privacdo de nutrientes, além de atuar na regulagdo da homeostase lipidica e sintese de lipidios
de membrana utilizados durante a replicacdo e diferenciacdo do parasito. Desempenha
também papel nos processos de sinalizacdo celular, fundamentais na resposta imune e
inflamatoria do hospedeiro, como a producdo de eicosandides (Tavares, 2022).

O tratamento com o composto TQCL em promastigotas de L. infantum resultou em
acumulo de CLs, como pode ser demonstrado no ensaio celular por meio de fluorescéncia
detectada pela sonda Nile Red e pela analise ultraestrutural através da MET. Tais dados
sugerem que o composto interrompe o metabolismo lipidico, que pode estar relacionado a
resposta frente ao estresse oxidativo, servindo dessa forma como aporte energético ao
parasito, se comportando como um mecanismo de sobrevivéncia celular. Outros trabalhos
com derivados de quinolina também apontam para a interferéncia no sistema bioenergético,
modificando processos bioquimicos relacionados a despolarizagdo do potencial da membrana
mitocondrial, ao aumento dos niveis de EROS e a formagdo de goticulas lipidicas (Calixto,
2018; Antinarelli, 2015, 2023; Staderini, 2019; Sousa, 2019).

Além da mitocondria, a membrana plasmatica da Leishmania spp. difere dos
mamiferos, com composi¢cdo uUnica e estrutura altamente especializada. Sua estrutura ¢
formada por bicamada lipidica, uma série de proteinas e glicoconjugados, que em sua maioria
estdo ancorados na superficie da membrana. A membrana plasmatica ¢ um dos principais
alvos de compostos e farmacos antileishmanicidas, esse fato ¢ explicado pela acao que a
membrana promove, absorvendo nutrientes, participando do processo de diferenciacao do
protozoario, protecdo do sistema imune, ou seja, representa papel essencial na sobrevivéncia

do parasito (Rios-Barros, 2025).
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As membranas celulares e das organelas sdo particularmente sensiveis a danos por
EROS devido a sua caracteristica altamente lipidica. Dessa forma, , a produ¢do de EROS em
excesso pode ocasionar oxidacao lipidica desmesurada alterando os fosfolipidios presentes na
membrana, formando poros, desequilibrando o pH e transporte de nutrientes, processos que
atuando em conjunto e de forma continua, provocam em ultimo estagio a morte celular
(Glanzmann, 2021; Amaral, 2019).

Conforme discutido sobre a importancia que a membrana plasmatica e a membrana
das organelas representam, sendo foco de farmacos com alvo em Leishmania spp., podemos
evidenciar que a marcacdo com iodeto de propideo (PI) mostrou que o composto na
concentragdo de 12,56 pM provocou danos a membrana do parasito, alterando a integridade
da membrana plasmatica, fator esse que estd intimamente relacionado a morte celular por
necrose ¢ alteragdes celulares que culminam com a perda da viabilidade parasitaria. Além
disso, o TQCL demonstrou promover a intensa externalizacdo de fosfolipidios da membrana
plasmatica na concentracdo de 12,56 pM, caracterizada pela mudanca substancial nas
populagcdes de parasitos em direcdo a estagios iniciais e tardios de apoptose, evidenciando
alteragdes importantes em membrana celular, alterando sua permeabilidade e composicao
fosfolipidica.

A compreensdo do tipo de morte celular em Leishmania spp. constitui fator
importante em estudos com compostos antileishmaniais, pois hd evidéncias de que a
exposi¢ao a determinados agentes farmacoldgicos ativam diferentes vias de morte celular no
parasito. A necrose € um processo de morte celular passivo, relacionado muitas vezes a falhas
de processos bioenergéticos, com deple¢do de ATP ocasionados por danos fisicos ou
agressoes toxicas. Ao contrario da apoptose, no processo de necrose hé ruptura da membrana
plasmatica, com liberacdo de conteudo celular e consequente inflamagdo, além de
vacuolizacdo do citoplasma. Os processos de morte celular muitas vezes podem estar
interligados como ocorre, por exemplo, na produ¢do de EROs, na qual em estagio inicial sdo
observados em processos apoptdticos, mas em producdes excessivas, podem induzir morte
por necrose (Rodrigues, 2006; Luder, 2010).

A apoptose ¢ um tipo de morte celular programada e esté relacionada com o processo
bioldgico responsdvel por manter o equilibrio celular. Esse processo envolve eventos
bioquimicos com a fun¢do de eliminar células sem extravasamento de contetido celular e, por
conseguinte, sem relevante resposta inflamatoéria. Em resposta contra organismos

intracelulares, macrofagos podem disparar a apoptose como estratégia de defesa, limitando a
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multiplicacdo e realizando eliminagdo desses patdogenos. A apoptose constitui, assim, um
mecanismo importante de homeostase geral, com participacdo em eventos celulares e
imunologicos. Nao somente, ha evidéncias de que parasitos como Leishmania spp. tem a
capacidade de modular vias de apoptose em células hospedeiras, favorecendo sua
sobrevivéncia no ambiente intracelular. Especificamente em Leishmania spp., marcadores de
apoptose incluem exposi¢cdo de fosfatidilserina, encolhimento celular, fragmentacdo de DNA,
perda do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) e producdo de ROS (Luder, 2010;
Fernandes, 2024).

Neste sentido, promastigotas de L. infantum tratados com TQCL demonstraram
indicativos de morte por apoptose. Por exemplo, foram observadas alteragdes importantes no
ciclo celular do parasito, seja pela técnica de citometria de fluxo que demonstrou parada do
ciclo celular na fase GO/Gl e, consequente inibicdo da progressdo para as fases
subsequentes de sintese (S) e G2/M (Ali, 2021), mas também pela MEV, na qual foram
verificadas alteracdes flagelares indicativas de comprometimento do ciclo celular do parasito,
tais como encurtamento ou duplicacdo de flagelos. O ciclo celular em Leishmania spp.
permite que os processos de crescimento, diferenciacdo e replicagdo sejam realizados de
forma adequada, além disso, essa progressao do ciclo celular ¢ sensivel ao estresse oxidativo
eventual ou induzido por drogas, o qual pode resultar em parada do ciclo celular e prejudicar
a divisdo celular do parasito (Assis, 2021; Ventura Silva, 2025).

Tripanossomatideos apresentam a caracteristica de possuir um sistema autofagico com
funcdo essencial na renovacao e reciclagem celular, além de remover componentes celulares
danificados, favorecendo dessa forma, uma boa regulacio da homeostase durante os
processos de diferenciagdo e crescimento parasitario, que atua na prevengdo contra a
autodestruicdo excessiva. A autofagia ¢ caracterizada como um processo de autodigestao de
organelas ndao funcionais e/ou macromoléculas, sendo restrita a componentes celulares
danificados. Esse processo promove a homeostase através da reciclagem de elementos,
principalmente em condi¢des de estresse e falta de nutrientes, além disso, também configura
como um processo essencial na fase de crescimento e diferenciagdo celular. A formacgao de
vacuolos autofagicos, delimitados por dupla membrana, associados a intensa vacuolizacao
citoplasmatica e ao sequestro de organelas, constitui uma das principais caracteristicas
morfoldgicas observadas do processo de autofagia em Leishmania spp. (Luder, 2010;

Pedra-Rezende, 2022).
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A autofagia atua principalmente como mecanismo de sobrevivéncia, mas a sua
ativacdo exacerbada contribui para evolu¢do para morte celular, configurando-se como um
fator associado a esse processo. (Rodrigues, 2006). Assim, quando ha perda da homeostase
celular, ocorre ativacdo do sistema autofdgico, que em niveis exacerbados ocasiona
degradacao do citosol e organelas essenciais, resultando em perda da integridade do parasito
¢ de suas fungdes celulares (Pedra-rezende, 2022 e Romano, 2023). Na avaliagao da
ocorréncia de morte por autofagia, o composto TQCL nas duas concentragdes analisadas ndo
demonstrou a inducao de vactiolos autofagicos caracteristicos do processo de autofagia, mas
evidenciou uma intensa vacuolizacdo citoplasmatica em promastigotas de L. infantum,
indicando um processo de paraptose nessas células.

