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RESUMO  

 

A leishmaniose visceral (LV) é causada por protozoários do complexo Leishmania donovani, 

sendo a L. infantum amplamente distribuída globalmente e responsável pela transmissão 

zoonótica nas Américas, tendo o cão doméstico como principal reservatório no ambiente 

urbano. Além de ser incluída dentro das denominadas ‘’Doenças  Tropicais Negligenciadas” 

pela Organização Mundial de Saúde, a LV se torna uma questão de saúde única, por interligar 

a saúde humana, animal e ambiental. As terapias atuais para LV permanecem limitadas por 

regimes de tratamento prolongado, administração parenteral e efeitos tóxicos significativos, 

além de falha terapêutica, resistência medicamentosa e recidivas, o que ressalta a necessidade 

de pesquisas sobre novas alternativas terapêuticas para humanos e cães. Assim, este trabalho 

visou investigar a atividade e seletividade de um novo análogo de quinolina contendo 

2-aminotiofenol, denominado TQCL, em L. infantum, bem como fornecer informações sobre 

seu modo de ação. Após tratamento com  TQCL por 72 horas, a atividade em promastigotas 

e análise de toxicidade em células de mamíferos foram analisadas pela técnica do MTT, 

enquanto que em amastigotas intracelulares foi avaliada a carga parasitária dos macrófagos 

peritoneais infectados com L. infantum após coloração por Giemsa. Para estudos de modo de 

ação em promastigotas tratados foram utilizadas sondas fluorescentes específicas e 

abordagem utilizando microscopia eletrônica de transmissão e de varredura. Os resultados 

mostraram que TQCL apresenta potente atividade antileishmanial em promastigotas e 

amastigotas intracelulares, com valores de CI₅₀ abaixo de 10 μM e índice de seletividade 

superior a 10 μM. Nos promastigotas, TQCL induziu alterações morfológicas, 

ultraestruturais e bioquímicas pronunciadas, tendo a disfunção mitocondrial como evento 

central e alterações subsequentes compatíveis de morte por apoptose, paraptose e necrose.  O 

tratamento dos macrófagos infectados induziu aumento na produção de NO, sugerindo 

potencial estímulo da atividade microbicida dos macrófagos. Em conjunto, os resultados 

indicam que o TQCL inibe o crescimento de L. infantum por meio de múltiplos mecanismos, 

revelando uma estratégia crucial de desregulação coordenada de processos celulares vitais no 

modelo in vitro, abrindo perspectivas para a avaliação na LV experimental. 
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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 CI₅₀ 

values below 10 μM 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 vitro model, and opening perspectives for its evaluation in 

experimental visceral leishmaniasis.  
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1    INTRODUÇÃO 

​

      1.1 Leishmanioses e leishmaniose visceral 

​

​ As leishmanioses são doenças infecciosas causadas por protozoários do gênero 

Leishmania spp., de transmissão vetorial e com grande impacto sócio econômico mundial.  

Em razão de atingir principalmente áreas tropicais e subtropicais, afetando populações pobres 

e em situação de vulnerabilidade, e por não despertar o devido investimento por parte de 

gestores responsáveis por políticas de saúde pública, bem como das grandes indústrias 

farmacêuticas, está classificada como uma das “Doenças Tropicais Negligenciadas” (DTNs) 

de acordo com o Ministério da Saúde, 2004.  

As leishmanioses apresentam um espectro clínico polimórfico, com três apresentações 

clínicas principais: a forma visceral (LV), manifestação mais grave da doença, sendo fatal em 

mais de 90% dos casos sem tratamento; a cutânea (LC), mais comum e com a característica 

da formação de uma ou múltiplas lesões na pele do tipo úlcera e a forma mucocutânea (LM), 

secundária a lesão cutânea, que afeta principalmente a boca, nariz e garganta. Além dessas 

três principais formas, apesar de raro, alguns pacientes podem desenvolver as formas 

cutâneas difusa, disseminada e até apresentar lesões atípicas (Figura 1). De acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), estima-se que ocorram 700.000 a 1 milhão de novos 

casos anualmente das leishmanioses (OMS, 2025). 

 

Figura 1: Apresentação clínica das leishmanioses. (a) Forma visceral (b) cutânea (c) difusa 
(d) mucocutânea (e) disseminada. Fonte: Ministério da Saúde, 2017; Santos, 2013; Silveira, 
2020; Soares, 2024b (Adaptado). 
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​ A LV está principalmente associada a espécies oriundas da Europa pertencentes ao 

complexo L. donovani, nomeadamente L. donovani de caráter antroponótico e L. infantum, 

zoonótico (OMS, 2025). Leishmania infantum, foco deste trabalho, tem ampla distribuição 

global, ocorrendo em aproximadamente 60 países, incluindo a bacia do Mediterrâneo,  Norte 

da África, Oriente Médio e  América Latina (WHO, 2024).  

No continente americano, a LV, também conhecida como calazar, é uma zoonose 

transmitida por flebotomíneos do gênero Lutzomyia spp., sendo o cão (Canis familiaris) 

considerado como o principal hospedeiro reservatório no ambiente doméstico, mas outros 

mamíferos 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 há 500 anos, pelo processo de colonização a partir da 

Europa, oriunda de pacientes assintomáticos e cães e outros reservatórios mamíferos (Boité, 

2019).  

Além da apresentação clínica mucocutânea, cutânea e visceral, a leishmaniose 

dérmica pós-calazar (LDPK) tem sido descrita principalmente na África e Ásia, afetando 

pacientes infectados previamente com L. donovani que desenvolveram LV e posteriormente a 

complicação para o quadro da LDPK. As manifestações clínicas incluem erupções cutâneas 

no rosto que podem disseminar ou não para outras áreas do corpo (Figura 2), sendo os 

principais fatores de risco o tratamento inadequado durante o quadro da LV, má nutrição e 

co-infecção com o vírus HIV. Em relação a L. infantum, a evolução para LDPK são 

consideradas atípicas e raras. Embora a condição de saúde geral do paciente com LDPK não 

seja considerada tão grave quanto ao quadro da LV, a LDPK constitui um estigma social 

importante, pois a lesão pode evoluir para fibrose, deixando cicatrizes na pele e/ou no corpo 

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

 

Figura 2: Paciente com leishmaniose dérmica pós-calazar. (a) Indivíduo apresentando 
lesões nodulares na testa, nariz, bochechas e queixo, causando desfiguração facial e múltiplas 
máculas hipopigmentadas no tronco e membro superior (b). Fonte: Pathania, 2021.​
 
​  
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Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2024), são estimados de 50.000 a 

90.000 novos casos todos os anos de LV, sendo reportados em 75 países, dos quais 90% se 

concentram no Brasil, Índia e África Oriental (Sudão, Sudão do Sul, Etiópia, Quênia e 

Somália). Nas Américas, 96% dos casos de LV são notificados no Brasil, em 2023 foram 

registrados 1.461 novos casos confirmados com taxa de letalidade atingindo 8,60% dos casos, 

equivalente a 148 óbitos. Ainda, há uma fração dos casos positivos com dificuldade de se 

chegar ao diagnóstico e a notificação correta, sendo portanto, considerada uma doença 

subnotificada. Estima-se que somente cerca de 25 a 45% dos casos são notificados à OMS 

(WHO, 2025).​

​ Em razão da complexidade de manifestações clínicas, distribuição geográfica ampla e 

interação entre homem, ambiente e reservatórios mamíferos, incluindo o cão doméstico, a LV 

nas Américas se torna uma questão de saúde pública, que requer uma ação conjunta entre 

políticas governamentais, ação direta da sociedade civil e organizações para busca da 

melhoria do controle da doença (OPAS, 2020). O conceito de Saúde Única (One Health) 

insere-se diretamente na dinâmica da leishmaniose visceral, ao considerar a interconexão 

entre a saúde humana, animal e ambiental na manutenção e disseminação da doença. Além do 

aumento da população global, a população animal doméstica cresceu em paralelo e todos os 

fatores de risco para o homem e animais são aumentados com as mudanças ambientais que 

excedem a capacidade de adaptação de toda população (Evans, 2014). Embora dados recentes 

demonstram uma tendência de redução nos casos de LV e LC nos últimos anos, é possível 

observar uma expansão em novos territórios, aumento da letalidade para LV e aumento 

proporcional de casos de co-infecção em pacientes com LV e vírus da imunodeficiência 

humana HIV (OPS, 2024). 

​ O plano de ação para fortalecer a vigilância e o controle das leishmanioses nas 

Américas 2023-2030 (OPS, 2024) aborda causas base que ilustram a complexidade para 

realização da vigilância, prevenção e controle das leishmanioses, que resulta em alta 

morbidade e mortalidade para as diversas manifestações clínicas. Entre os fatores apontados, 

podemos destacar: diagnóstico laboratorial, tratamento e reabilitação dos pacientes não são 

suficientemente acessíveis; controle vetorial não realizado de forma sustentada e 

padronizada; informações epidemiológicas não disponíveis em tempo hábil para tomada de 

decisão; técnicas de diagnóstico e laboratórios não padronizados; profissionais de saúde não 

capacitados em quantidade suficiente para diagnosticar, tratar e acompanhar casos positivos; 

falha no monitoramento dos efeitos colaterais dos pacientes na maioria dos países; insumos, 

equipamentos e vigilância no manejo de cães indisponível ou insuficiente. 
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      1.2 O parasito Leishmania spp e ciclo de vida 

​

​ Leishmania spp. é classificada taxonomicamente no supergrupo Excavata, filo 

Euglenozoa, classe Kinetoplastea.. O ciclo de vida é heteroxeno, o qual envolve inseto vetor e 

o hospedeiro mamífero, geralmente canídeos ou roedores. A transmissão entre os hospedeiros 

ocorre pela picada do flebotomíneo fêmea. A forma biológica presente no inseto vetor é 

denominada promastigota, com formato alongado e diâmetro variando entre 10-40 x 1,5 a 3 

μm, com um único flagelo que permite sua mobilidade eficiente (Figura 3A). Já as 

amastigotas, formas presentes no hospedeiro mamífero, são  intracelulares obrigatórias, com 

corpo oval ou esférico e com diâmetro de 1,5 a 3 x 3 a 6,5 μm, conforme Figura 3B (Fereira, 

2020). O parasito, assim como demais cinetoplastídeos, apresenta uma estrutura denominada 

cinetoplasto, região especializada da única mitocôndria presente, responsável por conter 

grande quantidade de DNA extranuclear. Este fato abre perspectivas para o desenvolvimento 

de fármacos com ação nesta organela do parasito (Menna-Barreto, 2014). 

 
 

 
Figura 3: (A) Formas promastigotas. (B) Formas amastigotas de L. infantum. Setas = 
Formas amastigotas dentro do macrófago.  Aumento de 1000x. ​
Fonte: Núcleo de Pesquisas em Parasitologia-NUPEP/UFJF 
 

​ A infecção no inseto vetor se dá a partir da ingestão de sangue contaminado com 

amastigotas de um hospedeiro mamífero. Os parasitos ingeridos se diferenciam em 

promastigotas procíclicas, com capacidade de multiplicar por divisão binária e obter sua 

nutrição a partir dos nutrientes presentes no intestino do inseto. A partir da escassez desses 

nutrientes e interação com a microbiota do inseto, há a diferenciação para promastigotas 

metacíclicas, apresentando flagelo longo e ausência de multiplicação celular. Os 

promastigotas metacíclicos tem capacidade de resistência ao sistema complemento do 
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mamífero, fator importante para sua sobrevivência, essa forma migra para a porção do 

esôfago do vetor, que junto com a saliva e uma porção de fosfolipídeos produzidos pelo 

flebotomíneo, são injetados no mamífero pela picada do inseto. Uma vez dentro do 

organismo do hospedeiro mamífero, as promastigotas são fagocitadas por células do sistema 

inmunológico, principalmente por macrófagos, e são diferenciadas em amastigotas dentro do 

vacúolo parasitóforo, forma intracelular adaptada ao organismo do hospedeiro (Fereira, 

2020). 

​ Para L. infantum, as formas amastigotas presentes no hospedeiro mamífero se 

multiplicam dentro do vacúolo parasitóforo localizado dentro dos macrófagos, células estas 

que podem atuar indiretamente na disseminação do parasito para os órgãos alvos principais, 

como fígado, baço e medula óssea, que irão gerar consequentemente uma ampla 

sintomatologia mais grave em comparação aos outros tipos de leishmanioses, devido ao seu 

acometimento visceral, caracterizando uma infecção sistêmica (Luz, 2023). 

 

      1.3 A doença  

​

​ No Brasil a LV é uma doença endêmica, com 38.634 casos registrados entre 2010 e 

2020, sendo notificadas em todas as regiões do país, mas com acentuado número de casos na 

região Nordeste, que neste período representou 54,5% dos casos, em comparação com a 

região Sudeste que apresentou 19%, Norte 18%, Centro-Oeste 8,2% e Sul com 0,3%. Outro 

perfil sociodemográfico relevante, é a incidência da maioria dos casos voltados para o sexo 

masculino nas regiões afetadas, que pode estar relacionada com maior exposição ao vetor e 

fatores fisiológicos ou ocupacionais. Não somente, a área endêmica para LV no Brasil é a 

região urbana, fator associado a  processos de urbanização sem planejamento adequado 

(Silva, 2025).  

