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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca negligenciada causada por parasitas de Leishmania que
possui tratamento com toxicidades e possibilidade de resisténcia do parasita. Sua
incidéncia anual de mais de 1,5 milhdo de novos casos e aproximadamente 350 milhGes
de individuos encontram-se sob risco de contrair a doenca. Os compostos
nitroheterociclicos sintetizados foram testados frente a cepa de uma das responsaveis
pela leiahmaniose cuténea no Brasil, L. (L.) amazonensis. Dos compostos testados, 0s
compostos monometoxilado 18 (Clso= 31,81 uM) e dimetoxilados 19 (Clsp= 14,66 uM)
e 21 (Clso= 19,52 uM) sdo menos ativos que o composto trimetoxilado 22 (Clso= 1,24
KUM) para as formas amastigotas intracelulres e, o Gltimo ndo induziu a producdo de
oxido nitrico (NO). Na série de compostos que possuem cadeia alifatica com o cloro em
sua extremidade, o composto 30 que possui 0 nimero menor de grupos metilenos e
menor coeficiente de particdo (Log P= 2,13) foi o mais potente com uma Clso= 0,69
UM. Dessa série, destaca-se também o composto 32 com uma Clso= 0,88 UM para
formas promastigota e Clso= 3,78 UM para forma amastigota pela indugdo de NO, o que
pode justificar sua relevante atividade antileishmania. Tendo em vista que 0s compostos
mostraram baixa seletividade, ha a necessidade produzir um sistema de distribuicdo que
diminua o impacto dessa toxicidade e também de novas modificacBes estruturais para
gue possamos manter ou elevar a poténcia desses compostos e eliminar a toxicidade
desses compostos, para que esses relevantes resultados sejam também obtidos na
atividade in vivo para desenvolver farmacos que tratem de forma mais eficaz a
leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea; atividade antileishmania; isoxazois; nitrofuranos.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of diseases caused by the protozoan Leishmania parasites.
Among the neglected diseases, leishmaniasis affect over 1.5 million people annually
and approximately 350 million people are living in substandard sanitary conditions and
exposed to vectors. Drug design studies searching for new drug candidates are
important, because the few options of treatments available are limited due to their
highly toxicity and also the emerging parasites resistance. Previously synthesized nitro
heterocyclic analogues were tested against promastigote and amastigote forms of L. (L.)
amazonensis, related to cutaneous leishmaniasis cases in Brazil. Trimethoxy analogue
22 (ICso= 1.24 pM) showed higher activity on intracellular amastigotes than
monomethoxy analogue 18 (ICso= 31.81 uM) and dimethoxy analogues 19 (ICso= 14.66
uM) and 21 (ICso= 19.52 pM). Therefore the compound 22 did not induce NO
production by macrophages. The series of analogues with aliphatic chain and a chlorine
atom attached showed impressive biological activities. Compound 30 with less
methylene groups and lower partition coefficient (CLog P= 2.13) was considered the
most potent analogue with an ICso value of 0.69 uM. Analogue 32 was active on
promastigote and amastigote forms with IC50 values of 0.88 UM and 3.78 pM,
respectively. Thus, compound 32 induced the NO production by macrophages,
suggesting a possible mechanism of action, which may justify its relevant
antileishmanial activity. Since the compounds showed low selectivity, there is a need to
produce a distribution system that will reduce the impact of such toxicity and also from
new structural modifications so that we can maintain or increase the potency of these
compounds and eliminate the toxicity of these compounds, so that these compounds
relevant results are also obtained in in vivo activity to develop drugs that more
effectively treat leishmaniasis.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; antileishmanial activity; isoxazole; nitrofurans.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania spp no hospedeiro vertebrado e no vetor.......... 19

Figura 2: Classificacdo dos subgéneros e espécies de Leishmania associados as diversas
manifestacdes clinicas da leishmaniose (formas cutadnea, mucocutanea e visceral)
retirada de Real et al. (2013). .....oceeieeieiie e 19

Figura 3: Troca bioisostérica nas neolignanas formando compostos isoxazélicos com

atividade melhorada em resultados obtidos pelo LASQUIM para teste de atividade

ANTHIEISNMANTA. ... e e e ereas 27
Figura 4: Nitroderivados com potencial atividade contra doengas negligenciadas......... 29
Figura 5: Rota sintética para a obtencdo dos nitroheterociclicos isoxazélicos............... 35

Figura 6: Compostos sintetizados que foram testados quanto a atividade antileishmania

€ SEUS reSPECLIVOS FENAIMENTOS. .. .c.viiieieieieeiesieeie ettt e nbe e nreees 36

Figura 7: Liberacdo de oxido nitrico por macréfagos infectados por L. amazonensis,
apo6s 24 horas de tratamento com os compostos nitroheterociclicos isoxazélicos que
possuem anel aromatico. Barras representam a média = DP de seis repeti¢des. * p <0,05,
** p<0,01 e *** p <0,0001 para as diferentes concentragdes comparadas as células ndo
tratadas (controle) e entre concentracdes (ANOVA de uma via, pos-teste de Tukey). (A)
Série de compostos que possuem ligado ao anel aromético grupos retiradores de
elétrons; (B) Série de compostos que possuem ligado ao anel aromatico grupos

JOAAOIES A8 BIBLIONS. ...ttt e e e et e e e e e e e e 46

Figura 8: Liberacdo de o0xido nitrico por macréfagos infectados por L. amazonensis,
apo6s 24 horas de tratamento com os compostos nitroheterociclicos isoxazolicos com
cadeia lateral alifatica. Barras representam a média £ DP de seis repetigoes. * p <0,05,
** p<0,01 e *** p <0,0001 para as diferentes concentragdes comparadas as células niao
tratadas (controle) e entre concentracbes (ANOVA de uma via, pos-teste de Tukey).
(C) Série de compostos de cadeia alifatica (D) Série de compostos de cadeia alifatica
com CI ligado a sua extremidade (E) Série de compostos de cadeia alifatica com OH

ligados a sua extreMidade. ........ccvveieeiie e 47



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
Clso: Concentracdo Inibitoria média
DNA: Acido Desoxirribonucleico
ELISA: Ensaio de Imunoabsor¢do enzimética (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
EV: Endovenosa
IL: Intralesional
IS: Indice de Seletividade
IM: Intramuscular
LC: Leishmaniose Cutanea
LCD: Leishmaniose Cuténea Difusa
LM: Leishmaniose Mucocutanea
Log P: Coeficiente de Parti¢io
LT: Leishmaniose Tegumentar
LV: Leishmaniose Visceral
MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrasodium
UM: Micromolar
NCS: N-clorosuccinimida
NNN: Agar-sangue de Novy e McNeal modificado porNicolle
OMS: Organizacdo Mundial da Saude
PCR: Reagdo da Polimerase em Cadeia
pH: Potencial Hidrogenibnico
REA: Relacdo Estrutura Atividade
RPMI: Roswell Park Memorial Institute
Sb®*: Antimonial Pentavalente

THF: Tetrahidrofurano



SUMARIO

L. INTRODUGAO ..ottt 14
2. REVISAO DE LITERATURA ..ot eeeee et 17
2.1, LEISNMANIOSES .. .cuiiiiiiiitiitieie ettt bbbttt 17

2.1.1.  Agente etioldgico e Ciclo de Vida ..........ccovvieieeiiiie i 17
2.1.2.  ManifestacOes clinicas das leishmanioses..........cccccvevvevivcieieeseece s 20
2.1.3.  Epidemiologia das leiShmanioses............ccceevvereereiieiieeie e 21
2.1.4.  Diagnostico da leishmaniose tegUMENtar ...........c.ccoevvereneienieneieenees 22
2.1.5.  Prevencao e Tratamento das LeiShmanioses ..........c.ccooeveverenenennnnnnnns 23
2.2.  Planejamento de novos compostos contra doengas negligenciadas................. 25

KT O 1= N | = I LV @ 1 TSSO 33
3.1, ODJELIVO GEIAL ... 33
3.2, ODbjetivos €SPECITICOS .....cviiieiireie et 33

4. MATERIAIS E METODOS .....oovivevieesieiseeiieiesesesessesssss s sessssesssssssessesessessssenns 35
4.1. Reagentes € SUDSTANCIAS ........cccveveiiiiice et 35
A.2. ANIMAIS ..eiitiiieitieieeeiee et bbbttt bbb ne e 36
O T Lo L | (0 SRR 37
4.4.  Atividade in vitro contra formas promastigotas ..........ccccceevererenerenenenenienns 37
4.5.  Atividade in vitro sobre formas amastigotas intracelulares.............c.cc.cocenee. 37
4.6. Dosagem de 0xido Ntrico (NO).....cccoiveiiiriiieesee e 38
4.7.  Efeito citotoxico em células de mamifero ..........ccocovvvviiinienene e 38

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooveiieeeeeieeeieessesisse s esesses s senessnesnensen, 41
5.1. Comparativo da producao de éxido nitrico com as atividades bioldgicas....... 46

8. CONCLUSAD ....ovouiiciriieieeisise ittt 51

7. REFERENCIAS .....ooiiiiiiriteeieie sttt 53

8. ANEXOD .. e 65



INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa
(BRASIL, 2017) que faz parte das doencas tropicais negligenciadas e emergentes que
afetam principalmente regides pobres segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
(WHO, 2017). E endémica em 88 paises, com incidéncia anual de 1,5-2 milhdes de
novos casos. Aproximadamente 350 milhdes de individuos encontram-se sob risco de
contrair a doenga (DASSONI et al., 2013; WHO, 2017; BRASIL, 2017). As
leishmanioses estdo entre as seis doencas mais negligenciadas do mundo, afetando
indistintamente homens, mulheres e criancas. (WHO, 2010).