A paraptose ¢ um tipo de morte celular recentemente descoberta nos anos 2000, sua
defini¢do estd relacionada com o prefixo “’para” indicando proximidade a apoptose. A
paraptose esta intimamente vinculada a apoptose, ocorrendo de forma simultanea nas células,
mas diferentemente da apoptose, a paraptose ndo envolve ativacdo de caspases € ndo ha
fragmentacdo do DNA. Algumas caracteristicas da paraptose incluem o inchago do reticulo
endoplasmatico e mitocondrias, levando a formacao de grandes vactolos citoplasmaticos e
ativacdo de vias de sinalizagdo. Os mecanismos envolvidos na indugao da paraptose incluem
alteracdes na proteostase celular, desequilibrios na homeostase idnica, além de indugdo por
agentes quimioterapicos. A inducdo da paraptose tem sido investigada em quimioterapicos
nos estudos com células tumorais, pois compostos que induzem paraptose apresentam
vantagem para os tumores resistentes a quimioterapia, obtendo diferencial por possuirem
multiplos mecanismos, em relacdo aqueles que induzem somente apoptose (Park, 2023; Wen,
2025; Zheng, 2016). Os resultados obtidos mostram que o efeito do tratamento com TQCL
apresenta caracteristicas que se assemelham ao processo de paraptose com presenga de
inchago mitocondrial e formag¢do de grandes vacuolos citoplasmaticos. Semelhante a
paraptose também foi observada a translocacao da fosfatidilserina para a superficie celular,
despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial, sem ocorrer alteracdes nucleares
como fragmentacao do DNA.

As espécies reativas de nitrogénio (RNS), em especial o 6xido nitrico (NO) produzido
a partir de macrdéfagos ativados, possuem papel fundamental na resposta imune em
Leishmania spp., atuando no controle e eliminacdo do parasito. Moléculas do parasito podem
reduzir ou inibir a sintese de NO em células de macrofagos, se comportando como um

mecanismo de evasdo para facilitar a sobrevivéncia e multiplicagdo dentro das células
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hospedeiras. Essa estratégia celular tem sido descrita ndo somente para Leishmania spp, mas
estd presente em outros patégenos intracelulares como tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
em cultura de macréfagos peritoneais (Balestieri, 2002). Neste sentido, foi interessante
verificar que o tratamento com TQCL dos macréfagos infectados com L. infantum induziu
niveis elevados de NO, sugerindo potencial estimulo da atividade microbicida pelos
macrofagos.

O composto TQCL provocou alteragdes significativas em promastigotas de L.
infantum visualizadas por meio da MEV, caracterizado pelo arredondamento do parasito,
perdendo sua forma tipica alongada, além do encurtamento do flagelo. Além disso, o TQCL
também gerou modificagdes na mitocondria nas andlises observadas na MET em
promastigotas de L. infantum, mais precisamente inchago mitocondrial, além da presenca de
vacuolos. Os dados de microscopia eletronica corroboram com os ensaios de modo de agao,
evidenciando que o composto atua predominantemente sobre a mitocondria, além de
promover alteracdes estruturais em multiplos componentes celulares que levam ao
comprometimento da viabilidade do parasito.

A avaliacdo integrada do modo de agdo do TQCL por meio de andlise grafica
quantitativa em modelo ‘’mapa de calor” evidenciou que o composto atua em uma série de
eventos inter-relacionados, que se inicia com a alteragdo do potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) e ocasiona como desfecho bioquimico final, a inducao de processos que
levam a apoptose. A andlise realizada por meio de grafico ‘’spider plot”colabora com os
achados do grafico em mapa de calor, demonstrando que o composto atua principalmente
com foco na mitocondria, alterando o potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) nas duas
concentragdes analisadas. De modo geral, a concentracdo de 12,58 uM do TQCL induziu
alteracdes mais pronunciadas, gerando um colapso disseminado que desempenha papel
fundamental na perda da viabilidade celular do parasito. A andlise de dados utilizando
graficos em modelo “’mapa de calor” e “’spider plot”, é uma técnica ainda incipiente, mas
representa potencial por permitir andlise conjunta dos eventos, principalmente na &rea
bioldgica. Mapas de calor tém sido utilizados em pesquisas para melhor visualizagdo de
expressao génica em flebotomineos infectados por Leishmania spp., revelando uma
ferramenta para explorar padrdes entre diferentes categorias investigadas. (Catta-Preta, 2024;

Coutinho-Abreu, 2020).
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Nos experimentos conduzidos de modo de acdo, a miltefosina foi utilizada como
controle positivo em diversos ensaios, servindo como referéncia para a atividade do TQCL.
Pode-se ressaltar que o aumento na produgdo de ROS, foi observado tanto para a miltefosina
na concentracdo de 6,47 uM e para o TQCL a 12,58 uM, ambos apresentando resultado
estatistico altamente significativo. No que se refere a producdo e ao aumento dos niveis de
superoxido mitocondrial, o TQCL na concentragio de 12,58 uM apresentou efeito
estatisticamente equivalente ao da miltefosina, com elevada significancia. Para a producao de
corpusculos lipidicos, exposicao de fosfatidilserina e parada do ciclo celular, o efeito do
TQCL foi estatisticamente superior a miltefosina, reforcando o potencial biologico
antileishmanial do composto. A miltefosina apresenta mecanismo de a¢do multi alvo, atuando
sobre o DNA, favorecendo a apoptose pela inibi¢do da biossintese de fosfatidilcolina e
esfingomielina, altera a integridade de membrana, equilibrio de calcio celular, promove
producao de ROS pela alteragdo da funcao mitocondrial e altera vias de sinalizagdo celular,
culminando na morte do parasito (Singh, 2025; Majoor, 2025).

Em sintese, a analise integrada dos estudos do modo de acdo do TQCL em L.
infantum demonstra um efeito antileishmanial multifatorial, envolvendo multiplos
mecanismos. A disfun¢do mitocondrial representa o evento central em promastigotas tratadas
com TQCL. Embora a despolarizagdo mitocondrial represente aproximadamente 50% em
relacdo as células ndo tratadas, trata-se de um evento precoce, que precede e se correlaciona
com as o alteragdes subsequentes, como amplificagdo do estresse oxidativo, permeabilizacao
da membrana, exposicao da fosfatidilserina, acamulo de corpusculos lipidicos e parada do
ciclo celular. Estes achados, associados as alteragdes observadas pela MET e MEV a ativacao
de morte celular do tipo apoptdtica. Adicionalmente, a presenca de vactolos citoplasmaticos
sugere a indu¢do da paraptose, tipo de morte celular intimamente relacionado a apoptose. Por
fim, a perda da integridade da membrana plasmatica revela que a via de morte celular por
necrose também ¢ um dos mecanismos envolvidos na agao do TQCL.

A falta de resposta de processos relacionados a autofagia sugere que o TQCL
compromete outros mecanismos de sobrevivéncia do parasito, gerando consequentemente
alteragcdes que levam a morte celular irreversivel. Essas altera¢des provocadas pelo composto
estdo intimamente relacionadas com eventos com foco em mitocondria, que gera desfechos
heterogéneos de morte celular, com perfil fenotipico semelhante a necrose e apoptose-/ike.
Esse modo de acdo diverso e voltado para multiplos alvos celulares torna o composto um

potente agente antileishmanial, além de reduzir a chance de selecdo de fenotipos de
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Leishmania resistentes a farmacos. O desenvolvimento de fArmacos com multiplos alvos tem
sido considerado como uma ferramenta terapéutica mais eficiente para provocar alteragcdo do
equilibrio de varios complexos celulares de forma mais significativa do que medicamentos
que atuam exclusivamente em um alvo (Csermely, 2005; Gomes, 2024).

A analise conjunta dos resultados demonstram que o composto TQCL gera disfungao
mitocondrial profunda e estresse oxidativo em promastigotas de L. infantum, provocando
alteracdes heterogéneas nos parasitos, com caracteristicas semelhantes a apoptose e paraptose
e necrose secundaria, evidenciando que o composto atua em vias distintas e promove
alteragoes citotoxicas que podem estar interligadas e intimamente relacionadas com a dose e

tempo de acao.
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados e discutidos, foi evidenciado que o composto
denominado TQCL, um anélogo de quinolina contendo 2-aminotiofenol mostrou atividade
relevante em L. infantum atribuida a multiplos alvos, com fenotipos que sustentam a ativacao
de morte celular do tipo necrdticas, apoptoticas e paraptdticas. Salienta-se que o modo de
acdo multifatorial do TQCL, atuando por diferentes vias metabolicas ou estruturas do
parasito simultaneamente, torna-se um fator relevante e valioso, o qual pode prevenir o
desenvolvimento de resisténcia medicamentosa e falha terapéutica. Este trabalho também
destaca o potencial dos derivados de quinolina nas pesquisas com Leishmania spp., abrindo
perspectivas para estudos com TQCL associado a nanoformulagdes no intuito de otimizar a
eficacia terapéutica, bem como a avaliagdo em modelo murino “’in vivo” de LV, visando um
perfil adicional de resposta biologica complementar aos resultados obtidos nas avaliagdes “’in