Os fatores de risco para LV são amplos, abrangendo mudanças ambientais e 

climáticas, incluindo processos de urbanização, além disso, fatores socioeconômicos, sendo a 

pobreza um fator agravante e relacionado a outros processos de risco, como condições 

precárias de saneamento básico e de habitação, ineficiência na gestão de resíduos, como lixo 

e efluentes sanitários expostos, que favorecem a reprodução e aproximação dos vetores. A 

desnutrição é um outro elemento importante, pois a carência de nutrientes como níveis de 

ferro, proteína, vitaminas e minerais como o zinco, favorecem a evolução da doença para 

formas mais graves. A mobilidade também é um aspecto de transmissão para várias doenças, 

incluindo a LV, sendo o deslocamento para áreas endêmicas um fator de risco (WHO, 2023). ​
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​ Dentre os infectados, os casos assintomáticos da LV são a maioria, geralmente 

relacionados com a presença de um paciente sintomático da mesma família, apontando para 

os mesmos fatores de risco do paciente afetado pela enfermidade (Oliveira, 2008). Para os 

casos com sintomatologia, a LV gera uma alteração clínica relevante, com acometimento 

principalmente do fígado, baço, medula óssea e linfonodos. A doença se instala a partir do 

momento que o parasito consegue ultrapassar os mecanismos protetores do sistema 

imunológico do hospedeiro, além de induzir alterações moleculares, tais como inibição da 

resposta imune Th1 e secreção de citocinas como IL-10, IL-4 e TGF-β, levando ao quadro de 

anergia das células T e desenvolvimento da doença. Em indivíduos com a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA/AIDS)  HIV, a LV é considerada como uma doença 

oportunista importante, sendo a imunossupressão adquirida previamente considerada um fator 

relevante para evolução da infecção (Costa, 2023). ​  

​ Após a instalação da infecção, os sintomas geralmente cursam com febre baixa 

prolongada, hepatomegalia e esplenomegalia, perda de peso, pancitopenia e 

hipergamaglobulinemia policlonal (IgG e IgM). A função hepática pode-se apresentar normal 

ou alterada, com alguns casos com apresentação de hipoalbuminemia e edema. Com 

progressão do quadro, a LV leva à caquexia grave e hemorragias devido a trombocitopenia 

acentuada, que em níveis elevados de sangramento em mucosas, colabora com evolução para 

sepse. Não somente, com a leucopenia, os indivíduos acometidos com a LV, desenvolvem um 

quadro imunossupressor, prejudicando a defesa contra outros microrganismos e favorecendo 

o desenvolvimento de outras infecções, como as bacterianas, fator importante na progressão 

desfavorável da doença e evolução para óbito (Kumar, 2012). A hepatoesplenomegalia e 

atrofia muscular característica de um paciente com LV pode ser observada na Figura 4. ​
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Figura 4: Indivíduo 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 áreas 

endêmicas e  apresente os principais sintomas da doença, principalmente febre baixa de longa 

duração, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, astenia e anemia (Santos, 2023). 

Apesar de sua relevância em saúde pública, ainda há um número limitado de profissionais 

capacitados para reconhecer adequadamente a sintomatologia da doença, postergando o 

diagnóstico e a conduta terapêutica adequada (OPS, 2024).  Com a falta de identificação 

clínica e ausência do tratamento adequado, a LV pode evoluir para o óbito dos pacientes em 

mais de 90% dos casos (OPAS, 2022). ​

​ Algumas enfermidades possuem sintomatologia semelhante ou provocam alterações 

laboratoriais comuns às apresentações dos pacientes com LV e são consideradas como 

diagnóstico diferencial, tais como infecções bacterianas como brucelose, tuberculose e 

endocardite; doenças parasitárias como malária e esquistossomose; afecções fúngicas como 

histoplasmose e outras doenças fúngicas disseminadas; neoplasias como leucemia e linfoma; 

outras causas consideradas não infecciosas como lúpus eritematoso sistêmico, anemia 
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falciforme e anemia aplásica. Para os pacientes com LV aguda, ainda são considerados como 

diagnóstico diferencial uma série de doenças como doença de Chagas, febre tifóide, hepatite 

viral, mononucleose, doenças arbovirais, hepatite viral e abscesso hepático causado por 

amebíase (Pareyn, 2025). ​

​ Além da dificuldade pelos profissionais de saúde de reconhecer os sintomas da LV, a 

sobreposição das alterações clínicas comuns a outras doenças dificulta a confirmação da 

enfermidade, gerando atraso no diagnóstico correto, ocasionando consequentemente a piora 

do prognóstico da doença. Esse atraso torna-se ainda mais crítico para os casos de LV em 

crianças, pois o não estabelecimento do tratamento nas primeiras semanas é um importante 

fator de risco para mortalidade pela doença nesta faixa etária (Soares, 2024a).   

Devido a sintomatologia inespecífica, é necessária a confirmação da LV através de 

métodos diagnósticos específicos como exames parasitológicos e imunológicos. Os exames 

parasitológicos buscam identificar formas amastigotas do protozoário e o diagnóstico 

imunológico se dá a partir da identificação de anticorpos anti-Leishmania, sendo os mais 

utilizados os testes rápidos imunocromatográficos, a reação de imunofluorescência indireta 

RIFI e o ensaio imunoenzimático ELISA (Pessoa, 2024). 

Dentre os testes imunológicos, a reação de imunofluorescência indireta (RIFI), são 

considerados positivos as amostras reagentes a partir da diluição 1:80, e nos casos com 

sintomatologia característica de LV com diluição igual a 1:40, um novo exame deve ser 

realizado em 30 dias. Já para o teste rápido imunocromatográfico, a confirmação se dá a 

partir da visualização de uma linha indicada no campo C ou G na fita ou plataforma teste, 

além da linha controle, que garante validade do ensaio. Para diagnóstico parasitológico, o 

material preferencial de análise é obtido através da punção de medula óssea, mas também 

pode ser coletado amostras oriundas do linfonodo ou baço, exigindo esses últimos, coleta em 

ambiente hospitalar (Ministério da Saúde, 2025). ​

​ No cão doméstico (Canis familiaris), a leishmaniose canina (LVC) pode se comportar 

de maneira assintomática e o animal permanecer infectante por anos, principalmente em 

regiões endêmicas. No animal, além da multiplicação das formas amastigotas de L.infantum 

em macrófagos e posteriormente na chegada aos órgãos alvos como baço, fígado e medula 

óssea através da corrente sanguínea, a doença tem um perfil dermotrópico evidente, sendo a 

pele um dos principais tecidos alvo. A disseminação do parasito na pele constitui um fator 

importante para o desenvolvimento das lesões dérmicas e é um aspecto relevante para a 

transmissibilidade ao vetor (Saridomichelakis, 2025).  
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A sintomatologia e anormalidades clinicopatológicas da LVC é bastante diversa, a 

depender da imunidade e condição clínica do animal, variando de uma infecção autolimitante 

a quadros crônicos e fatais. Os principais achados clínicos são perda de peso, anormalidades 

oculares, letargia, linfadenomegalia, esplenomegalia, atrofia muscular, rinite, anemia, 

linfopenia e trombocitopenia. Em condições menos comuns, alguns animais podem 

apresentar alterações no sistema urinário, digestório e cardíaco. As manifestações cutâneas 

são 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, alteração essa última caracterizada pela hipertrofia e crescimento anormal da 

unha, conforme Figura 5 (Saridomichelakis, 2025).  

​

​
Figura 5: Principais tipos de lesões dérmicas e alteração 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 único produto 

farmacêutico aprovado para tratamento em cães com LVC no Brasil, de acordo com a Nota 

Técnica Conjunta nº 001/2016 MAPA/MS (Brasil, 2016), ainda não há comprovação que o 

medicamento promova cura parasitária dos animais afetados. Além disso, tem sido observada 

a ocorrência de falha terapêutica, bem como a ausência de melhora do quadro clínico em 

animais utilizando esse fármaco (Gonçalves, 2024).  

 Além da possível falha no tratamento, os custos financeiros do tratamento de cães 

com LVC recaem integralmente ao tutor, conforme estabelecido pela Portaria Interministerial 

nº 1.426/2008, que proíbe o uso de medicamentos de uso humano ou não registrados no 

MAPA para esse fim, em consonância com os princípios da Lei nº 8.080/1990, que restringe a 

atuação do SUS à saúde humana. O tratamento da LVC é considerado de alto custo e 

necessita de exames e avaliações médico veterinárias periódicas (Abbiati, 2019), tal fato pode 

colaborar para o abandono do tratamento devido a falta de recursos financeiros, tornando o 

cão infectado um importante reservatório no ambiente urbano.​
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     1.4 Terapia da leishmaniose visceral​

 

Diante da ausência de uma vacina para a doença e de métodos eficazes para o controle 

dos flebotomíneos, o tratamento medicamentoso permanece como a principal estratégia de 

manejo e controle da LV. De acordo com as recomendações da diretriz mais recente para o 

tratamento da LV na região das Américas, atualmente estão disponíveis três opções 

terapêuticas: 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 evolução clínica e a necessidade de 

monitoramento contínuo (OPAS, 2022).  

​ A escolha do medicamento para o tratamento da leishmaniose visceral LV leva em 

consideração fatores como idade e condição clínica do paciente. Devido à sua maior 

disponibilidade, os antimoniais pentavalentes são considerados como primeira opção de 

tratamento para pacientes sem comorbidades e imunocompetentes. Contudo, na presença de 

fatores de risco ou condições clínicas específicas, como insuficiência renal, hepática, 

extremos de idade, alterações cardiológicas, hipersensibilidade medicamentosa, gestação, 

lactação ou falha terapêutica prévia, a anfotericina B lipossomal é recomendada como 

tratamento de eleição. Na indisponibilidade da anfotericina B recomenda-se a administração 

do desoxicolato de anfotericina B ou de outras formulações lipídicas de anfotericina B 

(OPAS, 2022).  

Os principais desafios encontrados no tratamento com os fármacos já disponibilizados 

para o tratamento da LV são a alta taxa de efeitos colaterais graves, elevada toxicidade, 

resistência medicamentosa, além do uso com cautela ou restrição em pacientes gestantes, em 

lactação, co-infectados com HIV ou imunocomprometidos (Sampaio, 2023). Os principais 

efeitos colaterais associados à anfotericina B lipossomal e do medicamento desoxicolato de 

anfotericina B relatados são a hipocalemia, nefrotoxicidade e tremores. Já os antimoniais 

pentavalentes os principais efeitos observados são hepatotoxicidade e toxicidade cardíaca 

(Burza, 2018). ​

​ A miltefosina, originalmente desenvolvida como fármaco antineoplásico, teve 

reconhecimento da sua atividade antileishmanial na década de 1980 e embora não utilizada 

para tratamento da LV humana no Brasil, é utilizada no regime terapêutico para pacientes 

com LV em outros países como na Índia, Nepal e Bangladesh, tendo como principal 

vantagem clínica a sua alta eficácia, chegando a taxas de cura de aproximadamente 94% em 

ensaios clínicos de fase 3 e a característica de ser o único medicamento disponibilizado com 
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administração por via oral (Singh, 2024; Ghorbani, 2017; Roatt, 2020). No Brasil, a 

miltefosina é autorizada para tratamento da LVC e leishmaniose cutânea humana. Apesar da 

disponibilidade por via oral, seu uso também é acompanhado de efeitos colaterais, incluindo 

vômito, diarreia, dor abdominal e náusea, além de efeito teratogênico  (Pijpers, 2019).  

​

      1.5 Quinolinas  

​

​ Pelo exposto acima, não há dúvidas acerca da necessidade na busca por novas 

alternativas para o tratamento da LV. Neste contexto, nosso grupo tem se dedicado há anos à 

pesquisa e desenvolvimento de novos compostos com ação em Leishmania spp, com especial 

interesse nas quinolinas (Antinarelli, 2015; 2016; 2023; Coimbra, 2016; Glanzmann, 2021). 

As quinolinas constituem um grupo farmacóforo aromático heterocíclico de fórmula química 

C₉H₇N com dois anéis, em que um carbono na posição 1 é substituído pelo nitrogênio. 

Apresentam ampla diversidade de atividade biológica em especial como drogas antimaláricas 

tais como a cloroquina, tafenoquina e amodiaquina (Sureshkumar, 2020). 

​ Além da atividade das quinolinas como terapia antibacteriana, oncológica,  atividade 

no vírus do HIV e ação em protozoário como Trypanosoma spp., essa classe terapêutica 

também tem sido demonstrada em outros estudos na terapia das leishmanioses, incluindo 

ação antileishmanial em L. donovani. As quinolinas têm demonstrado estrutura química 

favorável para estudos antileishmaniais por possuir versatilidade estrutural ampla, podendo 

acomodar grupos farmacóforos direcionados para sua ação biológica e potência 

antileishmanial (Hartman, 2024; Upadhyay, 2018). 

 Adicionalmente, há evidência da ação das quinolinas direcionadas para a forma 

amastigota do parasito Leishmania spp., fator relevante na terapia das leishmanioses devido 

ao fato da forma intracelular ser responsável pelas manifestações clínicas 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 Núcleo de 

Pesquisas Químicas - (NUPEQ) do Prof. Dr. Adilson David da Silva, do Departamento de 

Química/Instituto de Ciências 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 Núcleo 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 

laboratório apresentou boa ação antileishmanial em L. amazonensis, com CI50 de 6,41 μM e 

4,32 μM para os estágios de promastigota e amastigotas intracelulares, respectivamente 

(dados não publicados). Tais resultados motivaram ampliar os estudos de modo de ação desse 

composto e verificar sua atividade antileishmanial em L. infantum.​

​

 

 

Figura 6 - Estrutura química do TQCL. ​
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2    OBJETIVOS ​

 

      2.1 Objetivo geral  

​

​ Avaliar o efeito do composto TQCL em L. infantum, espécie responsável pela LV, 

bem como explorar a toxicidade em macrófagos de espécie murina da linhagem BALB/c. 