Parasitas do género Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) sdo 0s
agentes causadores da leishmaniose. Estes protozoarios unicelulares sdo transmitidos
aos hospedeiros vertebrados pela picada do inseto flebotomineo fémea infectado
(Diptera, Psychodidae). Cerca de 21 espécies de Leishmania podem infectar mamiferos
e muitas delas podem causar doencas em humanos (READY, 2014). As manifestacdes
clinicas se caracterizam pela presenca de les6es cutaneas distribuidas em areas expostas
do corpo que formam ulceras, o que resulta em cicatrizes para o resto da vida
(GONZALEZ et al., 2010; BRASIL, 2017).

L. (L.) amazonensis, que tem uma capacidade particular de interferir em
mecanismos imunoldgicos necessarios para a geracdo de uma resposta imune efetiva
caracterizando a rara leishmaniose cutanea difusa (LCD), no qual a anergia celular esta
associada a acentuada proliferacdo dos parasitos e a disseminacdo da infeccdo
(BRASIL, 2017), uma evolugdo lenta da doenca, que prejudica seu diagnostico,
deformidades estruturais nas extremidades e ndo responde ao tratamento
medicamentoso (COSTA et al, 2009).

A terapia convencional e de primeira escolha para todas as formas clinicas de
leishmaniose inclui o uso de antimoniais pentavalentes (Sb*®), como o antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de sddio (Pentostam®), sendo que
este Ultimo ndo é comercializado no Brasil (BRASIL, 2017; CROFT & YARDLEY,
2002). Apresenta efeitos colaterais toxicos graves, especialmente nos sistemas cardiaco,
renal e hepatico (MURRAY et al., 2005) e mostra diminuigdo progressiva da eficacia
devido ao aparecimento de resisténcia em muitos paises (CROFT et al., 2006;
BALASEGARAM et al., 2012).

A anfotericina B, o isetionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) de pentamidina e a

paromomicina sdo medicamentos de segunda linhas e que também possuem efeitos
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colaterais toxicos e a resisténcia do parasita ainda ocorrem (SUNDAR et al., 2007;
MASMOUDI et al., 2013; MCGWIRE & SATOSKAR, 2014; BRASIL, 2017).

Os heterociclicos nitrogenados sdo imposrtantes particularmente no que se refere
ao seu uso como medicamentos mundialmente consumidos. Dada a necessidade urgente
de novos farmacos para o tratamento de doencas relacionadas aos tripanossomatideo e a
eficdcia dos nitro-farmacos existentes para estas indicacdes, varios laboratorios
mostraram-se dispostos a identificar e desenvolver compostos anti-tripanossomatideos
nitroaromaticos (ZHOU et al., 2013; PAPADOPOULOQOU et al., 2013; VOAK et al.,
2013).

A pesquisa de novos compostos com atividade antileishmania tem progredido
significativamente, mas um farmaco seguro, eficaz e de baixo custo ainda ndo foi
descoberta. Devido a falta de melhores terapias alternativas, a identificacdo de novos
farmacos, compostos e alvos ainda sdo motivos de estudos e pesquisas pesquisadores
em todo o mundo (MISHRA &TIWARI, 2011). No entanto, um farmaco seguro, eficaz
e de baixo custo ainda n&o foi descoberto.

Dentro deste contexto, este trabalho busca avaliar a atividade antileishmania in
vitro de uma nova biblioteca de compostos nitroheterociclicos com o anel isoxazélico a

fim de desenvolver novos compostos Uteis no tratamento contra leishmanioses.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Leishmanioses

Leishmanioses sdo um grupo de doencas parasitarias que apresenta um espectro
de diferentes formas clinicas (BARRETT & CROFT, 2012). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) classificou a leishmaniose entre as doencas tropicais negligenciadas e
emergentes que afetam principalmente regies pobres ao redor do globo, principalmente
paises em desenvolvimento, contribuindo para o estabelecimento e manutencdo das
desigualdades sociais (WHO, 2010).

As leishmanioses estdo entre as seis doengas mais negligenciadas do mundo,
afetando indistintamente homens, mulheres e criangas. Endémica em 88 paises (72
paises em desenvolvimento), com incidéncia anual de 1,5-2 milhGes de novos casos.
Aproximadamente 350 milhGes de individuos encontram-se sob risco de contrair a
doenga (DASSONI et al., 2013; WHO, 2017; BRASIL, 2017).

Parasitas do género Leishmania sdo os agentes causadores da leishmaniose.
Estes protozoarios unicelulares sdo transmitidos aos hospedeiros vertebrados pela
picada do inseto flebotomineo fémea infectado (Diptera, Psychodidae). Cerca de 21
espeécies de Leishmania podem infectar mamiferos e muitas delas podem causar doencas
em humanos (READY, 2014).

Dependendo da espécie infectante e da resposta imunolégica do hospedeiro
(KAYE & SCOTT, 2011), a doenca pode se apresentar sob diferentes formas clinicas,
tais como: (a) cuténea localizada, caracterizada pela presenca de lesdes exclusivamente
no local da picada do inseto vetor; (b) mucocutanea, com lesdes destrutivas na parte
superior do trato respiratorio; (c) cutanea difusa, com multiplos nédulos ndo ulcerados,
classicamente refrataria aos tratamentos disponiveis; (d) e a visceral, uma forma
sistémica que afeta especialmente nddulos linfaticos, baco, figado e medula 6ssea
(LAINSON & SHAW, 2005).

2.1.1. Agente etioldgico e ciclo de vida

A leishmaniose refere-se coletivamente a varias sindromes clinicas causadas por
protozoarios intracelulares obrigatorios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypaosomatidae, género Leishmania (KHEIRANDISH et al., 2013), que s&o
transmitidos através da picada do flebotomineo fémea infectado (KARAMI et al., 2013;
AYATOLLAHI et al., 2015). Caes, roedores, lobos e raposas sdo considerados
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reservatorios comuns e os humanos sdo hospedeiros incidentais (DA SILVA et al.,
2014; AYATOLLAHI et al., 2015).

Leishmania spp sdo protozodrios digenéticos e parasitos intracelulares
obrigatdrios das células do sistema fagocitico mononuclear. Apresentam duas formas de
desenvolvimento: amastigotas e promastigotas (HORTA et al., 2012; CARLSEN et al.,
2013). As formas promastigotas sdo formas proliferativas, com flagelo livre, que
residem no intestino médio do inseto vetor (KAMHAWI, 2006; PETERS et al., 2008;
PETERS & SACKS, 2009). Apds o repasto sanguineo, estas formas sdo fagocitadas por
macrofagos e dentro do vacuolos parasitoforos se diferenciam em amastigotas, formas
ndo moveis, ovoides, que se multiplicam mesmo sob a acdo das enzimas lisossomais
(KAMHAWI, 2006; PETERS et al., 2008; PETERS & SACKS, 2009; READY, 2010;
HORTA et al., 2012; THI et al., 2012; CARLSEN et al., 2013; DE MORAIS et al.,
2015).

Os estagios do ciclo de vida encontram-se na Figura 1. As formas promastigotas
metaciclicas sdo as formas infectantes, sendo inoculadas na pele do hospedeiro
vertebrado durante o repasto sanguineo do flebotomineo infectado. As promastigotas
metaciclicas sdo entdo fagocitadas por macréfagos, onde se transformam em
amastigotas. As amastigotas se multiplicam e, ap6s o rompimento dos macrofagos,
invadem novas células, como células dendriticas, neutrofilos e fibroblastos. Quando um
flebotomineo faz o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, os macréfagos
infectados com as amastigotas sdo ingeridos. As amastigotas sdo posteriormente
liberadas das células, transformando-se em promastigotas no intestino médio do inseto.
As promastigotas se multiplicam no intestino medio e migram para a proboscide do
flebotomineo, onde se transformam em promastigotas metaciclicas infecciosas.
Eventualmente, as promastigotas metaciclicas sdo injetadas no hospedeiro mamifero e o
ciclo continua (ZULFIQAR et al., 2017).
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Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania spp no hospedeiro vertebrado e no vetor.
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Figura 2: Classificacdo dos subgéneros e espécies de Leishmania associados as diversas manifestacdes

clinicas da leishmaniose (formas cutanea, mucocutanea e visceral). Fonte: Real et al. (2013).

A classificacdo de Lainson e Shaw (1987) (Figura 2) subdivide o género
Leishmania em dois subgéneros baseado na localizacdo de promastigotas no trato
alimentar do inseto. O subgénero Leishmania compreende espécies que se desenvolvem
na porcdo anterior e média do intestino, enquanto o subgénero Viannia inclui espécies

que desenvolvem uma fase prolongada no intestino grosso com posterior migracdo de
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flagelados para o intestino médio e anterior do trato alimentar do vetor (BATES, 2007,
REAL et al., 2013).

Flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sdo insetos de grande
importancia para a satde publica, uma vez que sao responsaveis pela transmissdo de
bactérias (como por exemplo Bartonella spp), um nimero de agentes virais causadores
de febre do flebotomineo, meningite de ver&o, estomatite vesicular e encefalite por virus
Chandipura e parasitas, incluindo Leishmania (DEPAQUIT et al., 2010; MAROLI et
al., 2013). Acredita-se que 98 espécies de flebotomineos sdo vetores comprovados ou
sob suspeita de transmitir este parasito (MAROLI et al., 2013). Os vetores de
Leishmania s&o espécies de Phlebotomus na Africa, Asia e Europa e de Lutzomyia na
América Central e do Sul (KAMHAWI, 2006; BRASIL, 2017).

2.1.2. Manifestacdes clinicas das leishmanioses

Em relacdo as manifestagGes clinicas, a leishmaniose pode ser classificada em
duas formas principais: a leishmaniose visceral (LV) ou calazar e a leishmaniose
tegumentar (LT).

A LV, sistémica, é a forma clinica mais grave da doenca, pois pode apresentar
elevada taxa de letalidade (ALVAR et al., 2012). E caracterizada por uma sindrome
febril persistente, geralmente associada a esplenomegalia, desnutricdo, anemia,
hemorragia, ictericia, e morte por sangramento ou infeccdo bacteriana oportunista
(BRASIL, 2014; SINGH & SUNDAR, 2015). E fatal se néo for tratada em mais de 95%
dos casos (WHO, 2017).

J4 a LT caracteriza-se, clinicamente, pela presenca de lesGes cutaneas
distribuidas em areas expostas do corpo que formam Ulceras, o que resulta em cicatrizes
para o resto da vida. Embora existam variagdes consideraveis em seres humanos, as
lesbes cuténeas sdo descritas como papulas ou Ulceras indolores, cobertas por crosta
aderente ou exsudado seco, variando de 0,5 a 3 cm de didmetro, em rosto, membros
superiores ou inferiores (GONZALEZ, 2010; WHO, 2017; BRASIL, 2017). As lesbes
podem ser unicas ou multiplas, apresentando bordas elevadas e fundo granuloso,
geralmente indolores (GOTO & LINDOSO, 2012).

Na LT, a leishmaniose cutanea (LC) representa a manifestagdo clinica mais
frequente. Nesse caso, as lesdes sdo exclusivamente cutaneas e tendem a cicatrizagao
espontanea. Mais frequentemente, sdo Unicas ou em pequeno nimero. Em pacientes

com lesdes por L. (L.) amazonensis ha um denso infiltrado de macréfagos vacuolizados
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na derme, que estdo cheios de amastigotas e ddo ao infiltrado a aparéncia de um
granuloma macrofagico (MORAES & SILVEIRA, 1994).

Em pacientes sem causas conhecidas de imunodeficiéncia, a LC pode evoluir
para uma auséncia de resposta celular especifica (anergia) para antigenos de
Leishmania, que caracteriza a rara leishmaniose cutanea difusa (LCD), no qual a anergia
celular esta associada a acentuada proliferacdo dos parasitos e a disseminacdo da
infeccdo. No Brasil, a LCD est4 associada a infeccdo causada por L. (L.) amazonensis,
que tem uma capacidade particular de interferir em mecanismos imunoldgicos
necessarios para a geracdo de uma resposta imune efetiva caracterizando-se por macico
comprometimento dérmico, de natureza crénica, com recidivas frequentes e anergia ao
teste intradérmico de Montenegro (COSTA et al, 2009).

A leishmaniose mucocutanea (LM) caracteriza-se pela presenca de lesdes
destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores. E secundéria & les&o
cuténea, sendo que, dentre os casos notificados de LT no Brasil, 3% a 6% séo de LM e
em alguns municipios endémicos, a porcentagem pode ser superior (BRASIL, 2017).

2.1.3. Epidemiologia das leishmanioses

Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram em todo o0 mundo a
cada ano. Em 2015, mais de 90% dos novos casos notificados 8 OMS ocorreram em
sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudo. Dos casos de
LC também em 2015, mais de dois ter¢cos dos novos casos de LT ocorreram em seis
paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird (RepuUblica Islamica do Ird) e
Republica Arabe da Siria. Estima-se que entre 600 mil e 1 milhdo de novos casos
ocorram em todo o mundo anualmente. (WHO, 2017).

No Brasil, o conceito de leishmaniose como zoonose silvestre é restrito a
Floresta Amazonica, fragmentos de Mata Atlantica e partes do Cerrado. Um novo perfil
de transmissdo surgiu, impulsionado principalmente por mudangas ambientais feitas
pelo homem. Nas Ultimas décadas, a migracdo humana de origens e propdsitos
diferentes resultou em grandes desmatamentos e assentamentos ndo planejados. Essas
mudancas favorecem a dispersdo de animais silvestres (alguns hospedeiros reservatorios
de Leishmania) e flebotomineos (especialmente aquelas com habitos alimentares
ecléeticos) para areas domesticas, onde novos ciclos de transmissao podem se estabelecer
proximo a habita¢gdes humanas (RANGEL et al., 2014).
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No Brasil, a LT € uma das afec¢es dermatologicas que merecem mais atencao,
devido & sua magnitude, assim como pelo risco de ocorréncia de deformidades e
envolvimento psicologico do paciente, com reflexos no campo social e econdémico,
sendo considerada doenca ocupacional. Apresenta ampla distribuicdo, com registro de
casos em todas as regides brasileiras (BRASIL, 2017). No Brasil, foram registrados de
2000 a 2016, cerca de 398.103 novos casos. Em Mato Grosso do Sul, foram registrados
2627 novos casos no mesmo periodo (BRASIL, 2015).

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um grande problema
de salde publica global e a prevaléncia esta aumentando em todo 0 mundo. Este cenario
é agravado por uma coinfeccdo entre o HIV e varias doencas infecciosas, incluindo a
leishmaniose (ALVAR et al., 2008). Como resultado, o nimero de casos de coinfeccao
relatados tem aumentado globalmente (LINDOSO et al., 2016), e esses pacientes
apresentam maior risco de falha do tratamento, maior risco de recaida e maiores taxas
de mortalidade (ALVAR et al., 2008). A infeccdo com o HIV e a leishmaniose
apresentam problemas adicionais ao tratamento do paciente devido a falta de
informacBes sobre a combinacdo de quimioterapicos (ULIANA et al., 2018). Outros
problemas relacionados ao tratamento da leishmaniose sdo os econdémicos (ENNES-
VIDAL et al., 2017; ULIANA et al., 2017; ALVAR E ARANA, 2018).

2.1.4. Diagnostico da leishmaniose tegumentar

Em relacdo ao diagndstico clinico, observam-se lesbes normalmente indolores e
em areas expostas da pele, de formato arredondado ou ovalado, bordas bem delimitadas
e elevadas. No exame clinico deve-se investigar se 0 paciente vive em area endémica ou
se viajou para uma area endémica (BRASIL, 2017).

Ha relatos de lesdes atipicas que podem ser confundidas com outras doencas
como a hanseniase, paracoccidioidomicose, Ulcera tropical, sifilis, tuberculose cutanea,
micobacetose atipica e esporotricose cutdnea (MEIRELES et al., 2017). Portanto o
diagnéstico é alcancado através de uma associacdo de caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas e laboratoriais (REIS et al., 2008).

O diagndstico laboratorial € o mais indicado para a comprovacao da infeccdo
pelo parasito. A investigacdo direta do parasito é o procedimento de primeira escolha
por ser mais rapido, de menor custo e de facil execucdo. A probabilidade de encontro do

parasito é inversamente proporcional ao tempo de evolucéo da lesdo cutinea. Para sua
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realizacdo sdo utilizados esfregacos fixados e corados com Giemsa para identificar
formas amastigotas (SHAW et al., 1989; BRASIL, 2017).

O parasito pode ser isolado no meio NNN/Schneider a partir de um fragmento de
tecido removido da borda de uma lesdo ativa. A cultura geralmente requer 3 a 10 dias
para crescer e as vezes mais, dependendo da espécie. A amostra nao deve ser descartada
a menos que seja negativa por quatro semanas (FABER et al., 2003; MASMOUDI et
al., 2013; BRASIL, 2017).

Podem ser empregados outros métodos como, por exemplo, a caracterizacdo de
Leishmania baseada em critérios bioquimicos (eletroforese de isoenzimas) ou critérios
genéticos, usando varios métodos moleculares incluindo PCR (Reacdo da Polimerase
em Cadeia) e a técnica de anticorpos monoclonais com painel especifico, que séo
usados para fins de diagndstico e progndstico e permitem uma melhor compreenséo da
epidemiologia da leishmaniose. Além destes, exames histopatoldgicos (coloracdo pela
hematoxilina-eosina), soroldgicos (imunofluorescéncia indireta e ELISA) e
imunolégicos, sendo que o principal e classico é a Reacdo de Montenegro. Este teste
revela a infec¢do por Leishmania e, portanto, é utilizado em estudos epidemiolégicos,
com uma sensibilidade de cerca de 90% (MASMOUDI et al., 2013; BRASIL, 2017).