vitro”’.
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Visceral leishmaniasis (VL) is caused by protozoa of the Leishmania donovani
complex, with L. infantum being widely distributed globally and responsible for zoonotic
transmission. Current therapies for VL remain limited by prolonged treatment regimens,
parenteral administration, and significant toxic effects, underscoring the need for new
therapeutic alternatives for both humans and dogs, the primary domestic reservoirs of
L. infantum. Here, we investigated the activity of a novel quinaline analogue containing
2-aminothiophenol, designated TQCL, against L. infantum and sought to provide initial
insights into its mode of action. TQCL exhibited potent antileishmanial activity against
promastigotes and intracellular amastigotes, with IC50 values below 10 pM and a
selectivity index greater than 10, The compound induced pronounced morphological,
ultrastructural, and biochemical alterations in promastigote forms, including severe
mitochondrial swelling, loss of cristae, oxidative stress, accumulation of lipid droplets,
and membrane alterations with increased pemmeability. TQCI also disrupted the
parasite cell cycle, leading to abnormal flagellar phenotypes and extensive cytoplasmic
vacuolation. In infected macrophages, TQCI increased NO production without altering
ROS levels. Collectively. the results indicate that TQC! inhibits L. infantum through
multiple mechanisms, including apoptoesis-like and necrosis-related events and
immunomodulatery effects. In silico analyses further suggest favorable
pharmacokinetic properties for oral use, supporting subsequent in vivo evaluation in
murine VL modeals.
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immunomodulatory effects.
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Highlights

Quinoline-Aminothiazole Derivative Targets Mitochondrial Function and Triggers

Lethal Cellular Collapse in Leishmania infantum

e A novel quinoline analogue containing 2-aminothiophenol, designated TQCI was
synthesized.

» Biological studies using L. infantum species were performed.

e TQCI was 12-fold more active against parasites than to host cells.

e TQCI inhibits L. infantum through multiple mechanisms, including apoptosis-like and
necrosis-related events

e The mechanism of action of TQCI suggests a multi-target action, including apoptosis-
like and necrosis-related events

o  TQCI presented promising results for the treatment of visceral leishmaniasis.
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is caused by protozoa of the Leishmania donovani
complex, with L. infantim being widely distributed globally and responsible for
zoonotic transmission. Current therapies for VL remain limited by prolonged treatment
regimens, parenteral administration, and significant toxic effects, underscoring the need
for new therapeutic alternatives for both humans and dogs, the primary domestic
reservoirs of L. infantum. Here, we investigated the activity of a novel quinoline
analogue containing 2-aminothiophenol, designated TQCL, against L. infantum and
sought to provide initial insights into its mode of action. TQCL exhibited potent
antileishmanial activity against promastigotes and intracellular amastigotes, with 1Cso
values below 10 uM and a selectivity index greater than 10. The compound induced
pronounced morphological, ultrastructural, and biochemical alterations in promastigote
forms, mcluding severe mitochondrial swelling, loss of cristae, oxidative stress,
accumulation of lipid droplets, and membrane alterations with increased permeability.
TQCI also disrupted the parasite cell cycle, leading to abnormal flagellar phenotypes
and extensive cytoplasmic vacuolation. In infected macrophages, TQCI increased NO
production without altering ROS levels. Collectively, the results indicate that TQCI
inhibits L. infantum through multiple mechanisms, including apoptosis-like and
necrosis-related events and immunomodulatory effects. In sifico analyses further
suggest favorable pharmacokinetic properties for oral use, supporting subsequent in vive

evaluation in murine VL models.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, quinolines, aminothiophenol,
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1. Introduction

Leishmaniases are complex, high-burden diseases whose etiological agents

3 comprise several Leishmania spp., associated with a broad clinical spectrum ranging
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from cutaneous lesions to visceral mnvolvement, and transmitted by more than 200
phlebotomine sand fly species [1]. In this context, approximately 350 million people
live in areas at risk, particularly in tropical and subtropical regions of the world’s
poorest countries [2]. The World Health Organization classifies these diseases as
Neglected Tropical Diseases, given their strong epidemiological association with
poverty and the wvulnerability of populations living in endemic areas; however,
additional social and environmental determinants also hinder effective disease control
[3].

Based on the complex interactions between Leishmania species and the host
immune response, leishmaniases can be clinically categorized into cutaneous
leishmaniasis (CL), mucocutaneous leishmaniasis (MCL), and visceral leishmaniasis
(VL). CL is the most common form worldwide and typically presents with skin lesions;
MCL 1s characterized by lesions affecting mucosal tissues, predominantly
oropharyngeal, and is found mainly in Latin America, Both clinical forms may result in
disfisuring lesions that substantially impact the psychosocial well-being and quality of
life of affected individuals [4]. VL, in contrast, is a systemic condition associated with
progressive debilitation and immunosuppression in infected mammalian hosts, which
can lead to death if untreated, especially in children, the elderly, and individuals with
immunosuppressive disorders [3,6].

VL is primarily associated with Old World species belonging to the L. donovani
complex, namely L. donovani (anthroponotic) and L. infantum (zoonotic) [3].
Leishmania infantum has a broad global distribution, occurring in approximately 60
countries, including Latin America (previously referred to as L. chagasi), the
Mediterranean basin, North Aftrica, and the Middle East. The disease is difficult to
control, continues to expand, and poses a risk of a global outbreak due to increasing
urban transmission. In addition, domestic dogs are considered the main reservoirs of L.
infantum, and VL/ATDS co-infection remains a severe public health concern [6,7].

Current VL treatment options have several limtations, mcluding prolonged
therapeutic regimens. the need for parenteral administration, significant adverse effects,

and the high cost of some formulations [1,8]. Liposomal amphotericin B, for example,
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is first-line therapy in many countries but is often limited by its high cost. Alternatively,
pentavalent antimomnials remain 1n use for long dates, but are associated with substantial
toxicity and several contraindications; furthermore, countries such as India have
reported widespread resistance to these drugs. Other therapeutic agents, such as
paromomycin, pentamidine, and miltefosine, are also employed, with restrictions [Y].
Miltefosine is the first oral drug approved for VL treatment. but it presents multiple
limitations for clinical use and does not achieve parasitological cure i dogs [10].

From this standpoint, 4-aminoquinoline derivatives have emerged as promising
therapeutic candidates, owing to their well-studied antiprotozoal activity and the
structural flexibility of the quinolinic scaffold, which can accommodate a wide range of
functional groups that enhance biological activity [11,12]. Our research group has
recently focused on designing and evaluating a series of 4-aminoquinoline derivatives
incorporating diverse functional groups, including alkynes, 1,2,3-triazoles, hydrazines,
and sulfonamide-based moieties, to optinize antiparasitic activity. These studies have
identified multiple promising candidates with significant potency against Leishmania
spp.. underscoring the importance of structural diversification in advancing quinoline-
based chemotherapeutic strategies [13-16].

Furthermore, chalcogen-containing molecules—particularly those incorporating
sulfur—have repeatedly demonstrated potent activity against trypanosomatid pathogens,
mcluding Leishmania spp., renforcing the rationale for exploring sulfur-based
functionalities, such as thiophenol groups, in new chemotherapeutic designs [17]. In this
work, we explore the combination of a 2-aminothiophenol unit with the 4-
aminoquinoline scaffold as a strategy to integrate two bioactive motifs with

complementary potential against Leishmania spp.

2. Materials and Methods

2.1 Chemistry

2.1.1 Chemicals and equipment: The chemicals were supplied by Sigma-Aldrich (St
Louis, Missouri, USA). The melting point was determined using a digital MQAPF-301
(Microquimica) apparatus. 'H and **C NMR spectra were recorded on a Bruker Avance
IIT HD 500. Chemical shifts (8) are given in parts per million relative to

tetramethylsilane. The FTIR spectrum was obtained using a Bruker Alpha spectrometer
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equipped with an ATR module, over the 4004000 cm™! range. The UV-vis spectrum
was obtained using a Thermo Fisher Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer. The
HR-ESI-MS analysis was performed using a Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher
Scientific), equipped with an electrospray ionmization source and operating in both
positive and negative ion modes via direct injection.