Além disso, verificar as alterações ultraestruturais, bioquímicas e celulares indicativas de 

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

​

       2.2 Objetivos específicos  

​

1- Avaliar o efeito do TQCL, em concentrações variadas, em promastigotas de L. infantum. 

2- Avaliar o efeito do TQCL, em concentrações variadas, em amastigotas intracelulares de L. 

infantum. 

3- Avaliar potencial citotóxico, em concentrações variadas, do composto TQCL em 

macrófagos. 

4- Determinar o índice de seletividade do composto. 

5- Analisar modificações bioquímicas e celulares indicativas de processos de morte celular 

em promastigotas de L. infantum tratados com TQCL, tais como: ​

​ - Alterações no potencial da membrana mitocondrial; ​

​ - Produção de espécies reativas do oxigênio (EROS);​

​ - Integridade e exposição de fosfatidilserina no folheto externo da membrana 

plasmática;​

​ - Acúmulo de corpúsculos lipídicos;​

​ - Alterações no Ciclo celular;​

​ - Formação de vacúolos autofágicos;  

​ - Alterações ultraestruturais utilizando microscopia eletrônica de transmissão (MET) e 

de varredura (MEV). 

6- Verificar o efeito do TQCL, na produção de Óxido Nítrico (NO) em macrófagos 

infectados com L. infantum. 

7- Determinar, via  spider plot e heatmap (gráfico de calor), o mapeamento temporal e causal 

do processo de morte do parasito.​
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3    MATERIAIS E MÉTODOS​

 

       3.1 Desenho experimental  

​

​ Para facilitar o entendimento dos procedimentos realizados neste trabalho foi inserido 

neste documento o desenho experimental (Figura 7). 

 

Figura 7: Desenho experimental. As etapas iniciais do trabalho incluem avaliação da 
atividade do composto TQCL em promastigotas e amastigotas de L. infantum, além da 
avaliação da citotoxicidade em macrófagos murinos e cálculo do índice de seletividade (IS). 

 



31 

Em seguida, realizou-se os seguintes estudos de modo de ação em promastigotas de L. 
infantum tratados com o composto: Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 
(ΔΨm), produção de Espécies Reativas do Oxigênio (EROs), formação de radicais 
superóxido e corpúsculos lipídicos, integridade da membrana plasmática, externalização de 
fosfatidilserina, avaliação do ciclo celular e formação de vacúolos autofágicos. Também 
foram realizadas análises ultraestruturais de promastigotas de L. infantum tratadas com 
TQCL utilizando as técnicas de microscopia eletrônica de transmissão e microscopia 
eletrônica de varredura (MEV e MET). Também foi avaliado o efeito do TQCL na produção 
de Óxido Nítrico (NO) em macrófagos infectados. Para fornecer uma visão integrada da ação 
do composto, foram realizadas análises em gráfico no modelo ‘’Spider plot’’ e gráfico de 
calor. Fonte: O próprio autor. 
 
​

      3.2 Obtenção do composto  

​

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

síntese química realizada pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Adilson David da Silva do 

SINTBIOLMOL/ICE/UFJF. 

​

       3.3 Modelo animal e procedimentos de manejo   

 ​

​ Neste trabalho foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c fêmeas com 

idade entre 6-8 semanas provenientes do Centro de Biologia da Reprodução (CBR) da 

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Todos os procedimentos envolvendo animais 

foram conduzidos por equipe previamente treinada, sob supervisão do médico veterinário 

responsável e após capacitação específica, incluindo cursos obrigatórios na área de ciência 

em animais de laboratório. Os aspectos envolvidos na capacitação incluem noções de 

bioterismo, contenção animal, bem-estar na espécie murina, monitoramento dos animais, 

coleta de sangue, além de treinamento específico 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 não enxergam a 

cor vermelha.  
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​

​ Após a chegada no biotério do NUPEP, as gaiolas com os animais foram colocados na 

ante-sala, aguardando 30 minutos para a climatização no novo ambiente. Após esse período 

realizou-se o exame individual de cada animal pelo médico veterinário da equipe, verificando 

peso, temperatura, abertura dos olhos, tamanho dos dentes, sexo, presença de secreção em 

mucosas e condição geral de saúde. Os dados da avaliação clínica 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 máximo 

05 animais oriundos da mesma ninhada de origem, selecionados aleatoriamente em gaiola 

com as dimensões de 30 X 20 X 13 cm e forrada com maravalha, ração autoclavada (Nuvilab, 

Brasil) e bebedouro contendo água 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 

diâmetro e 8 cm de comprimento, previamente cortados e esterilizados em autoclave. As 

gaiolas foram devidamente identificadas com etiqueta vermelha contendo informações 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 

exaustão de ar (Alesco, São Paulo, Brasil) com controle de luminosidade com ciclo 12/12h, 

com permanência de luz das 6h da manhã até 18h da noite e temperatura mantida entre 19-22 

°C. A sala de biotério dispõe 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 

água, ração, temperaturas da sala e da estante ventilada, condição geral do ambiente, bem 

como presença de algum animal apático ou com outra condição de saúde adversa. Os animais 

que diferiram do grupo por condições de saúde foram reservados em gaiola separada e  

monitorados pelo médico veterinário. ​

​ Semanalmente realizou-se a limpeza de gaiolas por um membro da equipe, a fim de 

trocar a maravalha utilizada e reposição da água e ração. Todos os procedimentos realizados 

foram registrados no caderno de entrada do biotério, além do caderno de procedimento, 

incluindo a data, intervenção realizada e responsável. 

Os animais utilizados neste estudo foram destinados à obtenção de macrófagos 

peritoneais, sendo previamente submetidos à anestesia, sob supervisão do médico veterinário 

responsável, por meio da administração de dose letal de xilazina (20 mg/kg) e quetamina 
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(100 mg/kg), para posterior realização dos procedimentos experimentais. Adicionalmente, o 

deslocamento cervical foi empregado como método complementar de eutanásia e como 

critério de ponto final humanitário.  

​ Todos os procedimentos realizados foram aprovados previamente pela Comissão de 

Ética 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 infusão de cérebro e 

coração bovino (Himedia, Mumbai, Maharashtra, Índia)], suplementado com ácido fólico e 

hemina (Sigma- Aldrich. St. Louis, Missouri, EUA), 10% de soro bovino fetal (SBF) 

(Cultilab, SP, Brasil), além da adição 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 manutenção 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 Bioquímica de oxigênio) a 25°C.  

 

      3.5 Manutenção da infectividade de L. infantum  

​

​ A manutenção da infectividade da cepa de L. infantum foi realizada através da 

infecção in vivo em camundongos BALB/c. A infecção ocorreu por via intraperitoneal, onde 

foi inoculada através de uma seringa hipodérmica estéril de 1mL com agulha de 0,45x13mm, 

uma solução com PBS (“Phosphate Buffer Solution’’ ou Solução Salina Tamponada com 

Fosfato) contendo 10x107 de promastigotas de L. infantum em fase estacionária de 

crescimento. A eutanásia foi realizada após 20 dias da infecção, no qual foi realizada a coleta 

do baço e fígado para isolar as formas amastigotas do parasito. A suspensão de células 

contendo as amastigotas foram mantidas no meio de cultura como acima descrito, sendo 

mantidas em BOD à 25°C para transformação destas em promastigotas (Das Chagas 

Almeida, 2022). A utilização dos animais na presente etapa foi aprovada pela Comissão de 

Ética do Uso de Animais da UFJF (CEUA n° 018/2023 e 019/2023). 
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   3.6 Avaliação da citotoxicidade do TQCL em macrófagos peritoneais em 

camundongos BALB/c   

​

​ Macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c foram estimulados através da 

inoculação de 2 mL de tioglicolato de sódio 3% (Merck, Darmstadt, Alemanha), por via 

intraperitoneal em cada animal, utilizando uma seringa de 5mL e agulha 25x0,80mm. Após 

72 horas, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal, com uma solução de PBS, 

xilazina  20 mg/kg e quetamina 100 mg/kg. Após atingir o plano anestésico adequado para o 

procedimento, a partir da avaliação médico veterinária,  foi realizado o lavado peritoneal, a 

fim de obtenção dos macrófagos murinos. O lavado foi realizado utilizando 5 mL de solução 

de Hank’s estéril (Sigma-Aldrich. St. Louis, Missouri, EUA), inoculado por via peritoneal e 

todo líquido foi aspirado e o mesmo procedimento foi repetido mais uma vez.  

O conteúdo obtido no lavado foi centrifugado a 1200 rpm (Thermo Fisher Scientific 

D37520) durante 10 minutos. Após a centrifugação, 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 antibiótico penicilina/estreptomicina (Cultilab, Campinas, SP, Brasil). Foi coletada 

uma alíquota de 10μl com 990μl de solução de contagem, no qual foi utilizado 10μl dessa 

solução para contagem de macrófagos em uma câmara de Neubauer para ajuste da 

concentração em 2x106 células/mL. ​  

O plaqueamento foi realizado utilizando uma placa de 96 poços (COSTAR - Corning 

incorporated, NY, USA, 14831) adicionando 100μl em cada poço para incubação durante 24h 

em estufa à 37°C e 5% de CO2. Após 24h, o conteúdo da placa foi descartado e foi realizada a 

lavagem com PBS, para retirar células não aderidas. Após a lavagem, foi descartado todo o 

PBS e foi realizado o tratamento em diferentes concentrações do composto, a partir de 150 

μM até 9,37 μM. Após tratamento, as placas foram acondicionadas novamente em estufa a 

37°C e 5% de dióxido de carbono (CO2), durante 72h. Após esse período, foi adicionado 10μl 

de MTT a 5 mg/mL [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-tetrazólico - 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)] em cada poço.  

Após duas horas, foi acrescentado o isopropanol/HCl (solução a 0,7%) a fim de 

interromper a reação. Foi realizada leitura com espectrofotômetro (Multiskan EX - Thermo 

Electron Corporation, Vanta, Finlândia) a 570nm. Os valores das absorbâncias foram 

convertidos em porcentagem de inibição da viabilidade dos macrófagos em relação ao 

controle e calculado o valor do CC50 (concentração citotóxica para 50% das células) pelo 
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programa GraFit 5. O protocolo foi aprovado pela Comissão de Ética 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 

isso, a Leishmania foi contada através de uma câmara de Neubauer e ajustada a contagem 

para 2x106 células/ml. Após o ajuste, os parasitos foram colocados em uma placa de 96 poços 

(COSTAR - Corning incorporated, NY, USA, 14831) e incubadas a 25°C em estufa BOD, em 

seguida os compostos foram adicionados em concentrações seriadas no intervalo de 100 μM 

a 3,12 μM e a placa foi incubada por 72h em estufa BOD a 25ºC. Após esse período foi 

adicionado o MTT 5 mg/mL, sendo incubado por quatro horas. A reação foi interrompida 

pela adição de 100μl de isopropanol/HCl (0,7%) e a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Multiskan EX - Thermo Electron Corporation, Vanta, Finlândia) a 570nm.  

A avaliação dos resultados foi realizada em comparação com o controle sem a 

presença do composto em porcentagem de inibição de células viáveis. Para cálculo da 

concentração inibitória (CI50), concentração que inibe 50% o crescimento dos parasitos,  foi 

utilizado o programa GraFit 5 (das Chagas Almeida, 2022). A droga de referência 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 obtenção de macrófagos peritoneais, juntamente com a cepa de 

Leishmania utilizada nos experimentos, foram as mesmas já descritas anteriormente. 

Resumidamente: Após o lavado peritoneal utilizando aplicação de solução de Hank’s em 

camundongos BALB/c, que foram estimulados previamente com tioglicolato a 3%. A solução 

obtida foi centrifugada e ressuspendida em meio RPMI e uma alíquota de 10μl foi contada 

em uma câmara de Neubauer. Foi adicionado uma lamínula de vidro em cada poço da placa 

de 24 poços (COSTAR - Corning incorporated - 3524, Kennebunk, ME, USA) e após adição 

das lamínulas, a solução contendo macrófagos, meio RPMI, SBF a 10% e 0,5% de antibiótico 

foi adicionado na placa, totalizando 300μl por poço.  
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As placas foram encubadas em estufa por 24 horas à 37°C com 5% de CO2  e 

macrófagos foram colocados para interagir com promastigotas de Leishmania na proporção 

de 1/10 (macrófago/parasito), durante 24 horas, em estufa à 37°C com 5% de CO2. Após esse 

período, as placas foram lavadas por três vezes com PBS para retirar as promastigotas que 

não internalizaram nos macrófagos, adicionou-se meio RPMI suplementado com soro de 

cavalo 3% e o composto foi adicionado em concentrações variadas (50,00; 25,00; 12,50; 

6,25; 3,12 μM), totalizando 72 horas de tratamento.  

Para coloração, as células foram fixadas com etanol absoluto, coradas com Giemsa e 

desidratadas com proporções de acetona/xilol na sequência a seguir: acetona (100%); 

acetona/xilol (90/10%); acetona/xilol (50/50%); acetona/xilol (10/90%); xilol (100%). O 

efeito inibitório do composto foi avaliado através de contagem manual do número de 

amastigotas presentes nos macrófagos nas diferentes concentrações, com o auxílio do 

microscópio óptico, com a contagem de 200 macrófagos por lamínula, totalizando 400 

macrófagos para cada concentração/lâmina testada. Foram realizados dois experimentos 

independentes, com cada lamínula em duplicata.  