2.1.5. Prevencéo e Tratamento das Leishmanioses

A prevencdo das leishmanioses baseia-se no controle de vetores e reservatorios
combinada com a quimioterapia dos individuos infectados. No entanto, o controle de
vetores e de reservatérios € dificil devido a problemas operacionais, tornando o
desenvolvimento de uma vacina eficaz e acessivel contra a leishmaniose como uma
tarefa altamente desejavel (DE LUCA & MACEDO, 2016).

A terapia convencional para todas as formas clinicas de leishmaniose inclui o
uso de antimoniais pentavalentes (Sb*®), como o antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sddio (Pentostam®), sendo que este Gltimo nédo é
comercializado no Brasil (CROFT & YARDLEY, 2002; BRASIL, 2017). Com o
objetivo de padronizar o esquema terapéutico, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda que a dose desse antimonial seja calculada em miligramas de antiménio
pentavalente (Sb*®) por quilograma de peso corporal por dia (mg Sb**/kg/dia), podendo
ser utilizado via intramuscular (IM), endovenosa (EV: mais indicada por poder

administrar quantidades maiores sem dor para o paciente) ou intralesional (IL: via
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subcutanea, restrita para a forma clinica da leishmaniose cutanea localizada) (BRASIL,
2017).

O antimonial pentavalente comporta-se como pro-farmaco, passando por
reducdo bioldgica a uma forma trivalente mais ativa e toxica de antimonio, que exibe
atividade antileishmanial (RAJASEKARAN & CHEN, 2015), por inibir a tripanotiona
redutase, aumentar as espécies reativas ao oxigénio (ROS) e também, possivelmente,
inibir a biossintese macromolecular em amastigotas (SINGH et al., 2016). Este
medicamento tem o inconveniente de exigir administracdo parenteral a longo prazo,
apresenta efeitos colaterais toxicos graves, especialmente nos sistemas cardiaco, renal e
hepatico (MURRAY et al., 2005) e mostra diminui¢do progressiva da eficacia devido ao
aparecimento de resisténcia em muitos paises (CROFT et al., 2006; BALASEGARAM
etal., 2012).

A anfotericina B, antibidtico poliénico de reconhecida acdo de destruicdo de
Leishmania intra e extracelular, possui como mecanismo de acdo a interferéncia na
biossintese da membrana celular do parasita (MASMOUDI et al., 2013;
BALASEGARAM et al., 2012). E o farmaco de segunda escolha, empregada nos casos
de auséncia de resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade de seu uso.
E considerada mais eficaz que os antimoniais no tratamento das lesdes mucosas. E
formulada em suspenséo coloidal e comercializada em frascos-ampola com 50 mg, com
dose de 0,7 a 1,0 mg/kg/dia, com dose total de 25 a 40 mg/kg. A dose maxima diaria €
de 50 mg, sendo administrada por EV (BALASEGARAM et al., 2012; BRASIL, 2017).
A anfotericina B lipossomal, utilizada em dose total de 18 mg/kg em injecOes
intravenosas durante 10 dias, € mais indicada devido ao maior perfil de seguranca
presumido, mas 0 seu custo impede maior adesdo do sistema publico de saude
(NAKAMURA et al., 2006; BRASIL, 2017). Durante a terapia com anfotericina B,
recomenda-se a monitorizacdo da fungdo renal, do figado, eletrolitos séricos e dos
componentes sanguineos, como nitrogénio ureico e creatinina, para que sejam melhor
controlados os efeitos adversos (BRASIL, 2017).

O isetionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) de pentamidina é utilizado em
diferentes protocolos para tratar a LT. A pentamidina interfere na sintese de DNA do
parasita, levando a sua morte. Varios efeitos colaterais foram observados: hipertenséo,
taquicardia, problemas digestivos, problemas de pele, enzimas musculares elevadas,

insuficiéncia renal e toxicidade pancreética, limitando o uso do medicamento como
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primeira opcdo na LT. A aplicacdo podera ser feita por via IM ou EV (MASMOUDI et
al., 2013; BRASIL, 2017).

Miltefosina (hexadecilfosfocolina) é um agente antitumoral oral descoberto em
1980, que foi rapidamente abandonado devido a sua toxicidade hematoldgica
(MOHEBALI et al., 2007). Em 2002, na india, foi introduzido como farmaco no
tratamento terapéutico da leishmaniose visceral, representando grande avango
relacionado a possibilidade de administragdo via oral. E bem tolerado, possui efeitos
adversos mais amenos (problemas digestivos, aumento da concentracdo de
transaminases e creatinina). No entanto, as preocupacdes relacionadas a
teratogenicidade, ao desenvolvimento de resisténcia e ao custo relativamente alto
limitou seu uso (MOHEBALI et al., 2007; SUNDAR et al., 2012).

A paromomicina é um antibiético aminoglicosidico de amplo espectro produzido
a partir de filtrados de cultura de Streptomyces krestomyceticus e com atividade contra
uma variedade de organismos Gram-positivos e negativos, micobactérias, protozoarios.
A atividade antileishmania da paromomicina foi demonstrada pela primeira vez na
década de 1960 (KELINA, 1961; NEAL, 1968) e posteriormente confirmada in vitro e
in vivo (NEAL et al., 1995). Este farmaco foi testado pela primeira vez no Quénia em
1980 para o tratamento da LV humana (CHUNGE et al., 1990). O mecanismo de agéo
da paromomicina na Leishmania ndo é conhecido, mas a sintese proteica tem sido
proposta como alvo, baseada em grande parte em estudos em bactérias (SUNDAR et al.,
2011; HWAN, 2016). Outros mecanismos possiveis foram propostos, incluindo a
alteracdo da fluidez da membrana (MAAROUEF et al., 1997a) e os efeitos no potencial
da membrana mitocondrial (MAAROUF et al., 1997b). Quando administrada por via
oral é pouco absorvida, o que limita seu uso as inje¢des intramusculares em LV (BEN
SALAH etal., 2013).

O efeito colateral mais comum €é dor no local da injecdo, no entanto, isso
geralmente ndo leva a descontinuacdo da terapia. Uma pequena fracdo dos pacientes
experimenta os efeitos semelhantes a outros aminoglicosideos, como ototoxicidade,
instabilidade vestibular e nefrotoxicidade (SUNDAR et al.,, 2007; MCGWIRE &
SATOSKAR, 2014).

2.2. Planejamento de novos compostos contra doencas negligenciadas
A pesquisa de novos compostos ativos antileishmania tem progredido

significativamente, porém, um farmaco seguro, eficaz e de baixo custo ainda nao foi
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descoberto. Devido a falta de melhores terapias alternativas, a identificacdo de novos
farmacos, compostos e alvos ainda é um assunto muito discutido e estudado por
pesquisadores em todo o mundo (MISHRA &TIWARI, 2011).

Os produtos naturais sdo fonte potencial novos compostos para tratamento de
doencas tropicais negligenciadas. A utilidade de produtos vegetais na descoberta e
desenvolvimento de farmacos nédo é surpreendente, uma vez que 0s seres humanos vém
usando muitos materiais derivados de plantas, como seus metabdlitos secundarios, ha
muitos séculos (MISHRA &TIWARI, 2011).

Os produtos naturais sdo derivados do fendbmeno da biodiversidade, em que
interacdes entre 0s organismos e seu ambiente acabam por originar diversos compostos
quimicos complexos dentro dos organismos como meio de defesa das plantas contra
microrganismos, insetos como compostos de sinalizacdo para atrair animais
polinizadores e dispersores de sementes, além de antioxidantes e protetores de UV
(LEE, 2010; WINK, 2015). Através de uma abordagem de quimica medicinal, produtos
naturais ou compostos ja conhecidos com baixa bioatividade podem ser modificados
sinteticamente para melhorar seus perfis farmacologicos. A sintese de novos compostos
deve ser acompanhada por uma triagem de ensaio bioldgico apropriada para otimizar
com sucesso um composto em um candidato a ensaio clinico (LEE, 2010).

Lignanas e neolignanas sdo um grupo de fendis de ocorréncia natural que sdo
amplamente difundidos no reino vegetal, derivam da via biossintética do acido
chiguimico (chiquimato) e representam uma enorme classe de compostos
farmacologicamente ativos (PAN et al., 2009; TEPONNO, et al, 2016).

O interesse nas neolignanas aumentou nos ultimos anos, sendo relatadas
propriedades leishmanicidas (AVENIENTE et al., 2007; VENDRAMETTO et al., 2010;
NERIS et al., 2013), antitumorais (PIETERS et al., 1993; LEE, et al., 2004, ZHOU et
al., 2009; LEON-DIAZ et al., 2010; KANG et al., 2012), antimicrobianas, tripanocidas
(CABRAL et al., 2010; PELIZZARO-ROCHA et al., 2011) e antimalaricas (ZHANG et
al., 2001).