2.1.2 Compound: The synthesis of compound TQCI was carried out as follows. In a
round-bottom flask, 300 mg of 2-aminothiophenol (2.4 mmol) was solubilized
ethanol under heating. After complete dissolution, 395 mg of 4,7-dichloroquinoline (2.0
mmol) was added to the reaction mixture. The system was stirred at 60 °C for three
days, during which a beige solid precipitated. After cooling to room temperature, the
solid was isolated by vacuum filtration. After drying, 447.7 mg of TQCI was obtained,
corresponding to a 70% yield (2.4 mmol). The chemical structure for the TQCI
compound can be found in Figure 1. Melting point: 245 °C (decomposition). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) & 15.01 (s, 1H), 11.37 (s, 1H), 892 (d, /=9.1 Hz, 1H), 8.51 (d, ./
= 6.9 Hz, 1H), 8.21 (d. J= 2.2 Hz, 1H), 7.89 (dd, J=9.1, 2.2 Hz, 1H), 7.72(d. J= 7.8
Hz, 1H), 7.49 (d, J = 4.2 Hz, 2H), 7.43 (dt, J= 8.6, 4.5 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 6.9 Hz,
1H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 155.47, 143.61, 138.96, 138.57, 134.94, 133.95.
129.75, 129.50, 129.19, 128.97, 127.69, 126.10, 119.39, 115.56, 100.53. HR-ESI-MS:
m/z calculated for Ci5H2CIN-S™ [M]™ 287.04042, found 287.04008. ATR-FTIR (cm™):
3413 (v N-H), 3050 (v C—H aromatic), 1625 (v C=N / C=C aromatic), 1469 (vC-N /5
C-H arom), 1211 (v C-S / C-N). 754 (6 C-H out-of-plane), 652 (v C-Cl). UV-Vis
dmax (DMSO) 334 nm. All spectra are included in the supplementary material.

Figure 1. Chemical structure of TQCL

2.2. Biological
221 Mice: BALB/c mice, female, 4-6 weeks old, were purchased from the

Reproductive Biology Center of the Federal University of Juiz de Fora (UFJF). The
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protocols were approved by the Committee of Ethical Handling of Research Animals
(CEUA) of the Federal University of Juiz de Fora (CEUA Protocols 018/2023 and
019/2023).

2.2.2 Parasites: Leislmnania infantum strain (MHOM/MA/67/ITMAP-263) isolated
from a patient with VL in Morocco was cultured in complete Warren medium [medium
with bovine brain and heart infusion (Himedia, Mumbai, Maharashtra, India)],
supplemented with folic acid and hemim (Sigma-Aldrich, St. Lows, MI, USA), 10%
fetal bovine serum. plus the addition of 0.1% penicillin 100 TU/mL and 0.1%
streptomycin 0.1 mg/mL (Cultilab, Sdo Paulo, SP, Brazil) and incubated at 25°C m a
BOD incubator [1£].

2.2.3 Antipromastigote activity: Leishmania infantum promastigotes (3 x 10° cells/well)
in the log phase were seeded in 96-well plates and added to compounds at serial
concentrations ranging from 100 uM to 3.12 pM, and incubated for 72 hours in a BOD
incubator at 25°C. The 50% mnhibitory concentration (ICsp) was determined by the MTT
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) colorimetric method at 5 mg/mL. After four
hours of incubation, 100 ul. of isopropanol/HCI (0.7%) was added, and the reading was
performed on a spectrophotometer (Multiskan EX - Thermo Electron Corporation,
Vanta, Finland) at 570 nm [ 15].

2.2.4 Cytotoxicity to mammalian cells: Resident macrophages were obtained from the
peritoneal cavity, and the cells were plated at 2 x 10° macrophages in 96-well plates
with RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with
10% FBS (Cultilab, Campinas, SP, Brazil) and incubated for 24 h at 37°C in 5% CO:
humidified incubator to allow cell adhesion. After, the adherent cells were treated with
serial dilutions of TQCI (150.0-9.4 pM) or miltefosine (150.0-9.4 uM) for 72 h at 37 °C
m 5% CO,. Macrophage viability was assessed using the MTT assay and quantified by
spectrophotometry (Multiskan EX; Thermo Electron Corporation, Vanta, Finland) at
570 nm [19].

2.2.5 Effect of compound in the treatment of L. infantum- inframacrephagic:
Peritoneal macrophages were placed at 6 x 10° cells/well in RPMI 1640 medium, added
to 10% FBS and 0.1% solution of penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), and incubated for 24 h at 37°C in 5% CO; incubator. After, adherent
macrophages were infected with 6 x 10% L. infantisn promastigotes in the stationary
phase (at a ratio 10:1, parasites/macrophage), and cultures were maintained for 24 h at

37°C in 5% COs. Subsequently, cells were washed five times with 1X PBS to remove
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noninternalized parasites. Infected macrophages were incubated in RPMI medium
supplemented with 2% horse serum (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil) and treated with
TQCI (3.12-50 uM) or miltefosine (0.39-25.0 uM) for 72 h at 37°C in 5% CO;. After
mcubation, cells were fixed in absclute ethanol, then stamned with Giemsa, and
dehydrated m acetone/xylol mixtwes of wvarying proportions. A total of 200
macrophages were counted using an optical microscope to determine the reduction in

the global burden [ 19].

2.3 Mode of action studies

2.3.1. Mitochondrial membrane potential analysis: Promastigotes of L. infantum (107
cells/mL) were treated with 6.29 or 12.58 pM of TQCI at 25 °C. After 24 h of
treatment, the parasite concentration was adjusted to 5x10° cells/mL, and 10 pg/ml. IC-
1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added, and the samples were incubated for
30 min in the dark. Atter washing twice with HBSS. the samples were added to a black
96-well plate, and fluorescence was measured using a spectrofluorometer (FLx800,
BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) with both filter pairs, 485/528 nm and
540/600 nm. Promastigotes incubated with FCCP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
at 5.0 uM for 10 minutes were used as a positive control. The relative Aym value was
calculated as the ratio of the 600 nm to the 528 nm reading [ 14].

2.3.2. Quantification of reactive oxygen species (ROS) production: Promastigote
forms of L. infantum (107 cells/mL) were treated with TQCI (6.29 or 12.58 uM). After
24 h of treatment, the parasites were added to a black 96-well plate at a concentration of
5x10° promastigotes/well and incubated with H.DCFDA (Invitrogen, Eugene, OR,
USA) at 20 uM or Mitosox (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at five uM for 30
min in the dark at room temperature. ROS products were measured using a fluorimetric
microplate reader (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) with
excitation and emission wavelengths of 485 nm/528 nm for HZDCFDA and 540 nm/600
nm for Mitosox, respectively. Promastigotes incubated with Miltefosine (Cayman
Chemical Company, Denver, CO, USA) at 6.47 pM were used as a positive control
[14].

2.3.3. Quantification of lipid bodies formation: Promastigotes of L. infantum (107
cells/mL) were incubated with TQCI (6.29 or 12.58 uM) at 25 °C for 24 h. After, the
parasites (5x10° parasites/well) were washed with PBS and incubated with Nile Red
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at 1.0 ug/mL for 15 min in the dark at room
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temperature. Fluorescence was spectrofluorometrically measured (FLx800, BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) using an excitation wavelength of 485 nm and
an emission wavelength of 528 nm [19].

2.3.4. Determination of the cell membrane permeabilization: Promastigotes of L.
infantum (107 cells/mL) were treated with TQCI at 6.29 or 12.58 puM at 25 °C for 24 h.
After a further wash with PBS 1x, the promastigotes (5x10° parasites/well) were
mcubated with propidium 1odide (PI) (Sigma-Aldnch, St. Louws, MO, USA) at 1.0
pg/mL for 15 min in the dark at room temperature. The fluorescence intensity was
analysed using a spectrofluorometer (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA) using an excitation wavelength of 540 nm and an emission wavelength of 600 nm
[19].

2.3.5. Evaluation of phosphatidylserine exposure: Promastigotes of L. infantum (107
cells/mL) were incubated with TQCI (6.29 or 12.58 uM) for 24 h. A suspension of 5 x
10® promastigotes was washed once with PBS and incubated with 1 pl of annexin V-
FITC (Invitrogen, Eugene, OR, USA) for 20 minutes in the dark. Afterwards, PT was
added at a concentration of 1 ng/mL, and the cells were incubated in the dark for 15
minutes. Miltefosine at a concentration of 6.47 pM was used as a positive control. The
data were acquired using the FACSCanto II flow cytometer (Becton Dickinson,
Rutherford, NJ, USA) equipped with DIVA software (Joseph Trotter, Scripps Research
Institute, La Jolla, CA, USA) [20].

2.3.6. Cell cycle analysis: Leishmania infantum promastigotes (107 cells/mL) were
treated with TQCI (6.29 or 12.58 puM) for 24 hours at 24°C, washed with PBS,
permeabilized with 1 mI of 70% ethanol, and incubated at -20°C for 1 hour. They were
then incubated with 1 pg/mL of Ribonuclease A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
for 1 hour at 37°C. Subsequently, the samples were incubated with PI (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) at a concentration of 1.0 pg/mlL for 20 minutes at room
temperature. The data were acquired using the FACsCanto Il cytometer (Becton
Dickinson, Rutherford, NJ, USA) equipped with DIVA software (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) [20].