O controle negativo foi a infecção sem o tratamento e a droga de referência para título 

de comparação foram tratadas com miltefosina. Os resultados foram expostos como 

porcentagem de inibição da carga global de amastigotas em relação ao controle sem 

tratamento. O CI50, concentração que inibe 50% do crescimento dos parasitos, foi 

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

​

      3.9 Cálculo do índice de seletividade     

​

​ O Índice de Seletividade (IS) do composto foi calculado pela razão entre a toxicidade 

in vitro para macrófagos murinos (CC50) e a atividade em promastigota ou amastigota 

intracelular (CI50). Valores acima de 10 indicam que o composto foi mais tóxico para o 

parasito do que para a célula hospedeira (macrófagos). Valores inferiores a 10 indicam maior 

toxicidade para a célula hospedeira (Inacio, 2013). 

 

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

​

​ Com o objetivo de evidenciar o modo de ação do composto TQCL em promastigotas 

de L. infantum foram realizados ensaios experimentais utilizando o composto TQCL nas 
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concentrações de 6,29 μM e 12,58 μM, correspondendo ao valor de 1x e 2x a concentração 

inibitória que inibe o crescimento de 50% dos parasitos (Cl50 ). A metodologia empregada em 

cada avaliação está detalhada nas seções subsequentes. 

​

      3.10.1 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 

​

​ Promastigotas de L. infantum em fase logarítmica de crescimento foram tratadas em 

garrafas de cultura com o composto TQCL na concentração 6,29 μM e 12,58 μM, referente 

ao valor de 1x e 2x o Cl50. Após 24 horas de tratamento, células foram lavadas em PBS, 

contadas em câmara de Neubauer e a concentração foi ajustada para  5x106 células em 1 mL 

de solução de Hank’s e incubadas no escuro com 10µg/mL do JC-1 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, EUA)  durante 30 minutos. Após 30 minutos as células foram lavadas 3x 

com PBS e novamente ressuspendidas em 1mL de solução de Hank’s. Posteriormente, foi 

realizada a transferência das células para uma placa escura, compatível para realização da 

leitura em fluorímetro (FLx800) com os comprimentos de onda de excitação/emissão 

485/528nm (fluorescência verde) e 485/600nm (fluorescência vermelha). Foi utilizado para o 

controle positivo o tratamento das promastigotas com 5 µM de FCCP (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, EUA) por 10 min a 25°C (Antinarelli, 2015). Em relação ao controle 

negativo, foram utilizados poços com ausência do composto. 

 

      3.10.2 Avaliação da produção de Espécies Reativas do Oxigênio (EROs)​

 

​ Promastigotas de L. infantum foram tratadas com o composto TQCL a 6,29 μM e 

12,58 μM, por 24 h a 25°C. Em seguida, as células foram lavadas 1x com PBS e ajustadas à 

concentração de 5x106 promastigotas/mL. Para determinar a produção de EROs total foi 

utilizada a sonda H2DCFDA (D399 - Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA). 

O H2DCFDA é um marcador não fluorescente, que quando em presença de esterases 

intracelulares e EROs exibe um produto fluorescente (de acordo com indicações do 

fabricante). A incubação foi realizada à 20 µM por 30 minutos, em temperatura ambiente, sob 

proteção da luz. O H2O2 a  4 µM foi utilizado como controle positivo. O controle negativo foi 

feito sem a adição do composto. A leitura ocorreu em fluorímetro (FLx800) nos 

comprimentos de onda de excitação/emissão de 485/528nm (Antinarelli, 2015). 
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​

      3.10.3 Avaliação da formação  de radicais superóxido 

​

​ Promastigotas de L. infantum em fase logarítmica de crescimento foram ajustadas 

para 10x106/mL. Em seguida, foram tratadas com o composto em estudo utilizando as 

concentrações de 1 e 2x o valor do Cl50 e incubadas em estufa BOD a 25°C durante 24 horas. 

Após esse período, as células foram lavadas e ressuspendidas em PBS, ajustando a 

concentração para 5x106/mL em 200 µL da suspensão em placa escura. Foi adicionado o 

Mitosox (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA) na concentração final de 5 

µM e a placa foi incubada em temperatura ambiente durante 20 minutos na ausência de luz. 

Como controle positivo foi utilizado Miltefosina na concentração de 6,47 µM, que foi 

incubada por 15 minutos. No controle negativo foram utilizados parasitos não tratados. Para 

leitura foi utilizado o fluorímetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) 

empregando um comprimento de emissão de 600 nm e comprimento de excitação de 540 nm 

(Das Chagas Almeida, 2022). 

 

      3.10.4 Avaliação da formação de corpúsculos lipídicos​

 

​ O corante lipofílico Nile Red foi utilizado para avaliação de corpúsculos lipídicos em 

promastigotas de L. infantum tratadas com o composto TQCL na concentração 6,29 μM e 

12,58 μM. Para esse objetivo, promastigotas foram ajustadas na concentração de 5x106 

promastigotas/mL e incubadas com corante Nile Red (19123 - Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) a 1 µg/mL, durante 30 minutos, em temperatura ambiente, na ausência de 

luz. Como controle positivo foi utilizado a miltefosina na concentração de 7,81 µM. Para 

controle negativo foram utilizados poços sem adição do composto e a leitura foi efetuada em 

fluorímetro (FLx800) em comprimentos de onda de excitação/emissão de 485/528nm (Das 

Chagas Almeida, 2022). 

​

      3.10.5 Avaliação da integridade da membrana plasmática​

 

​ Promastigotas de L. infantum (1x107 células/mL) em fase logarítmica de crescimento  

foram tratadas com o composto TQCL na concentração 6,29 μM e 12,58 μM durante 24 

horas a 24°C e incubadas com iodeto de propídeo (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 
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EUA) a 1 µg/mL por 15 minutos na ausência de luz. No controle positivo foi realizado o 

aquecimento dos parasitos a 65°C durante 10 minutos e no controle negativo utilizou-se 

poços contendo parasitos não tratados. Foi utilizado o fluorímetro  (FLx800, BioTek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com fluorescência de 540 nm de emissão e 600 nm de 

excitação (Antinarelli, 2015). 

 ​

      3.10.6 Avaliação da formação de vacúolos autofágicos 

​

​ Promastigotas de L. infantum (1x107 células/mL) em fase logarítmica de crescimento  

foram tratadas com o composto TQCL na concentração  6,29 μM e 12,58 μM  e  incubadas 

durante 24 horas a 24 °C. Promastigotas em fase estacionária 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 µM de 

monodansilcadaverina (MDC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) por 1 hora a 37 ºC 

e analizadas no fluorímetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com 

335 nm de excitação e 460 nm de emissão (Stroppa, 2017). 

 

    3.10.7 Avaliação da externalização de fosfatidilserina em promastigotas de L. 

infantum tratadas com o composto TQCL 

​

​ Promastigotas de L. infantum (10⁷ células/mL) foram incubadas com o composto 

TQCL (6,29 e 12,58 µM) por 24 h. Uma suspensão de 5 x 10⁶ promastigotas foi lavada uma 

vez com PBS e incubada com 1 µL de anexina V-FITC (Invitrogen, Molecular Probes) por 20 

minutos no escuro. Em seguida, iodeto de propídio (PI) foi adicionado a uma concentração de 

1 µg/mL e as células foram incubadas no escuro por 15 minutos. Miltefosina na concentração 

de 6,47 µM foi usada como controle positivo. Parasitos sem tratamento foram utilizados 

como controle negativo. Os dados foram adquiridos no citômetro 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 Avaliação 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 µM) 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 µg/mL de 

Ribonuclease A (Sigma-Aldrich) por 1 hora a 37 °C. Posteriormente, as amostras foram 

incubadas com iodeto de propídio (PI), (Sigma-Aldrich, EUA) na concentração de 1,0 µg/mL 

por 20 minutos à temperatura ambiente. Para controle negativo utilizou-se parasitos não 

tratados. Miltefosina 6,47 µM foi utilizada como controle positivo. Os dados foram 

adquiridos usando o citômetro 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 Avaliação dos níveis de Óxido Nítrico produzidos por macrófagos infectados 

com L. infantum 

 

Para avaliar o conteúdo de NO, o sobrenadante da cultura de macrófagos infectados 

com L. infantum e tratados com TQCL foi coletado. A produção de NO foi medida 

indiretamente pela quantificação dos níveis de oxidação de nitrito utilizando o método 

colorimétrico de Griess. A absorbância foi medida a 540 nm utilizando um espectrofotômetro 

(Multiskan MS). Macrófagos não estimulados e infectados, cultivados apenas em meio 

RPMI, foram utilizados como controle negativo. Para a estimulação positiva, as células foram 

cultivadas com 5 µg/mL de lipopolissacarídeo (LPS) - (Sigma-Aldrich, EUA), conforme 

descrito por Antinarelli (2019). 

​

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

composto TQCL​

 

​ A avaliação ultraestrutural utilizando as técnicas de Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) e Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), foram realizadas em 
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parceria com o Prof. Dr. Victor do Valle Midlej, Laboratório de Ultraestrutura Celular, 

Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.  

As amostras foram primeiramente processadas no laboratório de parasitologia 

NUPEP/UFJF da seguinte maneira: ​ promastigotas de L. infantum foram tratados com o 

composto TQCL nas concentrações de 6,29 µM e 12,58 µM durante 24 horas. Após esse 

período foi realizada a lavagem das promastigotas com PBS e fixação com solução de 

glutaraldeído a 2,5 %, em tampão cacodilato de sódio 0,1 M por 1 hora. Essas etapas 

descritas foram igualmente empregadas tanto para processamento do material para 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) e para microscopia eletrônica de transmissão 

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

​

     3.11.1 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)​

 

​ Após fixação do material, as células foram desidratadas em concentrações crescentes 

de etanol e posteriormente secas com CO2, revestidas com uma espessa camada de ouro e 

analisadas utilizando um microscópio eletrônico de varredura (JEOL JSM-6390, Tóquio, 

Japão), conforme descrito por Souza (2025). 

​

    3.11.2 Microscopia eletrônica de transmissão (MET)​

 

​ Após a fixação em cacodilato de sódio 0,1 M por 1 hora, as células foram pós fixadas 

em em tetróxido de ósmio a 1% e ferrocianeto de potássio a 0,8%. Em seguida, as células 

foram desidratadas em concentrações crescentes de acetona, incluídas em resina Epon, 

seccionadas em fatias ultrafinas (60-70 nm) e coradas com acetato de uranila (5%) e citrato 

de chumbo 0,2%. As seções foram analisadas com um microscópio eletrônico de transmissão 

Hitachi HT 7800 (Tóquio, Japão). Todos os ensaios foram realizados em três experimentos 

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

 

    3.12 Avaliação integrada do modo de ação do composto TQCL através de análise 

gráfica  ‘’Spider plot’’ e gráfico de calor  

​

​ Para visualização e compreensão do modo de ação envolvendo o composto TQCL na 

atividade antileishmanial, foram realizadas análises quantitativas em formato de gráfico em 
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forma de ‘’Spider plot’’, no português também denominado como ‘’gráfico de radar.’’Além 

disso, foi aplicada análise quantitativa gráfica em formato de gráfico de calor. ​

​ Os dados experimentais foram processados utilizando software através dos valores 

médios obtidos dos experimentos em triplicata independente do parâmetro analisado. As 

análises computacionais, normalização de dados e representação gráfica foram realizadas 

utilizando Python (3.10),  biblioteca Pandas (v1.5) e NumPy (v1.23). Matplotlib (v3.6) e 

Seaborn (v0.12) foram utilizados para visualização dos dados em alta resolução. 

O ‘’Spider plot’’ foi construído com o objetivo de evidenciar a ação biológica do 

composto TQCL através dos resultados do tratamento nas concentrações de 6,29 μM e 12,58 

μM comparadas ao fármaco de referência miltefosina e ao controle n. Os dados foram 

normalizados em uma escala adimensional variando de 0 a 1, levando em consideração a 

diversidade de medidas biológicas (porcentagem e média de fluorescência, por exemplo). O 

centro do gráfico (0) representa o controle e a periferia (1) representa o maior impacto 

biológico máximo observado por cada marcador. Nos parâmetros caracterizados por um 

aumento, tais como: ROS, superóxido, exposição de fosfatidilserina, permeabilidade da 

membrana, análise do ciclo celular e aumento de lipídios, a normalização mínimo-máxima foi 

aplicada pela seguinte fórmula:  

​𝑋 𝑛𝑜𝑟𝑚 =  𝑋𝑖−𝑚𝑖𝑛 (𝑋)
𝑚𝑎𝑥 (𝑋)−𝑚𝑖𝑛 (𝑋)

 

O ‘’X’’ representa o vetor de marcador biológico e ‘’Xi’’o valor de um determinado 

tratamento que foi convertido em escala normalizada. No parâmetro ‘’Potencial de 

Membrana Mitocondrial (ΔΨm),’’que a avaliação resultou na diminuição da fluorescência 

(despolarização), foi aplicada normalização inversa para garantir que qualquer expansão além 

da área delimitada do gráfico represente um aumento do dano celular e impacto 

farmacológico. 

Na confecção do gráfico de calor, duas análises de correlação foram realizadas para 

evidenciar a consistência dos efeitos farmacológicos. As matrizes foram feitas utilizando 

mapas de calor em paleta de cores divergentes, no qual valor próximo a +1 (vermelho escuro) 

indica relação positiva linear, já os valores próximos a -1 (azul escuro) aponta para uma 

relação negativa e valores próximos a 0 (branco) indica ausência de correlação linear. Na 

matriz de correlação de marcadores, foi aplicada uma máscara triangular superior para evitar 

redundância. ​

​
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​ Para matriz de correlação dos tratamentos, a fim de quantificar a semelhança entre a 

ação biológica dos grupos experimentais, foi utilizado o coeficiente de correlação de Pearson 

(r), calculado pelos vetores de resposta médica dos tratamentos (Controle, TQCL 6,29 μM, 

TQCL 12,58 μM e Miltefosina). Essa etapa tem o objetivo de medir o grau de convergência 

do ‘’modo de ação’’ entre o composto e o fármaco de referência. ​

​ Na matriz de correlação de marcadores biológicos foram calculados os coeficientes de 

correlação de Pearson entre todas as variáveis e condições de tratamento com o objetivo de 

identificar relações funcionais e dependências entre os processos celulares analisados. 

