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RESUMO

AVALIAC}Z\O DA ATIVIDADE DO FERAI E SUA NANOPARTICULA
FRENTE A Leishmania braziliensis.

INTRODUGAO: A leishmaniose é um grupo de doengas parasitarias que
tem como agente etioldgico o protozoario do género Leishmania. As
alternativas de tratamento para essa condicdo clinica sdo poucas e os
mais utilizados causam efeitos adversos graves, elevada toxicidade,
administracdo dolorosa, alto custo e crescente resisténcia
medicamentosa. Neste contexto, torna-se necessaria a identificagcao de
novas alternativas terapéuticas com agao leishmanicida. OBJETIVO: Este
trabalho teve como objetivo a investigagao da atividade de uma chalcona
inédita e sua nanoparticula contra Leishmania braziliensis. MATERIAIS E
METODOS: A avaliacdo da citotoxicidade em macréfagos murinos da
linhagem J774 e da viabilidade frente as formas promastigotas e
amastigotas de L. braziliensis apos o tratamento com a chalcona inédita e
sua nanoparticula foi mensurada utilizando o teste do Alamar Blue®. O
numero de macréfagos infectados e o numero de amastigotas/100 células
foi determinado por contagem direta em microscopio optico. As alteragdes
ultraestruturais em promastigotas de L. braziliensis foram avaliadas por
microscopia eletrénica de varredura. RESULTADOS E DISCUSSAO: O
FERAI foi cerca de dezoito vezes menos citotdoxico que a anfotericina B
(FERAI: CCso = 66 = 0,12 uM; anfotericina B: CCso = 3,6 £ 0,50 uM)
enquanto a NANO-FERAI foi cerca de vinte vezes menos citotoxico. Além
disso, a chalcona inibiu a proliferagédo de promastigotas e de amastigotas
de L. braziliensis (ICso = 9,75 £ 1,7 uyM; 10,13 = 0, 05 pM,
respectivamente), sendo cerca seis vezes mais seletivo para os parasitos
do que para células. O FERAI e a NANO-FERAI reduziram de forma
concentragdo dependente a porcentagem de macréfagos infectados por
L. braziliensis e 0 numero de parasitos intracelulares/macréfagos quando
comparado com o controle negativo. Alteragdes a nivel celular também
foram observadas apés o tratamento com FERAI e a NANO-FERAI como
a retracdo e abaulamento do corpo celular, formacdo de bolhas na
membrana e a desconfiguracdo do parasito. CONCLUSOES: Os
resultados sugerem a NANO-FERAI otimizou a atividade antileishmania
do FERAI, sendo potenciais candidatas a tratamentos mais seguros e
eficazes contra a leishmaniose.

Palavras-chave: Chalcona; Nanoparticula; Leishmania braziliensis;
Mecanismo de agao.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ACTIVITY OF FERAI AND ITS
NANOPARTICLE AGAINST Leishmania braziliensis

INTRODUCTION: Leishmaniasis comprises a group of parasitic diseases
caused by protozoa of the genus Leishmania. Treatment options for this
clinical condition are limited, and commonly used drugs exhibit severe
adverse effects, high toxicity, painful administration, high cost, and
increasing drug resistance. Therefore, there is a critical need to identify
new therapeutic alternatives with leishmanicidal action. OBJECTIVE: This
study aimed to investigate the activity and mechanism of action of a novel
chalcone and its nanoparticle against Leishmania braziliensis.
MATERIALS AND METHODS: Evaluation of cytotoxicity in murine
macrophages of J774 lineage and viability against promastigote and
amastigote forms of L. braziliensis following treatment with the novel
chalcone and its nanoparticle was measured using the Alamar Blue®
assay. The number of infected macrophages and the number of
amastigotes per 100 cells were determined by direct counting under
optical microscope. Ultrastructural changes in L. braziliensis
promastigotes was evaluated by transmission electron microscopy and
scanning electron microscopy. RESULTS AND DISCUSSION: FERAI
was approximately eighteen times less cytotoxic than Amphotericin B
(FERAI: CCsp = 66 M £ 0,12 uM: Amphotericin B: CCso = 3,6 uM £ 0,50
MM), while NANO-FERAI was twenty times less cytotoxic. Futhermore, the
chalcone inhibited the proliferation of L. braziliensis promastigotes and
amastigotes (ICso = 9,75 uM £ 1,7 yM; 10,13 uM £ 0,05 pM, respectively),
being about six times more selective for the parasites than cells. FERAI
and NANO-FERAI reduced, in a concentration-dependent manner, the
percentage of macrophoges infected by L. braziliensis and the number of
intracellular parasites/macrophage when compared to the negative
control. Cellular-level alterations were also observed after treatment with
FERAI and NANO-FERAI, such as cell body retraction and bulging, and
parasite disconfiguration. CONCLUSIONS: The results suggest that
NANO-FERAI optimized the antileishmanial activity of FERAI, being
potential candidates for safer and more effective treatments against
leishmaniasis.