2.3.7. Assessment of autophagic vacuole formation: Leishmania infantum
promastigotes (107 cells/mL) in logarithmic growth phase were treated with compound
TQCI at concentrations of 6.29 uM and 12.58 uM and incubated for 24 hours at 25°C.
After this period, the parasites were centrifuged and washed with PBS. They were
labeled with 100 uM monodansylcadaverine (MDC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
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USA) for 1 hour at 37°C. They analyzed in a fluorimeter (FI.x800, BioTek Instruments,
Inc., Winooski, VT, USA) at 335 nm (excitation) and 460 nm (emission). Stationary-
phase promastigotes were used as a positive control [21].

2.3.8 Morphological and ultrastructural analysis: Promastigotes treated with TQCI
(6.29 or 12.58 uM) for 24 h were evaluated by scanning electron microscopy (SEM) or
transmission electron microscopy (TEM), as described by Souza et al. [20]. For SEM
analysis, the parasites were washed with PBS, fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
sodium cacodylate buffer for 60 min, and post-fixed in 1% osmium tetroxide. After
dehydration in increasing concentrations of ethanol, cells were dried with CO», coated
with a thick layer of gold, and analyzed using a scanning electron microscope (JEOL
JSM-6390, Tokyo, Japan). For TEM analysis, afier treatment, promastigotes were
washed with PBS, fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1M sodium cacodylate buffer for
60 min, and post-fixed in 1% osmium tetroxide and 0.8% potassium ferrocyanide.
After, the cells were dehydrated in increasing concentrations of acetone, embedded m
Epon resin, sectioned into ultrathin slices (60-70 nm), and stained with uranyl acetate
(5%) and lead citrate (0.2%). The sections were examined with a Hitachh HT 7800
(Tokyo, Japan) transmission electron microscope. All assays were performed in three
independent experiments, each in triplicate [20].

2.3.9 Measurement of ROS and NO levels produced by L. infantum-infected
macrophages: Macrophages were infected with L. infantum and non-treated or treated
with different concentrations of TQCI (50-3.12 pM) for 48 h. For ROS level evaluation,
cells were washed with PBS and incubated with 20 pM H2DCFDA (Invitrogen,
Fugene, OR, USA) for 30 min in the dark at 37 °C in 5% CO,. The fluorescence
intensity was measured in a spectrofluorimeter (FLx800, BioTek Instruments, Inc.,
Winocoski, VT, USA), with 485 nm excitation and 528 nm emission. Infected
macrophages incubated with 4 mM hydrogen peroxide (H202) for 30 minutes served as
a positive control [22]. To evaluate the NO content, the supernatant from the culture of
L. infantum-infected macrophages treated with TQCI was collected. NO production was
indirectly measured by quantifying nitrite oxidation using the colorimetric Griess
method. The absorbance was measured at 540 nm using a spectrophotometer (Multiskan
EX; Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland). Non-stimulated, infected
macrophages cultured in RPMI medium alone served as the negative control. For
positive stimulation, cells were cultured with 5 pg/mL of lipopolysaccharide (LPS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [22].
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2.4 In silico evaluation of Physicochemical and Pharmacokinetic Properfies:
Physicochemical properties of TQCI and miltefosine were analyzed in silico according
to Lipinski’s ROS5 using the SwissADME website [23]. The properties of molecular
mass (MW), consensus partition coefficient (ClogP), number of hydrogen bond donors
(NHBD), and number of hydrogen bond acceptors (NHBA) were predicted. The
pharmacokinetic parameters were estimated using the web server ADMETlab 2.0 [24].
2.5 Statistical analysis: Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0
software (GraphPad Prism Inc., San Diego, CA). Data were compared using one-way
ANOVA with Dunnett's post-hoc test. P-values less than 0.001 (**#*), 0.01 (**), and 0.1
(*) were considered statistically significant.
2.6 Statistical Analysis and Data Visualization (Spider Plot and Heatmaps):
2.6.1 Data Processing and Seoftware: Experimental results were processed as the mean
values of at least three independent biological replicates for each parameter. All
computational analyses, data normalization, and graphical representations were
performed using Python (version 3.10), utilizing the pandas (v1.5) and numpy (v1.23)
libraries for data manipulation, and matplotlib (v3.6) and seaborn (v0.12) for high-
resolution data visualization.
2.6.2 Comparative Biochemical Profiling (Spider Plor): To visualize the
multidimensional biological signature of TQC1 at 6.29 uM and 12.58 uM relative to the
negative control and the reference drug miltefosine, a radar chart (Spider Plot) was
constructed. Due to the different units and magnitudes of the measured biological
markers (e.g., mean fluorescence intensity versus percentages), data were normalized to
a non-dimensional scale ranging from 0.0 to 1.0. The normalization logic was
standardized so that the center of the plot (0.0) represents the baseline physiological
state (Control), and the periphery (1.0) represents the maximum biological impact
observed for each marker. For parameters where the drug effect is characterized by an
increase (e.g., ROS, Superoxide, PS exposure, Lipid accumulation, Membrane
permeability, and Cell Cycle arrest), a Min-Max normalization was applied:
_ X,—mn(x)

M max(x) - min(x)
where x is the vector of biological markers, and xi represents the specific value of a
given freatment to be converted to the normalized scale. For the Mitochondrial

Membrane Potential (A'%¥m). where the pharmacological effect is characterized by a

10
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decrease in fluorescence (depolarization), an inverse normalization was employed. This
ensures that any expansion of the plotted area consistently represents an increase in
cellular damage or pharmacological impact.

2.6.3 Correlation Analysis (Heafinaps): Two distinct correlation analyses were
performed to evaluate the consistency of the pharmacological effects. Both matrices
were visualized as heatmaps using the coolwarm diverging color palette, where values
close to +1 (dark red) indicate a strong positive linear relationship, values near -1 (dark
blue) indicate a strong negative relationship, and values near 0 (white) indicate a lack of
linear correlation. For the marker correlation matrix, an upper triangle mask was applied
to avoid redundancy.

2.6.3.1 Treatment Correlation Mairix: To quantify the similarity between the
biological signatures of the different experimental groups, the Pearson correlation
coefficient (r) was calculated between the mean response vectors of the treatments
(Control, TQCI1 6.29 uM, TQCI 12.58 uM, and Miltetosine). This analysis measures the
degree of convergence in the "mode of action" between the tested compound and the
reference drug.

2.6.3.2 Biological Marker Correlation Matrix: To identify functional relationships and
dependencies between the measured cellular processes, pairwise Pearson correlation

coefficients were calculated across all variables and treatment conditions.

3. Results

Anti-L. infantum effect of TOCI

The in vitro antileishmamal action of TQCI was evaluated against promastigotes
and intracellular amastigotes of L. infantum. The compound TQCI showed a strong
effect against promastigote forms, with an ICse of 6.29 uM, which 18 lower than that of
the reference drug. miltefosine (Table 1).

Regarding its effect on intramacrophage forms of L. infantum, the compound
was highly effective at reducing the parasite burden in infected macrophages. with an
ICs0 of 9.76 pM. Miltefosine, used as the reference drug, presents ICso values of 0.65
M.

Cytotoxicity analysis of the compound against murine macrophages showed low
toxicity (CCsp = 115.33 puM), indicating an excellent cytotoxic profile. The selectivity

index (SI), calculated as the ratio of the macrophage CCsp to the parasite ICsq, was
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18.33 and 11.82 for promastigotes and amastigotes, respectively, indicating high

selectivity for the parasite relative to the host cell (Table 1).

Table 1: In vitro L. infantim activity and cytotoxicity on mammalian cells of
compound TQCL

Compound  Promastigotes Amastigotes sy
Macrophages
L. infantum L. infantum
CCsy pM™ ICx pM™
TCso pM™*
TQC1 6.29 11533 9.76

(5.35-7.39) (86.41-153.92) (7.77-12.25) 18.337/11.82%

Miltefosine 6.47 131.90 0.65 20.39%202.90°
(6.36- 6.38) (128.00-135.80 (0.51-0.83)

Csp= Inhibitory concentration of 50% of parasites. b= Cytotoxic concentration of 50% of murine
macrophages. “93% confidence intervals (in parentheses). “SI= Selectivity index, calculated by: CCsg
against macrophages/TCso against promastigotes® or amastigotes™ of L. mfanium.

Miltefosine was used as the reference drug. All experiments were performed three times. each in
duplicate.