  

     3.13 Análise estatística 

​

​ Os programas GraphPad Prism 5.0 (Graph Prism Inc., San Diego, CA) e Probit foram 

utilizados para realizar as análises estatísticas realizadas nos experimentos. Os resultados 

foram comparados através da análise de variância 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 gráfico. 
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4    RESULTADOS​

 

  ​ ​ Os resultados abaixo descritos fazem parte do artigo submetido para publicação 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 (Apêndice 

A).​

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

mamíferos do composto TQCL em L. infantum​

 

​ ​ Os resultados da atividade antileishmanial in vitro e da citotoxicidade em macrófagos 

murinos do composto TQCL são mostrados na Tabela 1. Como pode ser observado,  o 

composto TQCL apresentou CI50 de 6,29 µM e 9,76 µM para promastigotas e amastigotas de 

L. infantum, respectivamente. Estes valores indicam atividade antileishmanial promissora 

uma vez que o CI50 foi abaixo de 10 µM.  Além disso, o valor de CI50 observado em 

promastigotas, é próximo ao valor  da droga de referência, miltefosina, que apresentou CI50 

de 6,47 µM.  

    ​​ Em relação ao CC50, concentração que inibe 50% da viabilidade dos macrófagos, foi 

possível observar que o composto apresentou baixa citotoxicidade para a célula hospedeira 

demonstrando um CC50 de 115,33 µM. A partir desses dados, foi calculado o índice de 

seletividade (IS), razão entre CC50 para macrófagos e CI50 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 relação à célula hospedeira.  

 

Tabela 1: Valores de CI50 em promastigotas e amastigotas de L. infantum, CC50 em 
macrófagos e o índice de seletividade do TQCL. 

Composto Promastigotas 
CI50 μMa,c 

Macrófagos 
CC50 μMb,c 

Amastigotas 
CI50 μMa,c 

Índice de 
Seletividade (IS)d 

TQCL 6,29 
(5,35-7,39) 

115,33                  
(86,41-153,92) 

9,76 
(7,77-12,25) 

18,33e / 11,82f   

 
Miltefosina  6,47 ± 0,11 131,90 ± 3,9 

  
0,65 
(0,51-0,83) 

20,39e / 202,90f 

aCI50: Concentração necessária para inibir 50% do crescimento dos parasitos. bCC50: 
Concentração que inibe 50% da viabilidade dos macrófagos. cConcentração que inibe 50% do 
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crescimento dos parasitos. dI.S: Razão entre CC50 para macrófagos e CI50 para epromastigotas 
e famastigotas. 
 

A figura 8 ilustra a atividade do TQCL em macrófagos infectados com formas 

amastigotas de L. infantum. É possível verificar que o composto foi ativo em todas as 

concentrações testadas, incluindo naquelas mais baixas. Foi observada uma inibição 

expressiva da carga global dos parasitos nas concentrações de 50 μM, 25 μM e 12,5 μM do 

composto, inibindo 77,55%, 71,90% e 66,5% da carga global dos amastigotas, 

respectivamente. Já nas concentrações de 6,25 μM e de 3,12 μM a inibição foi de 31,53% e 

28,84% respectivamente. Os dados acima demonstram que o composto teve uma ação dose 

dependente quanto à inibição dos parasitos intracelulares. 

​

 

Figura 8: Atividade do composto TQCL em macrófagos infectados com L. infantum. Foi 
realizada a infecção dos macrófagos murinos com promastigotas de L. infantum na proporção 
1:10 (macrófago/parasito) com interação por 24 horas. Após a lavagem com PBS, foi 
realizado o tratamento com o composto por 72 horas, as células foram coradas com Giemsa 
para posterior leitura em microscópio óptico. A avaliação da atividade antileishmanial foi 
realizada através de três experimentos em duplicata, pela contagem de amastigotas de 
macrófagos infectados e não infectados, respeitando um total de 200 macrófagos para cada 
lamínula. O resultado foi expresso em % de inibição da carga global em relação ao controle 
não-tratado (Controle). As análises estatísticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional 
seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,001 (**) e P<0,0001 (***). 
​

​  
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Além da inibição da carga parasitária global, TQCL também foi efetivo na redução 

da porcentagem de macrófagos infectados com formas amastigotas de L. infantum (Figura 9). 

Como pode ser observado, a porcentagem de macrófagos infectados  após tratamento com o 

composto a 50 μM, 25 μM e 12,5 μM foi de 28%, 39% e 38%, respectivamente, enquanto o 

controle negativo, ou seja, sem tratamento, teve 79% de células infectadas.  

​

 

 

Figura 9: Atividade do composto TQCL em macrófagos infectados com L. infantum. A 
infecção dos macrófagos murinos com promastigotas de L. infantum foi realizada na 
proporção 1:10 (macrófago/parasito) com interação por 24 horas. Após a lavagem com PBS, 
foi realizado o tratamento com o composto por 72 horas, as células foram coradas com 
Giemsa para posterior leitura em microscópio óptico. A avaliação da atividade 
antileishmanial foi realizada em três experimentos em duplicata, pela contagem do número de 
amastigotas, de macrófagos infectados e não infectados, respeitando um total de 200 
macrófagos para cada lamínula. O resultado foi expresso em (%) de células infectadas em 
relação ao controle não-tratado (Controle). As análises estatísticas foram feitas utilizando 
ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,01 (*) e  P< 0,001 (**).​
 
 

​ Ilustrando o efeito do TQCL nas concentrações de 50 μM, 25 μM, 12,5 μM, 6,25 μM 

e 3,12 μM, é possível evidenciar a redução expressiva da carga parasitária (setas) por 

macrófago infectado, proporcionalmente à concentração do composto utilizada (Figura 10).  
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Figura 10: Atividade do composto TQCL em macrófagos infectados com L. infantum. 
Foi realizada a infecção dos macrófagos murinos com promastigotas de L.infantum na 
proporção 1:10 (macrófago/parasito) com interação por quatro horas. Após a lavagem com 
PBS, foi realizado o tratamento com o composto por 72 horas, as células foram coradas com 
Giemsa com leitura em microscópio óptico. As concentrações utilizadas foram de 50 μM (A), 
25 μM (B), 12,5 μM (C), 6,25 μM (D) e 3,12 μM (E), além do controle sem tratamento (F). 
As setas indicam formas amastigotas de L. infantum no interior de macrófagos. Imagens 
analisadas e fotografadas através da técnica de Microscopía Óptica observadas em aumento 
de 1000x. Fonte: Próprio autor. 
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    4.2 Modo de ação 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 específicas para determinar os alvos associados ao de modo de ação do 

composto. Nos ensaios com promastigotas, os parasitos foram tratados, por 24 horas,  nas 

concentrações de 6,29 µM e 12,58 µM, correspondentes a 1 e 2 vezes o CI50 (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 CI50 como "concentração de 

referência" porém em um curto período de tratamento (24 horas), com o intuito de observar 

as alterações biológicas e bioquímicas antes da morte celular. 

Nos ensaios com macrófagos infectados com L. infantum, foram utilizadas as mesmas 

concentrações dos ensaios da atividade em amastigotas intracelulares, ou seja, 50,0 μM; 25,0 

μM; 12,5 μM; 6,25 μM e 3,12 μM, uma vez que os sobrenadantes deste teste foram coletados 

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

​

   4.2.1 Avaliação do composto TQCL na manutenção do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm) 

​

​ A manutenção do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) desempenha um papel 

fundamental na homeostase mitocondrial. A disfunção mitocondrial em promastigotas 

tratados com o composto TQCL foi analisada pelo corante potenciométrico JC-1 que 

demonstrou uma redução significativa na razão de intensidade de fluorescência 

vermelha/verde de 52,96% e 51,73% após tratamento com o composto TQCL nas 

concentrações de 6,29 µM e 12,58 µM, o que indicou despolarização da membrana 

mitocondrial (Figura 11). Parasitos tratados com FCCP reduziram o ΔΨm em 39,87%. 
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Figura 11: Alteração no potencial de membrana mitocondrial (Δψm) em promastigotas 
de L. infantum tratadas com TQCL. Os parasitos não tratados (controle negativo) ou 
tratados com composto TQCL (6,29 µM ou 12,58 µM) foram marcados com corante 
fluorescente JC-1 após 24h de tratamento. FCCP a 5 µM foi utilizado como controle positivo. 
Os resultados foram expressos pela razão da fluorescência vermelha/verde. As análises 
estatísticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: 
P<0,0001 (***).  
 
​

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

L.infantum ​

 

​ A cadeia respiratória mitocondrial é o principal sítio de produção de espécies reativas 

do oxigênio (EROs) (Fidalgo; Gille, 2011; Menna-Barreto, 2014). O estresse mitocondrial 

desencadeado pela perturbação do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) pode 

desencadear a geração excessiva de EROs. Esses EROs mitocondrial podem atravessar a 

membrana mitocondrial, atingir organelas e outras estruturas celulares no citoplasma, 

induzindo a oxidação de macromoléculas essenciais como proteínas, DNA e lipídios, 

desencadeando um acúmulo de danos irreversíveis que culminam na morte do parasito 

(Menna-Barreto, 2014).  
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Visto que o composto induziu a despolarização do potencial de membrana 

mitocondrial, avaliou-se se ocorreu a geração de radicais de oxigênio tóxicos na mitocôndria 

do parasito. Inicialmente, utilizou-se a sonda fluorescente H2DCFDA, que é altamente 

sensível na quantificação de diferentes radicais derivados do oxigênio, principalmente 

radicais hidroxila e peróxido de hidrogênio. Os resultados apresentados na Figura 12 

mostraram que o tratamento com TQCL a 12 µM  levou ao aumento na produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) em 188% em relação ao controle. A miltefosina, usada para 

comparação, também levou a um aumento de 262% nos níveis de ROS total.  

 

Figura 12: Produção de ROS em promastigotas de L. infantum tratadas com o composto 
TQCL. Promastigotas não tratados (controle negativo) ou tratados com o composto TQCL 
(6,29 µM ou 12,58 µM) foram marcados com H2DCFDA após 24 h de tratamento. 
Miltefosina 6,47 µM foi utilizado como controle positivo. A intensidade da fluorescência foi 
medida por fluorimetria e os resultados foram expressos em unidades arbitrárias (u.a.) dos 
resultados de três experimentos independentes. As análises estatísticas foram feitas utilizando 
ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,0001 (***).  
 
​
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   4.4.3 Avaliação dos níveis de superóxido mitocondrial em promastigotas de L. 

infantum tratadas com TQCL​

 

​ Em seguida, avaliou-se os níveis de EROs utilizando-se o indicador Mitosox, que é 

específico para quantificação dos níveis de superóxido mitocondrial. O ânion superóxido são 

radicais intermediários formados pela redução incompleta do oxigênio, sendo um precursor 

para a geração dos radicais hidroxila e peróxido de hidrogênio (Menna-Barreto, 2014). O 

tratamento com a molécula induziu um aumento nos níveis de radicais superóxido de 26,11% 

após tratamento com a concentração de 12,58 μM do composto. O aumento na produção 

desses radicais após tratamento com miltefosina foi de 38,92% (Figura 13). 

 

Figura 13: Produção de radicais superóxido em promastigotas de L. infantum tratadas 
com o composto TQCL. Promastigotas não tratados (controle negativo) ou tratados com o 
composto TQCL (6,29 µM ou 12,58 µM) foram marcados com MitoSOX após 24 h de 
tratamento. A miltefosina foi utilizada como controle positivo. Promastigotas de L. infantum 
foram tratadas com TQCL (6,29 µM e 12,58 µM) por 24 horas a 25 ºC. Os parasitos foram 
então marcados com MitoSOX e a intensidade de fluorescência foi avaliada em 
espectrofluorímetro a 540/600 nm de excitação/emissão. As análises estatísticas foram feitas 
utilizando ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: P< 0,001 (**).  
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    4.4.4 Avaliação da produção de corpúsculos lipídicos em promastigotas de L. 

infantum tratadas com TQCL​

 

​ Considerando o dano mitocondrial e o estresse oxidativo observados nos 

promastigotas após o tratamento com o composto, os níveis de produção de corpúsculos 

lipídicos foi investigado usando a sonda fluorescente Nile Red que detecta principalmente 

lipídios neutros. O acúmulo destas organelas pode estar associado a uma tentativa de 

sobrevivência da célula para suprir sua necessidade energética sob condições de estresse 

oxidativo e disfunção mitocondrial (Lee, 2013; Das Chagas Almeida, 2022). A formação de 

corpúsculos lipídicos também tem sido observada em decorrência da alteração na composição 

lipídica da membrana plasmática da Leishmania, devido ao acúmulo de lipídios precursores 

(Rodrigues, 2008). De acordo com os dados apresentados na Figura 14, os níveis de 

fluorescência foram significativamente maiores (15,33% e 34,62%) após tratamento com 

TQCL a 6,29 µM e 12,58 µM quando comparado ao controle não tratado. 