Uma das linhas de pesquisa do Laboratério de Quimica Farmacéutica da UFMS
(LASQUIM) é a modificacdo molecular de derivados das neolignanas veraguensina 1,
grandisina 2 e machilina G 3, com objetivo de encontrar novos potenciais candidatos a
farmacos uteis contra Leishmanioses e outras doencas negligenciadas. Desde 2009, o
LASQUIM desenvolve pesquisas relacionadas, conforme pode ser visualizado na
Figura 3 (SOARES, 2012).
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Figura 3: Substituicdo bioisostérica nas neolignanas formando compostos isoxazélicos com
atividade melhorada em resultados obtidos pelo LASQUIM para teste de atividade

antileishmania em formas promastigotas.

Dentre os compostos sintetizados, o derivado isoxazolico da veraguensina 4
(Clso = 462 uM) e o derivado da grandisina 5 (Clsg = 25,25 pM) ndo foi ativo e teve
atividade moderada antileishmania, respectivamente. Enquanto o derivado isoxazélico
da machilina G 6 Clsg (1,22 uM e 2,0 uM) e o hibrido da machilina G e grandisina 7
(Clso de 2,13 pM e 3,3uM) mostraram resultados excelentes, para Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonensis, respectivamente (SOARES, 2012).

Para a sintese destes compostos, foi utilizada como estratégia de modificacdo
molecular a substituicdo bioisostérica, que refere-se a compostos ou subunidades
estruturais de compostos bioativos que apresentem volumes moleculares, formas,
distribuicGes eletronicas e propriedades fisicoquimicas semelhantes, capazes de
apresentar propriedades bioldgicas similares (BARREIRO & FRAGA, 2008). A troca
bioisostérica do grupo tetrahidrofurano pelo grupo isoxazélico permitiu a descoberta de
compostos mais potentes contra leishmanioses do que as neolignanas originais
(SOARES, 2012).

Para a realizacdo deste trabalho, também foi utilizada a hibridizacdo molecular
como estratégia de modificagdo molecular. Esta estratégia apresenta como fundamento
a reunido de subunidades farmacoforicas parciais de compostos bioativos distintos em

uma nova estrutura, podendo apresentar padrdes originais ou conjugar as duas
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atividades farmacoldgicas em uma Unica molécula, formando um novo composto com
caracteristicas duais (KOLB et al., 2001; LASAR et al., 2004, BARREIRO & FRAGA,
2008).

Considerando a necessidade de se sintetizar bibliotecas quimicas extensas para
obtencdo de informacgdes sobre a relacdo estrutura-atividade (REA) em quimica
medicinal, estratégias de sintese utilizando reacGes de cicloadicdo [3+2] de Huisgen,
conhecida como “click chemistry”, tem sido foco de pesquisa de varios grupos Nno
ambito mundial com o objetivo de se obter novos compostos bioativos (TORNOE et al.,
2002; MENEGATTI et al., 2003; MELO et al., 2006; COLOMBANO et al., 2010).

Os heterociclicos nitrogenados sédo importantes particularmente no que se refere
ao seu uso como medicamentos mundialmente consumidos. Um heterociclico que pode
ser obtido por “click chemistry” e tem despertado grande interesse em quimica
medicinal e em nosso laboratorio sdo os anéis isoxazois. Este heterociclo vém sendo
utilizado em potentes agonistas de receptores de dopamina tipo D4 (ROWLEY et al.,
1996), antagonistas do GABA (ROWLEY et al., 1996; FROLUND et al., 2002),
compostos com atividade anti-inflamatoria (DAIDONE et al., 1999), antiulcerogénica
(FROLUND, et al., 2002), antimicrobiana (PIRRUNG et al., 2002), antifingica
(PIRRUNG et al., 2002), anti-inflamatérios inibidores especificos da COX-2
(DAIDONE et al., 1999), antinociceptiva (GIOVANNONI et al., 2003) e anti-cancer
(L1etal., 2003).

Isoxazois possuem um pKan de -3,0, contendo um nitrogénio em um ambiente
analogo ao da piridina, onde o nitrogénio fica com um par de elétrons solitarios em um
orbital sp? no plano do anel e ndo envolvido na aromaticidade, € no oxigénio, um dos
pares de elétrons, faz parte da aromaticidade do mesmo (CARLSEN et al., 1992;
JOULE & MILLS, 2013). A aromaticidade do anel isoxazol, associada a proximidade
entre o nitrogénio e o oxigénio, faz com que o mesmo ndo se ionize em pH fisioldgico.
Por outro lado, o anel isoxazdlico, por ser mais polar, pode favorecer um maior perfil de
solubilidade em agua, e a0 mesmo tempo pode participar de interagcbes de ponte de
hidrogénio como aceptores de ligacdo de hidrogénio com o sitio alvo.

A familia dos nitroderivados sdo compostos particularmente Uteis contra doencas
negligenciadas. A nitrofurazona 8 (CHUNG et al., 2003), o nifurtimox 9 (PAULINO et
al., 2005; WOSTER, 2007), a nifuroxazida 10 (RANDO et al., 2008), o benzonidazol
11 (PAULINO et al., 2005; WOSTER, 2007), 0 megazol 12 (CHAUVIERE et al., 2003)

e o fexinidazol 13 (TORREELE et al., 2010) sdo exemplos de farmacos antibacterianos
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e antiprotozoarios que tem sido objeto de estudo no ambito mundial como moléculas

lideres na busca de novas entidades quimicas contra doencas negligenciadas (Figura 4).
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Figura 4: Nitroderivados com potencial atividade contra doencas negligenciadas.

Apesar dos efeitos colaterais dos nitrocompostos 8-10, a nitrofurazona 8 e,
principalmente, seu farmacéforo (nitrofuranico), é utilizada como modelo no desenho
de novos anadlogos com atividade antitrypanosoma e antileishmania (CHUNG et al.,
2003) sendo utilizado neste presente estudo.

O nitroimidazol megazol 12 foi abandonado como potencial candidato a farmaco
contra Trypanosoma cruzi e T. brucei, por apresentar genotoxicidade (BOURDIN-
TRUNZ et al., 2011). O benzonidazol 11, apesar de estar associado a varios efeitos
adversos, ainda é a farmaco de escolha no tratamento contra o T. cruzi no Brasil
(FIOCRUZ, 2017). Porém, o nitroimidazol fexinidazol 13 ndo possui efeitos de
genotoxicidade em humanos e possui uma 6tima atividade antileishmania (Clso: 5,6 pum
para L. donivani (WILLIE et al., 2012) (BOURDIN-TRUNZ et al., 2011; TWEATS et
al., 2012), mostrando que processos de modificacdo molecular continuam a ser Uteis no
desenho de novos compostos nitroheterociclicos e, como consequéncia, para a obtencao
de futuros candidatos a farmacos contra doencgas negligenciadas.

A modificacdo estrutural é fundamental para diminuir toxicidade e também
melhorar biodisponibilidade oral, sendo considerada uma importante caracteristica para
0 desenvolvimento de moléculas bioativas. Um farmaco oral para o tratamento das
doengas negligenciadas aumentaria a adesdo e provavelmente diminuiria

consideravelmente o elevado custo do tratamento.
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Os compostos devem estar dentro da regra dos cinco de Lipinski, estabelecendo
que um bom farmaco deve apresentar log P menor ou igual a 5; massa molecular menor
ou igual a 500 Da; grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10 e
grupos doadores de ligacao de hidrogénio menor ou igual a 5 (LIPINSKI et al., 1997)

Apesar das preocupacOes de seguranca validas relacionadas aos compostos
nitroaromaticos, h4 um interesse continuo em seu uso no plano terapéutico,
particularmente para doencas infecciosas e cancer. Nestes casos, 0 objetivo é
desenvolver compostos que sejam seletivamente tdxicos, de tal modo que o composto
estimule a morte do agente infeccioso e/ou células cancerigenas sem prejudicar as
células hospedeiras (STRAUS, 1979).

Dada a necessidade urgente de novos farmacos para o tratamento de doencas
causadas por tripanossomatideos e a eficacia dos nitro-farmacos existentes para estas
indicacdes, varios laboratorios mostraram-se dispostos a identificar e desenvolver
compostos  anti-tripanossomatdides  nitroarométicos (ZHOU et al, 2013;
PAPADOPOULOU et al., 2013; VOAK et al., 2013). A iniciativa de Drogas para
Doencas Negligenciadas (DNDi) escolheu ativamente investigar compostos
nitroaromaticos (TORREELE et al., 2010). Suas investigacGes mostraram-se frutiferas,
resultando em um portfélio com varios compostos nitroaromaticos com acgdo
antitripanossomatidea (PATTERSON & WYLLIE, 2014).

O redirecionamento de farmacos ou candidatos clinicos tem sido utilizado na
industria farmacéutica, com o objetivo de encontrar novas possiveis aplicacdes
terapéuticas, entre elas as doencas negligenciadas. De fato, o uso de nifurtimox para
tratar tripanossomiase africana humana (HAT) (PRIOTTO et al., 2009) e o
desenvolvimento de fexinidazol para LV (WYLLIE et al.,, 2012) sdo exemplos de
reutilizacdo de nitroaromaticos para doencas de tripanosomatideos (PATTERSON &
WYLLIE, 2014).