Regarding the activity of TQCI in macrophages infected with amastigote forms
of L. infantum, a significant inhibition of the global burden of amastigotes was observed
in all concentrations evaluated, with inhibition of 77.55%, 71.90%, 66.5%, 31.53%, and
28.84% at concentrations of 50.00 uM, 25.00 uM, 12.50 uM, 6.25 pM. and 3.12 puM,
respectively (Figure 2).
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Figure 2: (A) Iu vifre action of TQCI in the treatment of intramacrophagic amastigotes of L.
infantm. Murine macrophages were infected with L. infanfum promastigotes (at a ratio of 10:1
parasites per macrophage), and later treated with TQCI (3.12-50 uM), for 72 h at 37 °C in 5%
CO:. The cells were stained with Giemsa, and the percentage reduction in global burden was
determined by counting 200 cells in duplicate under a light microscope. (B) Photomicrographs
of macrophages infected with L. infannrn amastigotes and treated with TQCI for 72 h. (a)
TQCI at 50 pM; (b) 25 uM; (c) 12.5 uM; (d) 6.25 pM: (e) 3.12 pM; (f) control. Statistical
analyses were performed using one-way ANOVA followed by Dunnett's post hoc test: P<0.001
(**) and P<0.0001 (***).

In silico evaluation of physicochemical and pharmacokinetic properties

In silico predictions of physicochemical and pharmacokinetic parameters
were performed to assess the compound's potential for future in vive studies. The
prediction of oral bioavailability of new drug candidate is well evaluated through its
physicochemical properties by using the Lipinski’s rule of 5, which considers the
following criteria: molecular weight < 500 g/mol. octanol/water partition
coefticient (Log P) < 5. number of hydrogen donors (NH + OH) < 5 and number of
hydrogen acceptors (N + 0) < 10 [25]. According to the results presented in Table
3, the compound TQCI presented a good hydrophilic-lipophilic balance (LogP < 5)
and a suitable molecular weight (MW < 500) to allow adequate absorption and

distribution by the plasma membranes and be delivered to the site of action. In
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addition, the compound showed several suitable donors to acceptors of hydrogen

bonds, suggesting favorable pharmacokinetic properties related to absorption.

Theoretical analyses of the pharmacokinetic parameters for absorption,

distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET) showed that TQCI exhibits

high human intestinal absorption (HIA) in Caco-2 cells. indicating good oral

bioavailability. Regarding toxicity, TQCI demonstrated a favorable profile, with no

mndication of oral acute toxicity or carcinogenicity. In contrast, the reference dmg

miltefosine was classified as high acute toxicity, According to the metabolic simulation,

TQCI is proposed to be an inhibitor of three of the five main isoforms of the
cytochrome P450 superfamily of enzymes (CYP1A2, CYP2C19, and CYP2D6).

Table 3: In silico evaluation of physicochemical and pharmacokinetic properties of TQCI by

the SwissADME platform.

Properties TQCI Miltefosine
MW 323.24 40757
(g/mol)
CLogP .06 335
NHBD 2 0
NHBA 1] 5
Lipinski Pass Pass
rules
Caco-2 Permeability  -4.759, optimal -5.337. non-optimal
HIA (230%) Yes No
Oral bioavailability <30 F <30%F
BBB penefration No No
CYPLA2 inhibitor Yes No
CYP2C9 inhibitor No No
CYP2D6 inhibitor Yes No
CYP2C19 inhibitor Yes Yes
CYP3A4 inhibitor No Yes
Rat Oral Acute Low High

Toxicity
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Carcinogenicity No No

MW: molecular weight; CLogP: Consensus Partition coefficient; WHBD: number of hydrogen bond donors; NHBA:
number of hydrogen bond acceptors; Lipinski: number of violations ol Lipinski’s rule: Source: results obtained
through the SwissADME online website. BEB: blood-brain barmrier; HIA: human intestinal absorption; Caco-2:

human epithelial colorectal adenocarcinoma cells,

Mode of action studies of TOCI

Having demonstrated that the compound has a promising effect on
promastigotes and intramacrophage amastigotes of L. infannem, it is essential to
elucidate the compound's mode of action. First, we characternized the parasites'
morphology using scanning electron microscopy (SEM). SEM images of untreated
promastigotes control showing standard cell shape and typical morphology (Fig. 3A-B).
However, SEM images revealed that the exposure of the parasites to TQCI results in
severe morphological alterations. Parasites treated for 24 h with TQCI at 6.29 uM
showed a rounded shape, reduced body size, and roughness on the membrane surface.
Some parasites present debris near the flagellum (Fig. 3C-D). In parasites treated with
TQCI at 12.58 pM, it 1s possible to note parasites with rounded morphology (arrow),
shortened flagellum (arrowhead), and cellular debris (asterisk) (Fig. 3E-F).
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Figure 3: Morphological analysis of the effect of TQCI on L. infanfum promastigotes by
scanning electron microscopy (SEM) micrographs. (a) Control demonstrating different
parasite morphologies along with the typical one. (b) Parasites presenting preserved
morphology after incubation with the organic solvent DMSO. (c-d) Parasites treated with TQC1
at 6.29 uM. Cells with rounded morphology (arrow) and slight membrane roughness. Some
parasites have debris near the flagellum (astenisk). (e-f) Parasites treated with TQCI at 12.58
pM: parasites with inserted morphology (arrow), shortened flagellum (arrowhead), and cellular
debris (asterisk).

In parallel, TEM analysis was conducted. As shown in images of untreated
control promastigotes of L. infantum, the cells exhibited normal cellular organization,
with well-preserved cytoplasmic structures, an elongated cell body, and intact
cytoplasm (Fig. 4A-C). This contrasts with the cellular disorganization observed in
parasites after 24 h of TQCI treatment. Promastigotes treated with TQCI at 6.29 uM
show mitochondrial swelling (inset, asterisk) and the presence of lipid droplets (LD), as
well as a vacuole with electron-dense membranes was observed next to the flagellar
pocket (Fig. 4D-E). Cellular disorganization was more intense after treatment with the

compound at 12.58 pM. Figure 11F-G indicated that mitochondrial ultrastructure was
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dramatically altered after treatment, with pronounced mitochondrial swelling without
the presence of cristae (arrow). Moreover, several LDs, numerous large vacuoles in the

cytoplasm, and cells with extracted cytoplasmic content were observed (star).

ci

Figure 4: Ultrastructural analysis of the effects of TQCl on Leishmmania infantumn
promastigotes. (a-b) Control showing well-preserved cytoplasmic structures of the parasite,
along with an elongated cell body and intact cytoplasm. (c) Parasites treated with DMSO show
no ultrastructural alterations. (d-e) Parasites treated with TQCI at 6.29 uM (d). Note
mitochondrial swelling (asterisk) and the presence of lipid droplets (LD). (e) Mitochondrial
swelling can be observed (inset, asterisk). A vacuole with electron-dense membranes was
observed next to the flagellar pocket (arrowhead). (f, g) Parasites treated with TQCI at 12.58
pM. Presence of lipid droplets (LD), mitochondrial swelling without the presence of cristae
(arrow). Note the presence of large vacuoles (v) and cells with extracted cytoplasmic content
(star). Nucleus (N), kinetoplast (K), mitochondria (M), endoplasmic reticulum (R), flagellum
(F).

Because the parasite's mitochondria were severely affected, subsequent studies

focused on alterations in this organelle. Additionally, this single organelle in
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Leishmania spp. is considered an attractive pharmacological target because of consistent
structural and functional differences relative to mammalian mitochondria [26].
Maintenance of the mitochondrial membrane potential (A¥m) is essential for
mitochondrial homeostasis. Mitochondrial dysfunction in TQCI-treated parasites was
analysed using the JC-1 potentiometric dve, which demonstrated a remarkable decrease
in red/green fluorescence intensity ratio by 52.96% and 51.73% at 6.29 pM and 12.58
uM of TQCI, respectively, indicating depolarization of the mitochondrial membrane
(Fig. 5A). Parasites treated with FCCP reduced the A¥m in 39.87%.

Based on the results of the effect of TQCI on mitochondrial depolarization, we
further evaluated whether it induces the formation of toxic oxygen radicals. It was found
that treatment of TQCI at 12.58 puM increased the production of total ROS and
superoxide radicals by approximately 188% and 26%, respectively, relative to the
untreated control (Fig. 5B and C). Miltefosine, used for comparison, also led to a 262%

increase in total ROS and a 39% increase i superoxide, respectively.
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Figure 5: Alterations in mitochondrial function of L. infantum promastigotes after
treatment with TQCL Parasites were either untreated (negative control) or treated with TQCI
(6.29 pM or 12.58 uM), and after 24 h. cells were stained with fluorescent dyes. (A)
Mitochondrial membrane potential (AWm) of L. infantum forms treated with TQCI and
incubated with the JC-1 fluorescent dye was determined. Results were expressed as the ratio of
red to green fluorescence. (B) ROS levels were detected by staining with H:DCFDA. (C)
Superoxide anions were assessed with the Mitosox probe. Fluorescence intensity was measured
by fluorimetry, and results were expressed as arbitrary units (a.u.) from three independent
experiments. (** and ***) indicate significant statistical differences compared to the control
group (P < 0.01 and P < 0.001, respectively).