 

 

Figura 14: Avaliação da formação de corpúsculos lipídicos em promastigotas de L. 
infantum tratadas com o composto TQCL. Promastigotas de Leishmania infantum foram 
incubados com o composto TQCL por 24 h e após foram marcados com o corante 
fluorescente Nile Red, e a intensidade da fluorescência foi avaliada usando um fluorímetro de 
microplacas. Miltefosina foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram obtidos a 
partir da média de três experimentos independentes, realizados em triplicata. As análises 
estatísticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: 
P<0,01 (*) e P<0,0001 (***). 
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    4.4.5 Avaliação da integridade da membrana plasmática de promastigotas de L. 

infantum tratadas com o composto TQCL 

​

​ No intuito de avaliar se o modo de ação do composto TQCL envolve ruptura da 

membrana plasmática, evento associado à morte celular por necrose, realizou-se a marcação 

com iodeto de propídeo (PI). A membrana plasmática da Leishmania spp. e outros 

tripanossomatídeos apresenta diferenças constitutivas na sua composição lipídica e proteica 

em relação à membrana do hospedeiro mamífero, o que a torna um alvo crucial para a ação 

de drogas. Alterações na integridade da membrana plasmática podem levar à morte do 

parasito devido à formação de poros na membrana, falha no transporte de nutrientes e íons e 

no equilíbrio do pH (Amaral, 2024). De fato, os resultados demonstraram que o tratamento 

dos promastigotas de L. infantum com o composto TQCL na concentração de 12,56 µM 

causou danos à membrana do parasito, evidenciado pelo aumento dos níveis de fluorescência 

do PI em aproximadamente 113,33% (Figura 15). 

 

​
Figura 15: Avaliação da integridade da membrana plasmática de promastigotas de L 
infantum tratadas com o composto TQCL. Após o tratamento dos promastigotas de L. 
infantum com 6,29 ou 12,56 µM do composto TQCL por 24h, os parasitos foram marcados 
com iodeto de propídio (PI) e a intensidade de fluorescência foi avaliada usando um 
fluorímetro de microplacas. Como controle positivo foi realizado o aquecimento dos 
promastigotas por 10 minutos a 65°C. As análises estatísticas foram feitas utilizando ANOVA 
unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,0001 (***). 
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   4.4.6 Avaliação do acúmulo de vacúolos autofágicos após tratamento dos 

promastigotas de L. infantum com TQCL 

​ Foi também avaliada a possível ocorrência de morte por autofagia em promastigotas 

de L. infantum induzida pelo tratamento com o composto TQCL. Para isto foi realizada a 

marcação com MDC, um marcador para vacúolos autofágicos e as amostras foram avaliadas 

por fluorimetria. Os resultados mostraram que a intensidade de fluorescência foi 

significativamente reduzida em todas as concentrações avaliadas em comparação ao controle 

não tratado. Promastigotas submetidas à estarvação de nutrientes com PBS tiveram um 

aumento na formação de vacúolos autofágicos de 124,68% em relação ao controle não tratado 

(Figura 16). 

 

 

Figura 16: Avaliação do acúmulo de vacúolos autofágicos após tratamento dos 
promastigotas de L. infantum com TQCL. A formação de vacúolos de autofagia em 
promastigotas tratados com TQCL foi avaliada por fluorimetria após 24 h de incubação com 
o composto a 6,29 e 12,58 µM. Promastigotas incubadas com PBS por 24 horas foram 
utilizados ​​como controle positivo. Os dados foram expressos como as médias de três 
experimentos independentes, que foram realizados em triplicata. As análises estatísticas 
foram feitas utilizando ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,001 (**) 
e P<0,0001 (***).  
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     4.4.7 Avaliação da externalização de fosfatidilserina em promastigotas de L. infantum 

tratadas com o composto TQCL 

A avaliação da externalização da fosfatidilserina foi realizada utilizando dupla 

coloração com Anexina V-FITC e PI, e conduzida por citometria de fluxo. O composto 

TQCL, na concentração de 12,58 μM, causou um aumento na população de promastigotas 

em estágios iniciais de apoptose (anexina V+, PI-), estágios 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 não tratado. Para a miltefosina, as alterações observadas foram: 

estágio inicial de apoptose (4,24 vezes), estágio tardio de apoptose (21,96 vezes) e necrose 

(5,02 vezes) (Figura 17). 

 

Figura 17: TQCL induz a exposição de fosfatidilserina na membrana celular de 
promastigotas de L. infantum. Os parasitos foram tratados com CI50 e 2×CI50 de TQCL por 
24h. A exposição de fosfatidilserina foi avaliada por dupla coloração com as sondas 
fluorescentes anexina V-FITC e iodeto de propídio (PI). As células foram analisadas 
utilizando um citômetro de fluxo BD FACSCanto II, com gráficos de dispersão 
representativos de três experimentos independentes. As análises estatísticas foram feitas 
utilizando ANOVA unidirecional seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,001 (**) e P<0,0001 
(***).  
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​

   4.4.8 Avaliação das alterações do ciclo celular de promastigotas de L. infantum 

tratados com TQCL 

​ Para avaliar o efeito do TQCL na regulação do ciclo celular de promastigotas de L. 

infantum, realizamos coloração com iodeto de propídio (PI), um corante intercalante ao 

DNA, seguida de análise por citometria de fluxo. A Figura 18 mostra que o tratamento com 

TQCL interfere na progressão do ciclo celular dos parasitos. Observou-se que 34,5% dos 

parasitos não tratados estavam na fase G0/G1 do ciclo celular, enquanto que, no tratamento 

com TQCL nas concentrações de 6,29 μM ou 12,58 μM, observou-se que 42,8% e 47,6% 

dos parasitos estavam nessa fase, respectivamente. Além disso, houve uma diminuição 

significativa na fase G2/M do ciclo celular após o tratamento com TQCL. 

 

Figura 18: Análise das alterações do ciclo celular de promastigotas de L. infantum 
tratadas com TQCL. (A) Histograma mostrando a análise da distribuição do ciclo celular 
por citometria de fluxo após tratamento com TQCL (6,29 µM e 12,58 µM) ou miltefosina 
(6,47 µM) por 24 h. Um total de 10.000 eventos foram analisados. Os histogramas foram 
obtidos utilizando o software FlowJo versão 10. (B) Porcentagem de células em cada fase do 
ciclo celular. Os dados foram expressos como a média de três experimentos independentes, 
realizados em triplicata. As análises estatísticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional 
seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,01 (*) e  P<0,001 (**).​
​
​
​
 

 

 



57 

    4.4.9 Avaliação dos níveis de NO produzidos por macrófagos infectados com L. 

infantum 

​ Com o objetivo de verificar o estímulo da atividade microbicida de macrófagos 

infectados com promastigotas de L. infantum tratados com TQCL, avaliou-se a produção de 

NO, quantificado de forma indireta através da determinação dos níveis de oxidação do nitrito. 

O tratamento com TQCL nas concentrações de 50 µM, 25 µM e 12,5 µM induziu 

significativamente, de maneira dose-dependente, aumento nos níveis de nitrito de 18,1, 11,7 e 

8 vezes, respectivamente, em macrófagos tratados quando comparados aos macrófagos 

infectados não  tratados (Figura 19).  

 

 

Figura 19: Avaliação dos níveis de NO produzidos por macrófagos infectados com L. 
infantum. Macrófagos infectados com formas promastigotas de L. infantum foram incubados 
em diferentes concentrações do composto (3.12 µM - 50 µM) durante 48h. Os níveis de 
nitrito foram quantificados utilizando sobrenadante da cultura de macrófagos infectados pela 
metodologia de Griess. Macrófagos infectados e estimulados com LPS foram utilizados como 
controle positivo. As análises estatísticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional 
seguida de pós-teste de Dunnett: P<0,01 (*),  P<0,001 (**) e P<0,0001 (***). ​
​
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   4.5 Avaliação das alterações ultraestruturais em promastigotas de L. infantum 

tratadas com TQCL 

A avaliação ultraestrutural em promastigotas de L. infantum foi realizada por meio 

das técnicas de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). Promastigotas de L. infantum foram tratadas com as concentrações de 1x 

e 2x o valor para CI50, para análise em ambas as técnicas de microscopia. Os achados estão 

descritos a seguir. 

      4.5.1 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)​
 

Analisando as imagens obtidas após a MEV, o controle negativo (sem tratamento) e as 

células incubadas com DMSO não apresentaram alterações morfológicas, mantendo 

preservada sua morfologia típica alongada. Já no tratamento com 1x o CI50, o composto 

TQCL induziu alterações importantes, sendo observadas células arredondadas com leve 

rugosidade na membrana, com alguns parasitos apresentando debris próximos ao flagelo. 

Estes efeitos foram ainda mais marcantes quando os promastigotas foram tratados na 

concentração de 2x o CI50, com pronunciada redução e arredondamento do corpo celular, 

encurtamento do flagelo e grande número de debris celular (Figura 20). ​

​ Tais achados da MEV reforçam o efeito tóxico do composto em promastigotas de L 

.infantum, com alterações morfológicas significativas detectadas a partir da menor 

concentração utilizada (1x IC₅₀), indicando possível comprometimento da membrana 

plasmática e da estrutura flagelar. Além disso, é possível observar que o aumento da dose 

para de 2x CI50, potencializa o efeito danoso, sugerindo perda da viabilidade celular. 
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Figura 20: Análise morfológica do efeito do TQCL em promastigotas de Leishmania 
infantum. (a-f) São apresentadas as micrografias por microscopia eletrônica de varredura 
(MEV). (a) Controle demonstrando diferentes parasitos em sua morfologia alongada típica. 
(b) Parasitos apresentando morfologia preservada após incubação com o solvente orgânico 
DMSO. (c-d) TQCL a 6,29 µM: Células com morfologia arredondada (seta) e com leve 
rugosidade na membrana. Alguns parasitos apresentam debris próximo ao flagelo (asterisco). 
(e-f) TQCL a 12,58 µM: Parasitos com a morfologia arredondada (seta), encurtamento do 
flagelo (cabeça de seta) e debris celular (asterisco). 
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      4.5.2 Microscopia eletrônica de transmissão (MET)​

 

​ Inicialmente é possível 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 

típicas bem preservadas, com corpo celular alongado e citoplasma íntegro sem alteração 

ultraestrutural. Já para o tratamento de promastigotas na concentração de 1x o CI50, foram 

observadas alterações ultraestruturais significativas, tais como inchaço mitocondrial, presença 

de gotas lipídicas, além de vacúolos com membranas eletrondensas ao lado da bolsa flagelar, 

bem como células com conteúdo citoplasmático extraído (Figura 21D e E).  Assim como 

observado na MEV, as alterações em promastigotas tratados com  2x CI50 foram ainda mais 

evidentes, com dano mitocondrial acentuado, caracterizado não apenas pelo inchaço da 

organela mas também pela ausência das cristas, indicando prejuízo celular avançado e 

possível comprometimento da viabilidade do parasito. ​

​ As alterações observadas na MET indicam forte atuação do composto TQCL em 

promastigotas de L. infantum, provocando alterações progressivas com dano direcionado 

principalmente à mitocôndria, evidenciado pelo inchaço mitocondrial, além de possivelmente 

alterar o metabolismo lipídico dos parasitos em resposta ao estresse celular, devido a 

presença de gotas lipídicas observadas no tratamento com a menor concentração analisada.   
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Figura 21: Análise ultraestrutural dos efeitos do TQCL em promastigotas de 
Leishmania infantum. (a-b) Controle apresentando algumas estruturas citoplasmáticas do 
parasito bem preservadas, além do corpo celular alongado e citoplasma íntegro. (c) Parasitos 
tratados com o DMSO não apresentam alteração ultraestrutural. (d-e) Parasitos tratados com 
TQCL a 6,29 µM. (d) Note um inchaço mitocondrial (asterisco) e a presença de gotas 
lipídicas (LD). (e) É possível observar inchaço mitocondrial (inset, asterisco). Foi observado 
vacúolo com membranas eletrondensas ao lado da bolsa flagelar (cabeça de seta). (f, g) 
Parasitos tratados com TQCL a 12,58 µM: Presença de gotas lipídicas (LD), inchaço 
mitocondrial sem a presença de cristas (seta). Note presença de grandes vacúolos (v) e células 
com conteúdo citoplasmático extraído (estrela). Núcleo (N), cinetoplasto (K), mitocôndria 
(M), retículo endoplasmático (R), flagelo (F). 
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    4.6 Avaliação integrada do modo de ação do composto TQCL utilizando gráfico no 
modelo ‘’Mapa de calor’’ e ‘’Spider plot’’ 

 

​ Com o objetivo de obter uma maior compreensão do modo de ação do composto 

TQCL e a interação entre eles, foi realizado análise gráfica quantitativa em modelo de 

‘’Mapa de Calor’’ e ‘’Spider plot’’ com base nos resultados obtidos nos experimentos. Os 

dados experimentais utilizados na confecção dos gráficos incluem: avaliação do potencial de 

membrana mitocondrial, estresse oxidativo (ROS e superóxido), quantificação de gotículas 

lipídicas, permeabilização da membrana (captação de iodeto de propídio), exposição de 

fosfatidilserina (coloração com Anexina V/PI), distribuição do ciclo celular e ensaios de 

autofagia. Os dados foram normalizados na escala de 0 (controle) a 1 (efeito máximo). As 

concentrações do composto TQCL utilizadas foram de 6,29 μM e 12,58 μM. 