Apb6s o planejamento e desenvolvimento de novos candidatos & farmacos
antiparasitarios, sdo necessarias estratégias para validacdo dos mesmos. Uma das
estratégias baseia-se na triagem inicial de bibliotecas de compostos empregando
modelos de cultura in vitro adequados, seguidos de estudos em um modelo in vivo
adequado. Investigacbes em alvos potenciais sdo realizadas apds a confirmacdo da
eficacia de um determinado composto. Atualmente, todas os farmacos antiparasitarias

disponiveis no mercado foram identificadas por meio dessa abordagem, portanto, essa
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estratégia ainda fornece uma importante fonte de candidatos a medicamentos (GAMO et
al., 2010; STEYN et al., 2011; MOINE et al., 2015).

Dentro deste contexto, este trabalho buscou avaliar a atividade antileishmania in
vitro de uma nova biblioteca de compostos nitroheterociclicos com o anel isoxazélico a

fim de desenvolver novos compostos Uteis contra leishmanioses.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Avaliar a atividade antileishmania de 22 novos analogos nitroheterociclicos

isoxazolicos com variados padrfes de substituicao.

3.2. Objetivos especificos

= Avaliar a atividade in vitro dos andlogos nitroheterociclicos isoxazolicos
sintetizados, contra as formas promastigotas e formas amastigotas intracelulares
de Leishmania (Leishmania) amazonensis;

» Avaliar o efeito citotoxico dos compostos nitroheterociclicos isoxazélicos em
células de mamifero (fibroblastos NIH/3T3), a fim de determinar sua
seletividade para os parasitos;

= Auvaliar a producdo de oxido nitrico por macrofagos peritoneais infectados com
Leishmania (Leishmania) amazonensis, tratados in vitro com diferentes
concentragfes dos analogos nitroheterociclicos isoxazdlicos sintetizados, para

investigar possivel mecanismo de acdo leishmanicida.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Reagentes e substancias

Os compostos 14 — 35 (Figura 6) foram previamente sintetizados no Laboratério
de Quimica Farmacéutica (LASQUIM) e identificados quanto a estrutura.

Para a sintese desses nitroheterociclicos, dois blocos de construgdo, acetilenos
terminais e cloro-oximas, foram unidos através de uma reagdo de cicloadicdo [3+2].
Esta abordagem permite a unido do grupo farmacoférico nitrofurénico, com elementos
estruturais que permitem a criacdo de uma série de compostos com boa diversidade

quimica (Figuras 5 e 6).
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Figura 5: Rota sintética para a obtencdo dos nitroheterociclicos isoxazolicos.
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Figura 6: Compostos sintetizados que foram testados quanto a atividade antileishmania e seus
respectivos rendimentos.

4.2. Animais
Camundongos BALB/c fémeas (4-5 semanas) foram obtidos do Biotério Central
do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Campo
Grande, MS, Brasil). Os animais apresentavam boas condi¢cdes de salde e estavam
livres de patdégenos comuns aos roedores. Foram mantidos em mini-isoladores
acoplados a rack ventilado (Alesco®), em boas condicdes de higiene, a 25°C+1°C, com
ciclos de 12 horas claro/escuro, sendo alimentados com racdo balanceada comercial

(Nuvilab CR-1®, Nuvital®) e hidratados com agua ad libitum. A pesquisa foi aprovada
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pela Comisséo de Etica e Experimentacdo animal da UFMS (Parecer No. 847/2017)
(Anexo).
4.3. Parasitos
Para a realizacdo dos ensaios de atividade antileishmania in vitro foi utilizada a
cepa padrdo IFLA/BR/1967/pH8 de Leishmania (Leishmania) amazonensis. As formas
amastigotas foram rotineiramente isoladas de camundongos BALB/c previamente
infectados e mantidas como formas promastigotas em meio de cultura Schneider
(Sigma-Aldrich®), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-
Aldrich®), 10.000 U/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich®) a 26°C.

4.4. Atividade in vitro contra formas promastigotas

Em microplacas de 96 pogos, em quintuplicata, formas promastigotas (108/mL)
em fase log de crescimento em Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab®), 10.000 unidades/mL de
penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®), foram incubadas com
diferentes concentragfes dos compostos previamente sintetizados (0,78-50 pg/mL).
Pentamidina (Sigma-Aldrich®; 12,5-100 pg/mL) foi utilizada como droga de referéncia,
e 0 meio de cultura sozinho como controle negativo. As microplacas foram incubadas a
26°C em 5% CO2 por 72 h (BRAGA et al., 2007). A viabilidade celular foi determinada
por meio da adicio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrasodium] (Sigma-Aldrich®; 5 mg/mL). As placas foram incubadas a 37°C, 5%
CO2 por 4 h e, em seguida, a absorbancia estimada em espectrofotdbmetro, com
comprimento de onda a 540 nm. A atividade das amostras foi expressa através da
concentracdo inibitéria de 50% do crescimento (Clso), calculada pelo Programa

GraphPad Prism 5.0 por meio de curva de regresséo nao linear.

4.5. Atividade in vitro sobre formas amastigotas intracelulares
Macroéfagos peritoneais foram obtidos de camundongos BALB/c, eutanasiados
através de deslocamento cervical. Para isso, apds assepsia do abdémen, foram injetados,
na cavidade peritoneal, 10 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®) contendo 10.000
unidades/mL de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Apos
massagem da area, o liquido foi aspirado e transferido para tubos mantidos em gelo. As

células peritoneais foram quantificadas em cdmara de Neubauer apds exclusdao em Azul
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de Trypan (Sigma-Aldrich®) e distribuidas (1x10° células/poco) em placas de 24 pogos
contendo laminulas, em sextuplicata. Apés uma hora de incubagdo a 37°C/5% COz, as
células foram infectadas com formas promastigotas de L. amazonensis em fase
estacionaria (4x10° células/poco) e incubadas a 35°C/5% CO,. Apds 4 h, a células
infectadas foram tratadas com os diferentes compostos (6,25-50 ug/mL), por 24 h a
35°C/5% CO,. Anfotericina B (Sigma-Aldrich®; 0,25-2 ug/mL) e pentamidina (Sigma-
Aldrich®; 6,25-50 pg/mL) foram utilizadas como farmacos de referéncia. Células
infectadas cultivadas em meio sem tratamento foram utilizadas como controle negativo.
Apbs o tratamento, as laminulas foram retiradas, fixadas e coradas com Giemsa (Sigma-
Aldrich®) diluido a 1:10 em agua destilada (COSTA et al., 2016). O nimero médio de
amastigotas por célula foi calculado pela contagem de 200 células por laminula e a
concentragdo inibitoria de 50% (Clso) foi determinada através de curva dose-resposta de

regressao ndo-linear.

4.6. Dosagem de Oxido nitrico (NO)

A producdo de NO pelas células peritoneais infectadas e tratadas com os
diferentes compostos foi avaliada pela reacdo de Griess (DING et al., 1988). 50 uL dos
sobrenadantes das culturas foram incubados com 50 pl. de reagente de Griess a
temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdbmetro a 550 nm. Os resultados foram expressos como média e erro-padrao.
Os dados foram analisados por ANOVA de fator Unico com pos-teste de Tukey e

considerados significantes quando p < 0,05.

4.7. Efeito citotoxico em células de mamifero

Cem microlitros de suspensdo de fibroblastos murinos NIH/3T3 (Banco de
Células do Rio de Janeiro, Brasil) foram semeados em placas de 96 pogos (1x10°/mL
em meio RPMI 1640, Sigma-Aldrich®). Apos 24h, os compostos foram adicionados nas
concentragdes 0,25-250 pg/mL. Anfotericina B (Sigma-Aldrich®, 0,025-25 pg/mL) foi
utilizada como droga de referéncia e as células foram incubadas a 37 °C/5% CO. por 48
h, a fim de estimar a Clso. O crescimento celular foi avaliado por meio do método
colorimétrico da sulforrodamina B (SKEHAN et al.,, 1990), sendo obtidas as
absorbéancias: amostras-teste (T), controle negativo (CN), branco das amostras-teste (B)
e a leitura do inicio da incubag&o, ou seja, antes da adi¢do das amostras-teste (AT). Em

todos os experimentos foi incluido um controle negativo (DMSO, na maior
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concentracdo utilizada para as amostras). A porcentagem de crescimento de cada
amostra foi calculada em programa Softmaxmex Pro 6.3 segundo Monks et al. (1991).
A concentracdo inibitoria em 50% (Clso) foi determinada por curva de regressdo nao
linear (MicrocalOrigin Versdo 6.0). O indice de seletividade (1S) foi determinado pela
Clso encontrada no experimento de citotoxicidade/ Clsg de cada atividade antileishmania
(Medeiros et al. ,2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antileishmania para as formas promastigotas dos compostos
nitrofurénicos (Tabela 1 e 2) foram expressas em concentracao inibitoria em 50% (Clso)
e utilizada como base para avaliacdo a escala descrita por Upegui et al., (2014), em que
compostos com Clsp <20,0 UM foram considerados ativos, Clsg entre 20,0 e 50,0 uM
foram moderadamente ativos e compostos com Clso >50,0 uM foram considerados

inativos.
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Tabela 1: Massa molecular, coeficiente de particdo e atividades antileishmania in vitro de compostos nitrofuranicos isoxazdlicos com anel aromatico.