Given the mitochondrial damage and oxidative stress observed in promastigotes

following TQCI treatment, the lipid droplet content was assessed using the Nile Red

fluorescent probe. According to the data presented in Figure 5, the lipid droplet content
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was significantly higher (15.33% and 34.62%) after treatment with TQCI at 6.29 pM

and 12.58 uM, respectively, than in untreated parasites (Fig. 6).

600+

Nile red
Fluorescence (a.u.)

Figure 6: Effect of TQCI on the accnmulation of lipid droplets. Leishmania infantum
promastigotes were incubated with TQCI for 24 h and stained with Nile Red, and the
fluorescence intensity was evaluated using a fluorimetric microplate reader. (*), (**) and (¥*¥)
indicate a statistically significant difference relative to the control group (P < 0.1, P < 0.01, and

P < 0.001, respectively).

The effect of the compound on the plasma membrane permeabilization was
determined using the propidium iodide (PI) fluorescence dye. Treatment of L. infantum
promastigotes with TQCI caused damage to the parasite membrane, as demonstrated by
an enhancement of PI fluorescence levels by approximately 113.3% at a concentration

of 12.58 uM (Fig. 7).
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Figure 7: Cell membrane integrity of L. infantum promastigotes. Parasites were either
untreated or treated with TQCI (6.29 pM or 12.58 uM) for 24 h and then stained with PL
Positive control: promastigotes heated at 65 “C for 10 min. (***) indicate a significant statistical
difference compared with the control group (P < 0.001).

Phosphatidylserine externalization was assessed by double staining with

8 Annexin V-FITC and PI and analyzed by flow cytometry. The compound TQCI at

10
11
12
13

12.58 pM caused an increase in the population of promastigotes in early apoptosis-like
(annexin V+, PI-), late apoptosis-like (annexin V+, PI+), and necrosis (annexin V-, PI+)
by 4.65, 24.98, and 21.44-fold, respectively, when compared to the non-treated control.
For miltefosine, the changes observed were: early apoptosis-lite (4.24-fold), late

apoptosis-fike (21.96-fold), and necrosis (5.02-fold) (Fig. 8).
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Figure 8: TQCl induces phosphatidylserine exposure on the cell membrane in
promastigotes of L. infantum. Parasites were treated with TQCI at ICsp and 2=1Csq for 24 h.
Phosphatidylserine exposure was assessed by double staining with the fluorescent probes
annexin V-FITC and propidium iodide (PI). Cells were analyzed using a BD FACSCanto II
flow cytometer, and representative dot plots from three independent experiments are shown.
(**) and (***) indicates significant differences compared to the non-treated control group (P <
0.01 and P < 0.001, respectively).
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To evaluate the effect of TQCI on parasite cell cycle regulation, we performed
PI staining, an intercalating dye that binds DNA, followed by flow cytometry analysis.
Figure 9 shows that the TQCI treatment interferes with the progression of the cell cycle
in parasites (Figures 9A and 9B). Tt was observed that 34.5% of untreated parasites were
m the Go/Gi phase, whereas in TQCI treatment at 6.29 uM and 12.58 uM, 42.8% and
47.6% of parasites, respectively, were in the Go/Gy phase. Moreover, a significant
decrease was observed in the G2/M phase of the cell cycle following TQCI treatment.
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Figure 9. Analysis of the cell cycle alterations of L. infanfum-promastigotes treated with
TQCL. (A) Histogram showing cell cycle distribution analysis by flow cytometry after treatment
with TQCI (6.29 uM or 12.58 pM) or miltefosine (6.47 uM) for 24 h. A total of 10.000 events
were analyzed. Histograms were obtained using FlowJo sofiware Version 10. (B) Percentage of
cells in each phase of the cell cycle. Data were expressed as the means of three independent
experiments, which were performed in triplicate. (*), (**) and (***) represent statistically
significant differences in relation to the non-treated control (P < 0.1, P < 0.01, and P < 0.001,
respectively).

The possible occurrence of autophagic death in L. infantum promastigotes
induced by treatment with compound TQCI was also evaluated. For this purpose, the
parasites were labeled with MDC, a marker for autophagic vacuoles, and the samples
were analyzed by fluorimetry. The results showed that the fluorescence intensity was
significantly reduced at all concentrations evaluated compared to the untreated control.
Promastigotes subjected to nutrient starvation in PBS showed a 124.68% increase in
autophagic vacuole formation relative to the untreated control (data not shown).

To provide an integrated overview of the cellular mechanisms underlying the
antileishmamal activity of TQCI, quantitative multivariate graphical analyses were
performed. Experimental data obtained from mitochondrial membrane potential assays,
oxidative stress measurements (ROS and superoxide), lipid droplet quantification,
membrane permeabilization (propidium iodide uptake), phosphatidylserine exposure
(Annexin V/PI staining), cell cycle distribution, and autophagy assays were normalized
relative to untreated controls. Normalized values were scaled between 0 (level of

control/healthy) and 1 (maximal observed effect) based on variation of absolute values.
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These normalized datasets were used to generate spider plots and heatmaps, enabling
the comparative visualization of dose-dependent cellular alterations induced by TQCI at
ICs0 and 2% 1Cso concentrations. As shown, the graph "Comparative Profile Including
Control (Normalized 0-1)" reveals a dose-dependent transition in the parasite death
phenotype. Normalization of the data allows identification of the specific "cytotoxic
signature” of each treatment. Note that the Mitochondrial Potential marker (A'Y'm)
reaches 1ts maximum impact (close to 1.0) at a concentration of 6.29 uM (ICso value).
This suggests that mitochondria are the most sensitive biological target to TQCL
preceding other structural damages. When the dose is increased to 12.58 uM, the
damage profile expands significantly in the PS Exposure and Lipid Droplets axes,

evidencing progression to a multisystemic collapse.

The "Correlation Matrix between Biological Markers" analysis establishes
causal links between the biochemical events observed during cell death. The near-
absolute brightness between Total ROS. Superoxide. and Membrane Permeability (r >
0.99) supports the hypothesis that plasma membrane damage may be a direct
consequence of lipid peroxidation caused by oxidative stress. The transparency of r =
0.96 between PS Exposure and Cell Cycle arrest (Go/G)) indicates that the interruption
of DNA replication and death signaling via phosphatidylserine externalization are
integrated events, The negative coefficient between A¥m and damage markers confirms
the hypothesis that the loss of membrane potential is the central trigger for a cascade of

excluded events.
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Figure 10: Quantitative spider plot and heatmap of integrated cellular effects induced by
TQCL in L. infantion promastigotes after 24 h of treatment at ICs and 2xICso. (A) Each
axis of the spider plot represents a normalized experimental parameter, scaled from 0 (no
detectable effect) to 1 (maximum observed effect relative to untreated controls). Normalization
was based on fold-change or percentage variation obtained from mitochondrial membrane
potential (A%¥'m), oxidative stress (ROS and superoxide), lipid droplet accumulation, membrane
permeabilization (propidium iodide uptake), phosphatidylserine exposure (Annexin V), cell
cycle distribution, and autophagy assays. The spider plot reflects the magnitude of the effect and
does not imply hierarchical biological relevance among pathways. (B) The "Correlation Matrix
between Biological Markers" analysis examines the relationships between wvarious cellular
processes. It highlights strong correlations, such as between Total ROS and Superoxide, and a

negative correlation between Mitochondrial Potential and cell death markers.

Following the strong effect observed in treated promastigote forms, we intend to
assess the potential immunomodulatory effect of TQCI on L. infanmum-infected
macrophages. Treatment with TQCI at 50 uM, 25 puM, and 12.5 pM significantly
induced an increase in the nitrite level of 18.1, 11.7, and 8-fold higher in macrophages
treated than in non-treated infected macrophages (Fig. 11A). In contrast, the ROS
production remained unaltered i infected macrophages treated with the different

concentrations of TQCI (Fig. 11B).
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Fig. 11: Evaluation of NO and ROS production in macrophages infected with L. infantim
and treated with TQCL Macrophages were infected with L. infontum and incubated with
different concentrations of TQCI (50-3.12 uM) for 48 hours. (A) Nitrite levels were quantified
in the culture supernatant of infected macrophages by the Griess method. As a positive control,
infected macrophages stimulated with LPS were used. (B) ROS levels were quantified using the
H:DCFDA fluorescent probe, Fluorescence intensity was measured using fluorimetry with a
485/528 nm filter pair. (*), (**) and (***) indicate statistically significant differences compared
to the negative control (P < 0.1, P < 0.01, and P < 0.001, respectively).
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Discussion

In this work, we determined the antileishmanial effect of a new quinoline
analogue, TQCI, containing a 2-aminothiophenol, and provided initial insight into its
mechanism of action. The compound assayed displayed antileishmanial activity against
promastigotes and intracellular amastigotes of L. infantinn, with an ICsp <10 uM and a
selectivity index >10, indicating its potency and selectivity. In addition, TQCI can be
considered a promising lead compound, since it fulfills the criteria defined by the Drugs
for Neglected Diseases initiative (DIND1) rules for new antileishmanial drug candidates:
IC50< 10 uM for intracellular amastigotes together with a selectivity index (SI)> 10 and
an appropriate in silico ADMET profile [27].