​

     4.6.1 Avaliação integrada do modo de ação do composto TQCL em gráfico no modelo 

‘’Mapa de calor’’​

 

​ Com base no Mapa de calor, que correlaciona os efeitos do composto TQCL, é 

possível observar uma forte relação causal entre alguns eventos bioquímicos com correlação 

quase absoluta entre ROS total, radicais superóxido e permeabilidade da membrana 

plasmática (r ≥ 0,99). Tal fato corrobora com a hipótese de que a peroxidação lipídica 

causada pelo estresse oxidativo gera, consequentemente, dano à membrana plasmática. A 

exposição de fosfatidilserina (PS) e a parada do ciclo celular (G0/G1) obteve correlação de r 

=0,96, indicando que a interrupção da replicação do DNA e a sinalização de morte celular a 

partir da externalização da fosfatidilserina são eventos correlacionados e integrados (Figura 

22). ​

​ O coeficiente negativo entre a alteração do potencial de membrana mitocondrial 

(ΔΨm) e os marcadores de dano confirma a hipótese de que a perda do potencial de 

membrana é o gatilho central para uma cascata de eventos subsequentes. Os eventos como 

ROS total, formação de radicais superóxido, corpúsculos lipídicos, alteração da 

permeabilidade de membrana e exposição de fosfatidilserina apresentam correlações muito 

altas entre si (0,71 a 0,99), sugerindo que o aumento do estresse oxidativo está fortemente 

associado a danos de membrana e ativação de apoptose.​
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​

 

Figura 22: Mapa de calor dos efeitos celulares integrados do composto TQCL em 
promastigotas de L. infantum após 24h de tratamento nas concentrações de 6,29 μM e 
12,58 μM. As relações entre os processos celulares induzidas pelo composto foi realizada 
através da ‘’Matriz de correlação entre marcadores biológicos.’’As relações foram 
representadas em escala de cores variando de intensidade na cor azul e vermelha, sendo mais 
próximo da cor vermelha (+1) indicativo de forte correlação linear, enquanto valores mais 
próximos da cor azul (-1), indicam relação negativa. Valores próximos de zero representam 
ausência de correlação linear. As análises computacionais, normalização de dados e 
representação gráfica foram realizadas utilizando software Python (3.10), biblioteca Pandas 
(v1.5), NumPy (v1.23), Matplotlib (v3.6) e Seaborn (v0.12).  

​
​
​
​
 

 

 

 



64 

 

    4.6.2 Avaliação integrada do modo de ação do composto TQCL em gráfico no modelo 

‘’Spider plot’’ 

O gráfico em modelo ‘’Spider plot’’, como mostra a Figura 23, demonstra que alguns 

efeitos do composto foram bem relevantes, incluindo a alteração do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm), que atingiu o impacto máximo (próximo a 1,0) na concentração de 6,29 

μM e também na concentração de 12,58 μM, evidenciando que o composto apresenta foco 

biológico na mitocôndria, precocemente a outros danos bioquímicos. ​

​ O composto demonstrou efeito mesmo na menor concentração analisada (6,29 μM), 

com efeito moderado na parada do ciclo celular, indução da exposição da fosfatidilserina, 

formação de corpúsculos lipídicos e discreta alteração na permeabilidade de membrana, 

indicando um efeito moderado, mas ainda presente, sem provocar colapso multissistêmico. ​

​ Na concentração de 12,58 μM, o gráfico revela que os danos causados pelo TQCL 

são mais relevantes, principalmente para os ensaios de exposição de fosfatidilserina, 

formação de corpúsculos lipídicos, alteração da permeabilidade da membrana plasmática e 

parada do ciclo celular. Além disso, ainda é observada uma ação direcionada à produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e produção de superóxido. Esses dados revelam que o 

composto na concentração mais elevada gera uma resposta biológica que evolui para um 

colapso multissistêmico e perda da viabilidade celular, sugerindo dano mitocondrial e 

estresse oxidativo intenso.​

​ A miltefosina, fármaco de referência utilizado como comparativo dos ensaios 

experimentais, apresentou forte ação na produção de ROS total, produção de superóxido, 

parada do ciclo celular e exposição de fosfatidilserina. Ressalta-se que o composto TQCL 

apresentou efeito maior que a miltefosina nos parâmetros de produção de corpúsculos 

lipídicos, exposição de fosfatidilserina e parada do ciclo celular. ​

​

 

 

​

​

​
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​

 

Figura 23: Gráfico em modelo ‘’Spider plot’’ dos efeitos celulares integrados do 
composto TQCL em promastigotas de L. infantum após 24h de tratamento nas 
concentrações de 6,29 μM e 12,58 μM. Cada eixo do gráfico representa um parâmetro 
experimental normalizado em uma escala de 0 (nenhum efeito detectável) a 1 (efeito máximo 
observado em relação aos controles não tratados). A normalização foi fundamentada na 
variação percentual ou na razão de mudança obtida a partir do potencial de membrana 
mitocondrial (ΔΨm), estresse oxidativo (ROS e superóxido), acúmulo de corpúsculos 
lipídicos, permeabilização da membrana plasmática, exposição de fosfatidilserina, 
distribuição do ciclo celular e avaliação da autofagia. O gráfico ‘’Spider plot’’ reflete a 
magnitude do efeito e não implica relevância biológica hierárquica entre as vias. As análises 
computacionais, normalização de dados e representação gráfica 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    DISCUSSÃO 

​

​ As leishmanioses constituem um grupo de doenças transmitidas por vetores que 

afetam mais de um bilhão de pessoas em todo o mundo. Com diversos tipos de manifestações 

clínicas, a forma visceral é a apresentação considerada mais grave, com taxa de óbito acima 

de 95% para casos sem tratamento. Ainda há bastante dificuldade na identificação e 

diagnóstico correto da doença, além das limitações dos tratamentos atualmente disponíveis,  

que provocam múltiplos efeitos colaterais nos pacientes. Em virtude da ausência de 

imunização preventiva, o tratamento medicamentoso configura-se como a única alternativa 

terapêutica atualmente disponível, que apresenta falhas importantes, incluindo resistência 

medicamentosa e recidivas (Majoor, 2025). Considerando esses fatores, a investigação de 

novos agentes terapêuticos surge como uma estratégia para superação dessas limitações. ​

​ Neste trabalho, o composto análogo de quinolina contendo 2-aminotiofenol, 

denominado TQCL foi avaliado para verificar seu efeito antileishmanial e o modo de ação 

em L. infantum, espécie responsável por causar a leishmaniose visceral humana (LVH) e a 

leishmaniose visceral canina (LVC). Os derivados de quinolina têm sido avaliados como 

potenciais agentes terapêuticos em estudo com Leishmania spp. devido a suas propriedades 

farmacológicas e versatilidade estrutural (Antinarelli, 2015; 2016; 2023; Coimbra, 2016; 

Glanzmann, 2021). Estudos com compostos quinolínicos recentes demonstraram que esse 

grupo possui atividade leishmanicida expressiva associada ao estresse oxidativo e disfunção 

mitocondrial. Essas alterações predominantes levam a perturbações em processos celulares 

bioenergéticos que convergem para perda da viabilidade celular e consequente morte 

parasitária (Romero, 2025b). ​

​ Em relação aos resultados da atividade antileishmanial do composto TQCL, pode-se 

destacar que sua atividade em promastigotas e amastigotas de L. infantum foi relevante, 

apresentando CI50 < de 10 μM e índice de seletividade (IS) > 10, indicando alta potência, 

atuando em baixas concentrações, 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 CI50 < de 10 μM para amastigotas intracelulares e IS > 10, 

além de um adequado perfil farmacocinético in silico pelas análises ADMET (Don, 2014).  
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​

​ O efeito antileishmanial de derivados de quinolina tem sido relacionado a sua 

lipofilicidade e natureza básica, que favorecem a atividade antiparasitária. Essas 

características promovem o acúmulo do composto dentro do fagolissossomo e em 

determinadas organelas, como lisossomos, mitocôndria, e também no citosol, devido sua 

penetração lipofílica e mecanismo de ‘’aprisionamento iônico,’’ no qual a captação da 

molécula é estabelecida através da geração de uma forma polar e catiônica pela protonação de 

grupos básicos em ambiente ácido (Romero, 2025a,b). ​

​ A mitocôndria presente em Leishmania spp. possui características morfológicas e 

funcionais distintas de células de mamíferos. A principal diferença que torna essa organela 

singular neste protozoário e em outros tripanossomatídeos é a disponibilidade de uma única 

mitocôndria de tamanho grande, que percorre grande parte do corpo do parasito, 

desempenhando diversas funções relacionadas a energia e processos metabólicos oxidativos, 

homeostase de cálcio, atividade enzimática antioxidante, dentre outros mecanismos. Além 

disso, a mitocôndria apresenta uma região denominada cinetoplasto, cuja função principal é 

compartimentar o DNA mitocondrial. Para o adequado funcionamento da cadeia respiratória, 

é essencial a preservação da integridade mitocondrial, incluindo o potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm); sua alteração ou redução compromete a homeostase celular, levando ao 

esgotamento energético e à consequente ativação de vias de morte celular no parasito. (Souza, 

2025; Fidalgo 2011).  ​

​ Nos ensaios com TQCL em promastigotas de L. infantum, o composto induziu 

alterações ultraestruturais e bioquímicas em nível mitocondrial relevantes após  o tratamento 

nas duas concentrações avaliadas, evidenciadas pelo inchaço mitocondrial e perdas de cristas, 

além da disfunção mitocondrial observada pela diminuição do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm), detectadas por análises por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) e ensaios com sondas específicas. Ainda, promastigotas de L. infantum tratados com  

TQCL exibiram altos níveis de radicais superóxido e espécies reativas de oxigênio (EROs) 

“total”, os quais incluem peróxido de hidrogênio, hidroperóxidos e peroxinitrito, 

demonstrando estresse oxidativo induzido pelo composto. A cadeia respiratória mitocondrial 

gera EROs, que são biomoléculas sinalizadoras nos processos de proliferação e crescimento 

celular (Tomás, 2013; Menna-Barreto, 2014).  
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O equilíbrio entre a atividade mitocondrial e a produção de EROs constitui fator 

importante para a homeostase celular do parasito. Dessa forma, alterações mitocondriais 

ocasionadas pelo desequilíbrio do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) podem 

resultar em formação exacerbada de EROs, os quais ao ultrapassar a membrana mitocondrial, 

leva a danos a organelas e estruturas citoplasmáticas, gerando alterações em vias metabólicas 

e biossintéticas, resultando em danos em biomoléculas como ácidos nucléicos, lipídios e 

proteínas (Tomás, 2013). ​

​ Corpúsculos lipídicos (CLs) são organelas citoplasmáticas com características 

dinâmicas formadas por um núcleo de lipídio neutro que é envolto por fosfolipídios e 

proteínas vinculadas. Sua principal função é o armazenamento de energia em situação de 

privação de nutrientes, além de atuar na regulação da homeostase lipídica e síntese de lipídios 

de membrana utilizados durante a replicação e diferenciação do parasito. Desempenha 

também papel nos processos de sinalização celular, fundamentais na resposta imune e 

inflamatória do hospedeiro, como a produção de eicosanóides (Tavares, 2022).  

O tratamento com o composto TQCL em promastigotas de L. infantum resultou em 

acúmulo de CLs, como pode ser demonstrado no ensaio celular por meio de fluorescência 

detectada pela sonda Nile Red e pela análise ultraestrutural através da MET. Tais dados 

sugerem que o composto interrompe o metabolismo lipídico, que pode estar relacionado a 

resposta frente ao estresse oxidativo, servindo dessa forma como aporte energético ao 

parasito, se comportando como um mecanismo de sobrevivência celular. Outros trabalhos 

com derivados de quinolina também apontam para a interferência no sistema bioenergético, 

modificando processos bioquímicos relacionados a despolarização do potencial da membrana 

mitocondrial, ao aumento dos níveis de EROS e à formação de gotículas lipídicas (Calixto, 

2018; Antinarelli, 2015, 2023; Staderini, 2019; Sousa, 2019). ​

​ Além da mitocôndria, a membrana plasmática da Leishmania spp. difere dos 

mamíferos, com composição única e estrutura altamente especializada. Sua estrutura é 

formada por bicamada lipídica, uma série de proteínas e glicoconjugados, que em sua maioria 

estão ancorados na superfície da membrana. A membrana plasmática é um dos principais 

alvos de compostos e fármacos antileishmanicidas, esse fato é explicado pela ação que a 

membrana promove, absorvendo nutrientes, participando do processo de diferenciação do 

protozoário, proteção do sistema imune, ou seja, representa papel essencial na sobrevivência 

do parasito (Rios-Barros, 2025).  
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As membranas celulares e das organelas são particularmente sensíveis a danos por 

EROS devido a sua característica altamente lipídica. Dessa forma, , a produção de EROS em 

excesso pode ocasionar oxidação lipídica desmesurada alterando os fosfolipídios presentes na 

membrana, formando poros, desequilibrando o pH e transporte de nutrientes, processos que 

atuando em conjunto e de forma contínua, provocam em último estágio a morte celular 

(Glanzmann, 2021; Amaral, 2019).  