N-O

o M, .
o \ ! R,
14-24 2
R,
Compostos Ri Ro Ra MM ClogP® C'\I‘;:*(ﬁ@b szga(ii,a‘)’ﬁa I5¢ ntracetote 1"
Clso (UM)®
14 -H -H -H 256,22 3,24 28,47 £ 0,25 7,93+0,5 3,59 34,01 + 0,84
15 -H -Cl -H 290,66 3,92 > 250 7,08 +0,8 35,31 23,05+1.3 10,84
16 -H -NO2 -H 301,21 3,20 nch > 166,00 £ 2,2 nch >166,00 + 2,2 nch
17 -H -CN -H 281,23 2,99 > 250 > 177,79 £2,2 141 4139+1,6 6,04
18 -H -OCHjs -H 286,24 3,29 25,39 + 4,89 5,99 £0,7 25,39 3181+15 0,80
19 -OCHs -OCHjs -H 316,27 2,88 36,40 = 4,25 7,78+0,8 4,68 1466 £1,1 2,48
20 -OCH:z0- H 300,23 3,13 43,36 £ 6,01 16,39 +£1,2 2,64 7,02+0,8 6,18
21 -OCHs -H -OCHs 316,27 3,28 > 250 >158,09+2.2 1,58 1952 +1.3 12,80
22 -OCHs -OCHjs -OCHs 346,30 2,87 25,07 £2,13 > 144,38 +2,1 0,17 1,24 +0,0 20,22
23 -H -OCsHs -H 348,31 4,99 > 250 1,76 £0,2 142,04 16,63 +1,2 15,25
24 -H -SCH3 -H 302,31 3,67 57,94 + 8,50 16,76 £1,2 3,46 5,69 £ 0,7 10,18
Doxurubicina® - - - - - 0,77 £ 0,04 - - - -
Glucantime? - - - - - >250 - - - -
Pentamidina’ - - - - - 2754 +£3,12 8,9 - 3,3 -
Anfotericina B9 - - - - - 2,61 £0,07 - - 0,054 -

3 og P: coeficiente de particdo octanol/agua (© Molinspiration Cheminformatics 2017);  Clso: concentrago inibitoria média em células de fibroblastos NIH/3T3; °Clso: concentrago inibitoria média em promastigota
de L. amazonensis; ¢ IS: (indice de seletividade), Cls, em células de mamiferos/ Cls, em promastigotas; ¢ Clso: concentragao inibitoria média em amastigota intracelular de L. amazonensis; * IS: (indice de seletividade),

Clso em células de mamiferos/ Clsp em amastigotas intracelulares; ¢ Controles positivos: pentamidina e anfotericina B para L. (L.) amazonensis e doxorrubicina para fibroblastos.
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Tabela 2: Massa molecular, coeficiente de particdo e atividades antileishmania in vitro de compostos nitrofuranicos isoxazélicos com cadeia alifatica.

N—O
o,N._ " / _
\_/
25-35
Compostos Ri MM ClogP? C’\Il::'(ﬁ,-\rﬂ?;b P(rjolga(ﬁil\g/l(;ga IS¢ ;Ar\lirr]:(szgﬁﬁg: ISt
Clso (UM)®
25 -CsHo 236,23 3,17 24,17 £ 1,60 >211,66 +2,3 0,11 39,17 +1,6 0,61
26 -CsHu1 250,25 3,68 nch >199,80+2,3 nch 1942 +£1.2 nch
27 -CeH13 264,28 4,19 23,98 +1,48 16,43 +1,2 1,46 36,88 +1,6 0,65
28 -C7H1s 278,31 4,69 > 250 3,28+0,5 76,22 64,39+1,8 3,88
29 -CsH17 292,33 5,20 68, 05 + 5,80 6,07 £0,7 11,21 8,55 +0,9 7,96
30 -CHClI 228,59 2,13 3,12+0,14 3,55+05 0,88 0,69+0,1 4,52
31 -C2HsCl 242,62 2,34 4,97 £2,35 2,95+0,9 1,68 3,16+04 1,57
32 -C3HeCl 256,64 2,61 7,02 £3,74 0,88 £0,0 7,98 3,78+ 0,5 1,86
33 -C4HsCl 270,67 2,88 3,35+ 0,40 1,84+0,3 1,82 4,09 £0,6 0,82
34 -CH20H 210,15 0,90 230,49 + 4,64 75,56 +1,9 3,05 >23792+23 0,97
35 -C(CHs)20H 238,20 1,71 39,39 +8,95 18,79+ 13 2,09 1328+1,1 2,97
Doxurubicina? - - - 0,77 £ 0,04 - - - -
Glucantime? - - - >250 - - - -
Pentamidina? - - - 27,54 +3,12 8,9 - 3,3 -
Anfotericina BY 2,61 +£0,07 - - 0,054 -

3 og P: coeficiente de particdo octanol/agua (© Molinspiration Cheminformatics 2017); ° Clso: concentragéo inibitoria média em células de fibroblastos NIH/3T3; °Clso: concentrago inibitoria média em promastigota
de L. amazonensis; ¢ IS: (indice de seletividade), Cls, em células de mamiferos/ Cls, em promastigotas; ¢ Clso: concentragio inibitéria média em amastigota intracelular de L. amazonensis; * IS: (indice de seletividade),
Clso em células de mamiferos/ Cls, em amastigotas intracelulares; ¢ Controles positivos: pentamidina e anfotericina B para L. (L.) amazonensis e doxorrubicina para fibroblastos.
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De acordo com os resultados para as formas promastigotas de L. amazonensis
apresentados na Tabela 1, observamos que os compostos 14 e 15 foram ativos (Clso de
7,93 e 7,08 uM respectivamente). Quanto as formas amastigotas intracelulares de L.
amazonensis, 0s compostos 14 e 15 apresentaram moderada atividade com Clsg = 34,01
e 23,05 uM respectivamente. O composto 16 contendo o grupo R2 = NO; foi inativo
para as formas promastigotas e amastigotas. O composto 17 ndo foi ativo contra as
formas promastigotas, porém mostrou atividade moderada contra as formas amastigotas
(Clso = 41,39 uM).

Os compostos contendo grupos doadores de elétrons aprrsentaram diferentes
perfis de atividades antileishmania. Os compostos 18-20 contendo metoxilas na posi¢ao
4-, 3,4- e contendo o grupo metilenodioxila, respectivamente, foram mais ativos para as
formas promastigotas (Clso = 5,99, 7,78 e 16,39 uM) que os compostos 21 e 22, com
padrdes de substituicdo nas posigdes 3,5 e 3,4,5-. O composto 22 contendo o grupo -O-
Ph mostrou Clso de 1,76 pM contra as formas promastigotas. Por outro lado, os
compostos 18, 19, 21 e 23 tiveram uma Clso de 14,66 a 31,81 uM contra as formas
amastigotas intracelulares.

O composto contendo o grupo -SCHs 24 foi menos ativo contra as formas
promastigotas (Clso = 16,76 uUM) que seu congénere 18 contendo o grupo OCHs, porém
demonstrou-se ser mais ativo contras formas amastigotas (Clso = 5,69 uM).

O composto contendo o grupo metilenodioxila 20 apresentou Clsp = 7,02 uM
contras formas amastigotas intracelulares e o composto trimetoxilado 22 é o grande
destaque da série aromatica com uma Clso igual a 1,24 uM contra as formas
amastigotas, sendo mais ativo que o controle, a pentamidina (Clso = 3,3 uM) sobre esta
forma.

Através de uma analise parcial da relacdo estrutura-atividade (REA), pode-se
inferir que os compostos monometoxilado 18 e dimetoxilados 19 e 21 s&o menos ativos
que o composto trimetoxilado 22 para as formas amastigotas. Este padrdo foi também
encontrado em estudos anteriores em processos de modificagdo molecular das
neolignanas tetrahidrofuranicas veraguensina e grandisina, no qual 0s compostos mais
ativos para as formas amastigotas continham o grupamento 3,4,5-trimetoxi como padréo
de substituicdo em um dos aneis (COSTA et al., 2016).

Pode ser observado na Tabela 2 que compostos de cadeia alifatica da série 27-29
com maior cadeia alquilica e, portanto, Log P maior sdo mais ativos contra as formas

promastigotas. Porem, para as formas amastigotas este padréo néo e seguido.
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Por outro lado, 0 composto 29 que possui 0 maior coeficiente de particdo (Log P
= 5,2) mostrou 6tima atividade tanto para as formas promastigotas quanto amastigotas
com valores de Clso de 6,07 e 8,55 pM respectivamente.

Outro padrdo de compostos sintetizados foram os produtos de cadeia alifatica,
com o cloro (CI) ligado em sua extremidade. Os compostos 32 (Clso = 0,88 uM) e 33
(Clso = 1,84 pM) apresentaram bons resultados contra as formas promastigotas,
indicando uma tendéncia de maior poténcia quanto maior o Log P.