KEYWORDS: Chalcone; Leishmania braziliensis; Mechanism of action
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1.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas zoondticas com transmissao vetorial e
ciclo de transmissdo complexo, que envolve uma pluralidade de parasitos,
reservatorios e vetores (OMS, 2021). Estima-se que cerca de 12 milhdes de
pessoas sao afetadas por esta doenca, com aproximadamente 700.000 a 1
milh&o de novos casos/ano e 350 milhdes de pessoas vivem em area de risco.
E considerada a segunda principal causa de morte por parasitos, responsavel
por aproximadamente 30.000 mortes por ano (OMS, 2020). No periodo de 2001
a 2021, um total de 1.105.545 casos de leishmaniose cutanea (LC) e mucosa
(LM) foram notificados @ OPAS, correspondendo a uma média de 52.645 casos
por ano. No mesmo periodo, foram registrados 69.665 novos casos de
leishmaniose visceral (LV), com média anual de 2.488 casos e taxa de letalidade
de cerca de 8% - considerada a mais alta quando comparada a outros
continentes (OPAS, 2021).

Este complexo de doengas é causada por protozoarios flagelados do
género Leishmania, parasito pertencente a familia Trypanosomatidae,
transmitido aos humanos pela picada das fémeas de flebotomineos do género
Lutzomyia (Gontijo; Carvalho, 2003; BATES, 2018, Brasil, 2019), cujo nome
popular é “mosquito-palha” ou “birigui’. Estdo incluidos nesse grupo a
leishmaniose cutanea (LC), a mucocutanea (LMC), a leishmaniose cuténea
difusa (LCD) e a Leishmaniose Visceral (LV). A LMC é a aquela em que lesdes
ulcerosas destrutivas surgem nas mucosas do nariz, da boca e da faringe
(Siqueira-Batista, 2020).

Os tratamentos atuais utilizados em pacientes com leishmaniose
apresentam elevada toxicidade (Lucia, 2016). Além disso, efeitos adversos como
dor abdominal, vomito, insuficiéncia hepatica, nefrotoxicidade e cardiotoxicidade
sao constantes (Hendrickx et al., 2019). Todas as terapias utilizadas atualmente
nao foram desenvolvidos inicialmente para tratamento contra a leishmaniose e
apresentam uma série de limitagbes, que incluem a aplicagdo dolorosa, a
exigéncia de administracdo prolongada e a necessidade de hospitalizacdo
(Romero & Lopez, 2017; Tiwari, 2018). Além de todos esses maleficios, esses
medicamentos possuem elevadas taxas de recidivas, resisténcia parasitaria e
custo elevado (Carvalho et al., 2021).

Este cenario demostra a urgéncia na busca de substancias ativas de facil

administragdo, com menor toxicidade e maior eficacia no combate da doenca.
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Essa perspectiva foi intensificada nos ultimos anos através diversos compostos
isolados que vém demonstrando propriedades bioativas promissoras, a exemplo
de flavonoides, alcaloides e compostos fendlicos (Sandilyan et al., 2018;
Kloostern, 2016).

As chalconas, moléculas que sao pertencentes a classe dos flavonoides,
tém despertado interesse cientifico devido ao grande numero de atividades
farmacoldgicas identificadas, como a anticancerigena, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antiparasitaria (Castano et al., 2019; Singh et al., 2019; Gao;
Huang; Xiao, 2020). Concomitante a essa promissora molécula, a utilizagdo da
nanoengenharia para aprimorar e aumentar a biocompatibilidade de compostos
tem favorecido a reducdo de diferentes efeitos adversos. E justamente na busca
destas caracteristicas que a nanotecnologia tem viabilizado o desenvolvimento
cientifico-tecnolégico, por meio do fornecimento de novos materiais funcionais
(nanoparticulas, nanofios, nanotubos) e técnicas de manipulagédo da matéria na
nanoescala. Por exemplo, bioreceptores, biomoléculas como enzimas e
anticorpos capazes de reconhecer um biomarcador de uma dada doenca, sao
entidades de dimensao nanométrica fundamentais para conferir seletividade aos

dispositivos (Furlan, 2022).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram a atividade
antileishmania de uma chalcona bromada, o FERAI (Santos, 2023; Silva et al.,
2025). No presente trabalho, investigou-se a atividade antileishmania de duas
chalconas individualmente, com intuito de comparar e evidenciar possiveis

atividades aprimoradas com a nanoengenharia aplicada ao composto.
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2. OBJETIVOS

21.