Conforme discutido sobre a importância que a membrana plasmática e a membrana 

das organelas representam, sendo foco de fármacos com alvo em Leishmania spp., podemos 

evidenciar que a marcação com iodeto de propídeo (PI) mostrou que o composto na 

concentração de 12,56 µM provocou danos a membrana do parasito, alterando a integridade 

da membrana plasmática, fator esse que está intimamente relacionado à morte celular por 

necrose e alterações celulares que culminam com a perda da viabilidade parasitária. Além 

disso, o TQCL demonstrou promover a intensa externalização de fosfolipídios da membrana 

plasmática na concentração de 12,56 µM, caracterizada pela  mudança substancial nas 

populações de parasitos em direção a estágios iniciais e tardios de apoptose, evidenciando 

alterações importantes em membrana celular, alterando sua permeabilidade e composição 

fosfolipídica.​

​ A compreensão do tipo de morte celular em Leishmania spp. constitui fator 

importante em estudos com compostos antileishmaniais, pois há evidências de que a 

exposição a determinados agentes farmacológicos ativam diferentes vias de morte celular no 

parasito. A necrose é um processo de morte celular passivo, relacionado muitas vezes a falhas 

de processos bioenergéticos, com depleção de ATP ocasionados por danos físicos ou 

agressões tóxicas. Ao contrário da apoptose, no processo de necrose há ruptura da membrana 

plasmática, com liberação de conteúdo celular e consequente inflamação, além de 

vacuolização do citoplasma. Os processos de morte celular muitas vezes podem estar 

interligados como ocorre, por exemplo, na produção de EROs, na qual em estágio inicial são 

observados em processos apoptóticos, mas em produções excessivas, podem induzir morte 

por necrose (Rodrigues, 2006; Luder, 2010). ​

​ A apoptose é um tipo de morte celular programada e está relacionada com o processo 

biológico responsável por manter o equilíbrio celular. Esse processo envolve eventos 

bioquímicos com a função de eliminar células sem extravasamento de conteúdo celular e, por 

conseguinte, sem relevante resposta inflamatória. Em resposta contra organismos 

intracelulares, macrófagos podem disparar a apoptose como estratégia de defesa, limitando a 
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multiplicação e realizando eliminação desses patógenos. A apoptose constitui, assim, um 

mecanismo importante de homeostase geral, com participação em eventos celulares e 

imunológicos. Não somente, há evidências de que parasitos como Leishmania spp. tem a 

capacidade de modular vias de apoptose em células hospedeiras, favorecendo sua 

sobrevivência no ambiente intracelular. Especificamente em Leishmania spp., marcadores de 

apoptose incluem exposição de fosfatidilserina, encolhimento celular, fragmentação de DNA, 

perda do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) e produção 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 alterações importantes no 

ciclo celular do parasito, seja pela técnica de citometria de fluxo que demonstrou parada do 

ciclo celular na fase G0/G1 e, consequente inibição  da  progressão para as fases 

subsequentes de síntese (S) e G2/M (Ali, 2021), mas também pela MEV, na qual foram 

verificadas alterações flagelares indicativas de comprometimento do ciclo celular do parasito, 

tais como encurtamento ou duplicação de flagelos. O ciclo celular em Leishmania spp. 

permite que os processos de crescimento, diferenciação e replicação sejam realizados de 

forma adequada, além disso, essa progressão do ciclo celular é sensível ao estresse oxidativo 

eventual ou induzido por drogas, o qual pode resultar em parada do ciclo celular e prejudicar 

a divisão celular do parasito (Assis, 2021; Ventura Silva, 2025).  

Tripanossomatídeos apresentam a característica de possuir um sistema autofágico com 

função essencial na renovação e reciclagem celular, além de remover componentes celulares 

danificados, favorecendo dessa forma, uma boa regulação da homeostase durante os 

processos de diferenciação e crescimento parasitário, que atua na prevenção contra a 

autodestruição excessiva. A autofagia é caracterizada como um processo de autodigestão de 

organelas não funcionais e/ou macromoléculas, sendo restrita a componentes celulares 

danificados. Esse processo promove a homeostase através da reciclagem de elementos, 

principalmente em condições de estresse e falta de nutrientes, além disso, também configura 

como um processo essencial na fase de crescimento e diferenciação celular. A formação de 

vacúolos autofágicos,  delimitados por dupla membrana, associados à intensa vacuolização 

citoplasmática e ao sequestro de organelas, constitui uma das principais características 

morfológicas observadas do processo de autofagia em Leishmania spp. (Luder, 2010; 

Pedra-Rezende, 2022).  

 

 



71 

A autofagia atua principalmente como mecanismo de sobrevivência, mas a sua 

ativação exacerbada contribui para evolução para morte celular, configurando-se como um 

fator associado a esse processo. (Rodrigues, 2006). Assim, quando há perda da homeostase 

celular, ocorre ativação do sistema autofágico, que em níveis exacerbados ocasiona 

degradação do citosol e organelas essenciais, resultando em perda da integridade do parasito 

e de suas funções celulares (Pedra-rezende, 2022 e Romano, 2023). Na avaliação da 

ocorrência de morte por autofagia, o composto TQCL nas duas concentrações analisadas não 

demonstrou a indução de vacúolos autofágicos característicos do processo de autofagia, mas 

evidenciou uma intensa vacuolização citoplasmática em promastigotas de L. infantum, 

indicando um processo de paraptose nessas células. ​

​ A paraptose é um tipo de morte celular recentemente descoberta nos anos 2000, sua 

definição está relacionada com o prefixo ‘’para’’ indicando proximidade a apoptose. A 

paraptose está intimamente vinculada à apoptose, ocorrendo de forma simultânea nas células, 

mas diferentemente da apoptose, a paraptose não envolve ativação de caspases e não há 

fragmentação do DNA. Algumas características da paraptose incluem o inchaço do retículo 

endoplasmático e mitocôndrias, levando a formação de grandes vacúolos citoplasmáticos e 

ativação de vias de sinalização. Os mecanismos envolvidos na indução da paraptose incluem 

alterações na proteostase celular, desequilíbrios na homeostase iônica, além de indução por 

agentes quimioterápicos. A indução da paraptose tem sido investigada em quimioterápicos 

nos estudos com células tumorais, pois compostos que induzem paraptose apresentam 

vantagem para os tumores resistentes à quimioterapia, obtendo diferencial por possuírem 

múltiplos mecanismos, em relação aqueles que induzem somente apoptose (Park, 2023; Wen, 

2025; Zheng, 2016). Os resultados obtidos mostram que o efeito do tratamento com TQCL 

apresenta características que se assemelham ao processo de paraptose com presença de 

inchaço mitocondrial e formação de grandes vacúolos citoplasmáticos. Semelhante à 

paraptose também foi observada a translocação da fosfatidilserina para a superfície celular, 

despolarização do potencial de membrana mitocondrial, sem ocorrer alterações nucleares 

como fragmentação do DNA. 

​ As espécies reativas de nitrogênio (RNS), em especial o óxido nítrico (NO) produzido 

a partir de macrófagos ativados, possuem papel fundamental na resposta imune em 

Leishmania spp., atuando no controle e eliminação do parasito. Moléculas do parasito podem 

reduzir ou inibir a síntese de NO em células de macrófagos, se comportando como um 

mecanismo de evasão para facilitar a sobrevivência e multiplicação dentro das células 
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hospedeiras.  Essa estratégia celular tem sido descrita não somente para Leishmania spp, mas 

está presente em outros patógenos intracelulares como tripomastigotas de Trypanosoma cruzi 

em cultura de macrófagos peritoneais (Balestieri, 2002). Neste sentido, foi interessante 

verificar que o tratamento com TQCL dos macrófagos infectados com L. infantum induziu 

níveis elevados de NO, sugerindo potencial estímulo da atividade microbicida pelos 

macrófagos. ​

​ O composto TQCL provocou alterações significativas em promastigotas de L. 

infantum visualizadas por meio da MEV, caracterizado pelo arredondamento do parasito, 

perdendo sua forma típica alongada, além do encurtamento do flagelo. Além disso, o TQCL 

também gerou modificações na mitocôndria nas análises observadas na MET em 

promastigotas de L. infantum, mais precisamente inchaço mitocondrial, além da presença de 

vacúolos. Os dados de microscopia eletrônica corroboram com os ensaios de modo de ação, 

evidenciando que o composto atua predominantemente sobre a mitocôndria, além de 

promover alterações estruturais em múltiplos componentes celulares que levam ao 

comprometimento da viabilidade do parasito. ​

​ A avaliação integrada do modo de ação do TQCL por meio de análise gráfica 

quantitativa em modelo ‘’mapa de calor’’ evidenciou que o composto atua em uma série de 

eventos inter-relacionados, que se inicia com a alteração do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm) e ocasiona como desfecho bioquímico final, a indução de processos que 

levam a apoptose. A análise realizada por meio de gráfico ‘’spider plot’’colabora com os 

achados do gráfico em mapa de calor, demonstrando que o composto atua principalmente 

com foco na mitocôndria, alterando o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) nas duas 

concentrações analisadas. De modo geral, a concentração de 12,58 μM do TQCL induziu 

alterações mais pronunciadas, gerando um colapso disseminado que desempenha papel 

fundamental na perda da viabilidade celular do parasito. A análise de dados utilizando 

gráficos em modelo ‘’mapa de calor’’ e ‘’spider plot’’, é uma técnica ainda incipiente, mas 

representa potencial por permitir análise conjunta dos eventos, principalmente na área 

biológica. Mapas de calor têm sido utilizados em pesquisas para melhor visualização de 

expressão gênica em  flebotomíneos infectados por Leishmania spp., revelando uma 

ferramenta para explorar padrões entre diferentes categorias investigadas. (Catta-Preta, 2024; 

Coutinho-Abreu, 2020). 
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Nos experimentos conduzidos de modo de ação, a miltefosina foi utilizada como 

controle positivo em diversos ensaios, servindo como referência para a atividade do TQCL. 

Pode-se ressaltar que o aumento na produção de ROS, foi observado tanto para a miltefosina 

na concentração de 6,47 µM e para o TQCL a 12,58 µM, ambos apresentando resultado 

estatístico altamente significativo. No que se refere à produção e ao aumento dos níveis de 

superóxido mitocondrial, o TQCL na concentração de 12,58 µM apresentou efeito 

estatisticamente equivalente ao da miltefosina, com elevada significância. Para a produção de 

corpúsculos lipídicos, exposição de fosfatidilserina e parada do ciclo celular, o efeito do 

TQCL foi estatisticamente superior à miltefosina, reforçando o potencial biológico 

antileishmanial do composto. A miltefosina apresenta mecanismo de ação multi alvo, atuando 

sobre o DNA, favorecendo a apoptose pela inibição da biossíntese de fosfatidilcolina e 

esfingomielina, altera a integridade de membrana, equilíbrio de cálcio celular, promove 

produção de ROS pela alteração da função mitocondrial e altera vias de sinalização celular, 

culminando na morte do parasito (Singh, 2025; Majoor, 2025). 

Em síntese, a análise integrada dos estudos do modo de ação do TQCL em L. 

infantum demonstra um efeito antileishmanial multifatorial, envolvendo múltiplos 

mecanismos. A disfunção mitocondrial representa o evento central em promastigotas tratadas 

com TQCL. Embora  a despolarização mitocondrial represente aproximadamente 50% em 

relação às células não tratadas, trata-se de um evento precoce, que precede e se correlaciona 

com as o alterações subsequentes, como amplificação do estresse oxidativo, permeabilização 

da membrana, exposição da fosfatidilserina, acúmulo de corpúsculos lipídicos e parada do 

ciclo celular. Estes achados, associados às alterações observadas pela MET e MEV a ativação 

de morte celular do tipo apoptótica. Adicionalmente,  a presença de vacúolos citoplasmáticos 

sugere a indução da paraptose, tipo de morte celular intimamente relacionado à apoptose. Por 

fim, a perda da integridade da membrana plasmática revela que a via de morte celular por 

necrose também é um dos mecanismos envolvidos na ação do TQCL.  

A falta de resposta de processos relacionados à autofagia sugere que o TQCL 

compromete outros mecanismos de sobrevivência do parasito, gerando consequentemente 

alterações que levam a morte celular irreversível. Essas alterações provocadas pelo composto 

estão intimamente relacionadas com eventos com foco em mitocôndria, que gera desfechos 

heterogêneos de morte celular, com perfil fenotípico semelhante a necrose e apoptose-like. 

Esse modo de ação diverso e voltado para múltiplos alvos celulares torna o composto um 

potente agente antileishmanial, além de reduzir a chance de seleção de fenótipos de 
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Leishmania resistentes à fármacos. O desenvolvimento de fármacos com múltiplos alvos tem 

sido considerado como uma ferramenta terapêutica mais eficiente para provocar alteração do 

equilíbrio de vários complexos celulares de forma mais significativa do que medicamentos 

que atuam exclusivamente em um alvo (Csermely, 2005; Gomes, 2024).   

​ A análise conjunta dos resultados demonstram que o composto TQCL gera disfunção 

mitocondrial profunda e estresse oxidativo em promastigotas de L. infantum, provocando 

alterações heterogêneas nos parasitos, com características semelhantes a apoptose e paraptose 

e necrose secundária, evidenciando que o composto atua em vias distintas e promove 

alterações citotóxicas que podem estar interligadas e intimamente relacionadas com a dose e 

tempo de ação. ​

​
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6   CONCLUSÃO 

​

​ Com base nos dados apresentados e discutidos, foi evidenciado que o  composto 

denominado TQCL, um análogo de quinolina contendo 2-aminotiofenol mostrou atividade 

relevante em L. infantum atribuída a múltiplos alvos, com fenótipos que sustentam a ativação 

de morte celular do tipo necróticas, apoptóticas e paraptóticas. Salienta-se que o modo de 

ação multifatorial do TQCL, atuando por diferentes vias metabólicas ou estruturas do 

parasito simultaneamente, torna-se  um fator relevante e valioso, o qual pode prevenir o 

desenvolvimento de resistência medicamentosa e falha terapêutica. Este trabalho também 

destaca o potencial dos derivados de quinolina nas pesquisas com Leishmania spp., abrindo 

perspectivas para estudos com TQCL associado a nanoformulações no intuito de otimizar a 

eficácia terapêutica, bem como a avaliação em modelo murino ‘’in vivo’’ de LV, visando um 

perfil adicional de resposta biológica complementar aos resultados obtidos nas avaliações ‘’in 

vitro’’. 
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