Several studies have correlated lipophilicity and basicity with the leishmanicidal
activity of quinoline scaffolds. The authors proposed that the selective accumulation
inside the phagolysosome and into cell organelles (e.g., cvtosol, lysosomes, or
mitochondria) can be mediated through lipophilic penetration and the subsequent “ion
trapping” mechanism, in which the capture of the molecule is achieved by generating a
polar and cationic form through the protonation of the basic moieties in an acidic
environment [| 1,28].

Leishmania spp. and other trypanosomatids, unlike mammalian cells, possess a
single, large, and highly specialized mitochondrion that plays multifunctional roles in
regulating bioenergetics and oxidative metabolism, calcium homeostasis. biosynthetic
pathways, and antioxidant enzyme activity, among other processes. In addition,
mitochondrial DNA 1s compartmentalized into a kinetoplast, among other processes.
Maintenance of mitochondrial integrity is crucial for the physiological function of the
respiratory chain, and a significant loss of A'¥m depletes cells of energy, thereby
activating the cell death machinery in parasites [20, 29].

The TEM analysis of L. infannin promastigotes treated with TQCI revealed
profound alterations in mitochondrial ultrastructure, including intense mitochondrial
swelling and loss of cristae. These ultrastructural alterations were associated with
mitochondrial dystunction, as evidenced by a decrease in A¥'m after TQCI treatment.

Reactive oxygen species (ROS) are biomolecules generated in the mitochondrial
respiratory chain used as signalization in cell proliferation and growth [30,31]. The

relationship between mitochondria and reactive species must be fully regulated. Thus,
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mitochondrial derangements resulting from perturbation of the mitochondrial membrane
potential (A'Y'm) can lead to excessive ROS generation. The oxidative stress induced by
high ROS levels was evident in TQCI-treated parasites, as evidenced by increased
superoxide radicals and “total” ROS, including hydrogen peroxide, hydroperoxides, and
peroxynitrite. In excess, these mitochondrial ROS can cross the mitochondnal
membrane and damage organelles and other cytoplasmic structures, interfering with
various biosynthetic and metabolic pathways and causing mrreversible damage to
biomolecules, such as lipids, proteins, and nucleic acids [30].

Lipid droplets (LDs) are dynamic and multifunctional organelles composed of a
neutral lipid core surrounded by phospholipids and associated proteins. IDs are
involved in essential processes, including energy storage during nutrient deprivation,
regulation of lipid homeostasis, synthesis of membrane lipids required for replication
and differentiation, and production of signaling molecules such as eicosanoids that
interfere with host immune responses [32]. The accumulation of lipid droplets observed
in TQCI-treated promastigotes suggests that the compound disrupts lipid metabolism,
which may reflect a cellular response to oxidative stress and serve as a lipid source for
energy and cell survival. Previous works with quinoline derivatives have shown the
interference in the bioenergetic system of the parasite with modifications to biochemical
processes associated with mitochondrial membrane potential depolarization, the
mcrease in ROS levels, and lipid droplets formation [15,19,33,34,35].

The plasma membrane of Leisfinania is a highly specialized and dynamic
structure with a umique composition that differs significantly from mammalian
membranes. It comprises a lipid bilayer containing ergosterol-/ike sterols, proteins, and
glycoconjugates, many of which are anchored to the membrane surface. It plays a
crucial role in the parasite’s survival by regulating nutrient uptake and coordinating
parasite differentiation; harbors key virulence factors; protects against immune attack;
and serves as a significant target for chemotherapy [36]. Cell membranes and organelle
membranes are particularly susceptible to ROS-induced damage due to their high lipid
content. Lipid oxidation mediated by ROS directly damages phospholipids, altering
membrane structure via pore formation and disrupting pH balance and nutrient
transport, ultimately leading to cell death [14,37].

The results showed that the TQCI treatment alters the permeability of
the parasite's plasma membrane, providing additional evidence of irreversible cellular

effects that may have contributed to parasite killing. Additionally, the plasma membrane
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phospholipid externalization was analysed. Our data showed a profound induction of
phospholipid externalization at the 2xICsy dose, as evidenced by a substantial shift of
parasite populations toward early- and late-stage apoptosis-like. Therefore, the results
demonstrated herein confirm structural and morphological alterations of the cell
membrane (permeability and changes in phospholipid composition).

The cell cycle of Leishmania promastigotes is precisely regulated to allow
adequate growth, differentiation, and replication [28]. Cell cycle progression 18 highly
sensitive to oxidative or drug-induced stress, which can trigger cell cycle arrest, thereby
impairing the parasite's normal cell division [39]. In addition to growth inhibition and
various flagellar alterations, such as double or short flagella, and the absence of flagella
observed by SEM, flow cytometric analysis revealed that treatment of L. infantumn
promastigotes with TQCI induces changes in the parasite cell cycle. These results
suggest that the compound TQCI induces a Go/G: cell cycle arrest in the parasites, an
event also associated with apoptosis-like cell death [40], preventing them from
progressing normally into the synthesis (S) and subsequent G»/M phases.

Trypanosomatids possess a finctional autophagic system that mediates turnover
and recycling by removing damaged cellular components, which appears essential for
regulating homeostasis during parasite differentiation and growth, thereby preventing
excessive self-destruction. However, when homeostatic balance is lost, extensive
autophagic activation may lead to indiscriminate degradation of a large portion of the
cytosol and organelles, and to a complete collapse of cellular functions [26,41]. In fact,
ulirastructural analysis revealed intense cytoplasmic vacuolation in L. infantum
promastigotes following treatment with TQCI at all concentrations tested, indicating
that autophagy is exacerbated in these cells.

Inteprated visualization of the experimental data revealed that mitochondrial
dysfunction represents the central initiating event in TQCI-induced cytotoxicity in L.
infantum promastigotes. Although mitochondnal depolarization reached approximately
50% relative to untreated controls, this early alteration preceded and correlated with
multiple downstream events, including amplification of oxidative stress, membrane
permeabilization, phosphatidylserine exposure, lipid droplet accumulation, and cell
cycle arrest. The reduction in autophagy-related signaling suggests that TQCI interferes
with parasite survival mechanisms, thereby favoring irreversible cell death. Together,
these findings support a mitochondria-centered cascade triggered by TQCI, leading to

heterogeneous cell death outcomes, including apoptosis-/ike and necrotic phenotypes.

27

116



W o N L R WM

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28

29
30
31
32

33

This multifaceted mode of action may contribute to the potent antileishmanial activity
of TQCI and reduce the likelihood of resistance development.

We extended the investigation into the mechanism of action of TQCI in
macrophages infected with L. ingfaatum amastigotes. Given that reactive nitrogen
species (RNS) and ROS play a crucial role in the immune response against Leishmania
spp. by mediating parasite killing in activated macrophages, we evaluated whether
mcubation with TQCI enhances the production of these effector molecules in
macrophages infected with L. infantum. Our data demonstrated that TQCI induced
higher levels of NO production, indicating its role in parasite killing. Interestingly, no
difference was observed in ROS production.

Collectively, our results demonstrate that TQCI induces profound mitochondrial
dysfunction and oxidative stress in L infantum promastigotes, resulting in
heterogeneous death outcomes within the parasite population: a subset of promastigotes
exhibits apoptosis-/ike features, whereas another fraction exhibits necrotic morphology.
In some cells, severe apoptotic-like injury may progress to secondary necrosis,
indicating that TQCI acts through multiple, and dose-dependent cytotoxic pathways
rather than a single uniform mechanism. Additionally, an immunomodulatory effect is

observed in infected macrophages.

Conclusion

Here. we describe the synthesis and antileishmanial activity of a new compound,
TQCI, formed by combining a 2-aminothiophenol unit with the 4-aminoguinoline
scaffold. TQCI exhibited potent and selective antileishmanial activity against
promastigote and intracellular amastigote forms of L. infantum. Our results indicate that
this compound induces multi-target cell death, including apoptosis-/ike and necrosis, as

well as immunomodulatory events.
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