Porém a analise desta série quanto a atividade nas formas amastigotas indica um
resultado inverso, sendo que o composto 30 (Clsg = 0,69 uM) contendo 0 menor ndmero
de grupos metilenos, e menor coeficiente de particdo (Log P = 2,13), é mais potente que
0s seus homologos correspondentes 31-33.

Os resultados obtidos com esta ultima série 30-33 podem indicar que no sitio
ativo, além das interacBes hidrofobicas existentes, também existe a possibilidade de
haver a formacdo de ligaces covalentes, devido a um possivel ataque de um nucleoéfilo,
presente no sitio ativo, ao carbono eletrofilico ligado ao cloro, o que pode explicar em
teoria, a maior atividade destes compostos frente a serie alifatica.

Os compostos 34 e 35 tiveram diferentes atividades antileishmania, sendo este
ultimo mais ativo (Clso promastigotas = 18,79 UM € Cls0 amastigotas = 13,28 UM).

Os compostos sintetizados mostraram uma baixa seletividade quanto ao teste de
citotoxicidade em relacdo as atividades antileishmania. Existe a necessidade de um
estudo para desenvolver um sistema de distribui¢do mais seletivo que ajude a diminuir a
toxicidade destes. Se faz necessario promover novas modifica¢fes estruturais para que
possamos manter ou elevar a poténcia desses compostos e eliminar a toxicidade desses
compostos, para que esses relevantes resultados sejam também obtidos na atividade in

vivo para desenvolver farmacos que tratem de forma mais eficaz a leishmaniose.
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5.1. Comparativo da producéo de 6xido nitrico com as atividades bioldgicas

A
301
S 201
3
' N
©)
Z 10+
0 T T T T T T T T T
14 17
Compostos
[1 Controle
R 6,25 pg/mL
B 12,5 pg/mL
e 25 ng/mL
Bl 50 pg/mL
B
=
2
o
P4
% %
% 1%
% *1%

Compostos

Figura 7: Liberag&o de 6xido nitrico por macréfagos infectados por L. amazonensis, apds 24 horas de tratamento com os compostos
nitroheterociclicos isoxazolicos que possuem anel aromatico. Barras representam a média + DP de seis repeti¢des. * p <0,05, **
p<0,01 e *** p <0,0001 para as diferentes concentragdes comparadas as células ndo tratadas (controle) e entre concentra¢des
(ANOVA de uma via, pos-teste de Tukey). (A) Série de compostos que possuem ligado ao anel aromatico grupos retiradores de
elétrons; (B) Série de compostos que possuem ligado ao anel aroméatico grupos doadores de elétrons.
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Figura 8: Liberagdo de 6xido nitrico por macréfagos infectados por L. amazonensis, apds 24 horas de tratamento com os compostos
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p<0,01 e *** p < 0,0001 para as diferentes concentragdes comparadas as células ndo tratadas e entre concentragdes (controle)
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com Cl ligado a sua extremidade (E) Série de compostos de cadeia alifatica com OH ligados a sua extremidade.
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Relatos na literatura tém demonstrado que o 6xido nitrico é um mediador
importante no combate dos macréfagos as formas amastigotas de leishmanioses
(COSTA et al, 2016). Neste trabalho foram realizados ensaios visando a obtencéo de
informacdes que pudessem indicar uma possivel associacdo da producdo de NO com a
atividade antileishmania dos compostos sintetizados.

Dos compostos com grupos retiradores de elétrons, apenas o composto 15
obteve uma diferenca significativa na producdo de NO na maior concentracdo (50
pg/mL) em relacdo a concentracdo de 25 pg/mL, porém abaixo do controle.

Dos compostos com grupos doadores de elétrons, os compostos 19 (Clse: 14,66
puM), 21 (Clso: 19,52 uM) e 24 (Clso: 16,63 pM) estdo na faixa de compostos ativos,
<20 puM. O composto 21 apresentou uma maior e significativa producdo de NO na
maior concentracdo de 50 pg/mL em relacdo a concentracdo 12,5 pg/mL.

Apesar do composto trimetoxilado 22 ter alcancado uma Clso de 1,24 puM, nédo
houve inducdo da producdo de NO que indicasse uma possivel associacdo da atividade
antileishmania com este mediador. O composto 20 (Clsg = 7,02 uM) induziu a producéo
significativa de NO na concentracdo de 50,0 pg/mL em relacéo ao controle, podendo ser
0 NO um dos responsaveis pelo seu mecanismo de acdo. JA& no composto 24 que
mostrou uma Clso de 5,69 UM, houve diferenca na producdo de NO pelos macréfagos
entre as concentrac@es de 25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 6,25 pg/mL, porém a inducdo de NO
ocorreu abaixo do controle.

Dos compostos de cadeia alifatica descritos na tabela 2, apenas o composto 29
foi ativo contra as formas amastigotas intracelulares, no entanto a inducdo da producgéo
de NO ndo superou o controle diferente dos homdlogos 25-28.

Dos compostos contendo cloro na extremidade da cadeia alifatica para os testes
em amastigostas intracelulares, o 30 (Clso = 0,69 uM), 31 (Clso = 3,16 puM), 32 (Clso =
3,78 uM) e 33 (Clsp = 4,09 pM) temos uma série com atividade antileishmania
comparavel ao padrdo de referéncia pentamidina. Os compostos 31 e 32 induziram a
producdo de NO de forma significativa na concentragdo de 50 ug/mL (p < 0,0001) em
relacdo ao controle. O composto 32 é o destaque da série na inducdo de NO, nas
concentragdes 50 pug/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL o que pode justificar sua relevante
atividade antileishmania nas formas amastigotas intracelulares.

O composto 35, ativo para formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, apresentou indugéo na producdo de NO nas concentragdes 50 pg/mL e 25

pug/mL em relacéo ao controle, sendo uma sugestao para seu mecanismo de acéo.
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Tendo em vista que, poucos compostos tiveram um aumento significativo na
inducdo da producdo de NO em relacdo ao controle, concluimos que estes farmacos
desenvolvidos possuem acdo sobre tripanotioma redutases, que séo o alvo terapéutico
dos nitroheterociclicos em geral. A tripanotiona redutase é uma enzima encontrada nos
protozoéarios flagelados como a Leishmania, o qual possui um papel fundamental no
combate ao estresse oxidativo, neutralizando espécies reativas de oxigénio e
regenerando a tripanotiona (GALARRETA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

Essa manutencdo da homeostase dentro do parasita é seu mecanismo de defesa,
podem causar efeitos toxicos através do aumento da formacao de espécies de radicalares
e danificar organelas necessarias para a sobrevivéncia do parasita (SING et al., 2016).
Sua caracteristica principal € que ndo se assemelha a glutationa redutase, responsavel
pelo sistema redox no ser humano, tornando a inibicdo dessa enzima mais seletiva.
Diversos estudos recentemente mostram o0 qudo importante é esta via 0
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos que sejam mais efetivos e com bom
perfil de seguranca no tratamento contra leishmanioses (FATIMA et al., 2016).

O mecanismo de acdo dos nitroheterociclos na tripanotiona redutase ainda nédo
esta totalmente elucidado, porém existe o consenso de que a atividade pode advir da
reducdo do grupo nitro ao grupo amino, com a formacdo de varios intermediarios
radicalares e metabolitos eletrofilicos como hidroxilaminas (MORENO et al., 1982;
KAPPUS, 1987; PATTERSON & WYLLIE, 2014). O efeito bioldgico também pode
em menor proporcdo, estar relacionado a interacdo dos compostos com alvos
especificos, sem que a reducdo do grupo nitro seja necesséaria para a atividade do
composto (TOCHER, 1997; VIODE et al., 1999).
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CONCLUSAO




6. CONCLUSAO

Os compostos nitrofuranicos testados neste trabalho demonstraram diferentes
perfis de atividade antileishmania. A série de compostos arométicos contendo grupos
doadores de elétrons foram mais potentes sobre as formas amastigotas de L.
amazonensis, destacando-se os compostos 20, 22 e 24, com valores de Clso iguais a
7,02, 1,24 e 5,69 UM, respectivamente.

Os compostos de cadeia aberta apresentaram um perfil de atividade,
relacionando a maior atividade antileishmania com um maior Log P, sendo o composto
29 o destaque desta série (Clso = 6,07 e 8,55 uM nas formas promastigotas e
amastigotas, respectivamente).

Na série homdloga contendo Cl, o composto 30, com Clsg = 3,28, e 0,69 uM
para as formas promastigotas e amastigotas, é o grande destaque. Deve-se salientar que
0 aumento da cadeia metilénica diminuiu a atividade antileishmania para as formas
amastigotas nas series 29-33. Para as formas promastigotas e amastigotas, houve uma
atividade otima para o composto 32 (Clsp = 0,88 e 3,78 uM respectivamente) que
contém trés grupos CHo.

Tendo em vista que 0s compostos mostraram baixa seletividade, ha a
necessidade desenvolver métodos de distribuicdo seletiva e também aplicar novas
modificagdes estruturais para que possamos manter ou elevar a poténcia desses
compostos e eliminar a toxicidade desses compostos, para que esses relevantes
resultados sejam também obtidos na atividade in vivo para desenvolver farmacos que

tratem de forma mais eficaz a leishmaniose.
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