2.2

OBJETIVO GERAL
Investigar a atividade do FERAI e sua nanoparticula contra formas

promastigotas e amastigotas de Leishmania braziliensis in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a citotoxicidade dos compostos em estudo;

e Avaliar a atividade anti- L. braziliensis dos compostos em ensaios
com o parasito axénico e em ensaio de infecgdo de macrofagos de
linhagem com o parasito em testes in vitro;

e Analisar as alteragdes ultraestruturais em promastigotas de L.

braziliensis tratados com FERAI e sua nanoparticula.

15



3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1. Aspectos Epidemiolégicos

A leishmaniose é uma doenga crénica, ndo contagiosa, e com transmisséo
por vetores. E considerada uma doenca com ampla distribuicdo no mundo, e
prevalente em todos os continentes, que afeta a saude e o trabalho do individuo
acometido. Apesar da importancia clinica, ainda apresenta-se negligenciada e
demanda prevencgao, controle dos vetores e de seus reservatorios (Junior et al.,
2021). Foram identificadas 15 das 22 espécies de leishmanias patogénicas para
humanos e cerca de 54 diferentes espécies de vetores que estdo potencialmente
envolvidos na transmissdo. No periodo de 2001 a 2021, um total de 1.105.545
casos de leishmaniose cutédnea (LC) e mucosa (LM) foram notificados a OPAS,
correspondendo a uma média de 52.645 casos por ano. No mesmo periodo, foram
registrados 69.665 novos casos de leishmaniose visceral (LV), com média anual
de 2.488 casos e taxa de letalidade de cerca de 8% — considerada a mais alta
quando comparada a outros continentes (OPAS, 2021).

A LC, a forma mais comum de leishmaniose, € causada por diferentes
espécies nos hemisférios oriental (Velho Mundo) e ocidental (Novo Mundo).
Leishmania tropica, Leishmania major e Leishmania aethiopica sao os principais
agentes etiologicos da doenga no Velho Mundo. No Novo Mundo, entretanto,
destacam-se as espécies incluidas no complexo Leishmania mexicana
(Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis e Leishmania venezuelensis) ou
no subgénero Viannia (Leishmania [Viannia] braziliensis, Leishmania [Viannia]
guyanensis, Leishmania [Viannia] panamensis e Leishmania [Viannia] peruviana).
Leishmania infantum/Leishmania chagasi e Leishmania donovani sao
responsaveis pela forma visceral da condicado mérbida (CDC, 2018; Real et al;
2013; Van der Auwera; Dujardin, 2015).

A doencga esta presente em cinco dos seis continentes com casos citados
por 98 paises (Figura 1). Dados publicados pela OMS em 2022 relatam que 48
paises sao endémicos de leishmaniose visceral e 50 paises endémicos de

leishmaniose tegumentar (OMS, 2022).
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Figura 1. Incidéncia mundial das leishmanioses. (A) Leishmaniose visceral;(B) Leishmaniose
cutanea (Adaptado de OMS, 2022).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é o maior desafio
epidemiolégico nas Ameéricas em termos de volume de pacientes, sendo
endémica em 20 paises da regido. Entre os anos de 2018 e 2022, a LTA manteve
uma alta taxa de notificagéo, com aproximadamente 50.000 a 55.000 novos casos
registrados anualmente. Esta carga da doencga esta altamente concentrada, com
o Brasil, a Colémbia e o Peru notificando, em conjunto, mais de 85% do total
regional. Tendo a L. braziliensis como principal agente no Brasil, a LTA

permanece como um problema de saude publica que exige o desenvolvimento de
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farmacos mais seguros e eficazes para prevenir a progressdo para as formas

mucocutaneas destrutivas (OPAS, Boletins Epidemiol6gicos Recentes).

3.2. Ciclo de vida e manifestagoes clinicas da Leishmaniose

Protozoarios do género Leishmania apresentam dois estagios evolutivos
bem distintos (Lago et al., 2019). As formas promastigotas extracelulares,
alongada, flagelada, moével e as formas amastigotas, as quais sdo intracelulares
obrigatérias, esféricas ou ovais e com cinetoplasto localizado préoximo ao nucleo
(Figura 2) (Anversa et al., 2018; Hussaini et al., 2017).

Figura 2: Formas evolutivas da leishmania. (A) Forma promastigota; (B) Forma amastigota
(SIQUEIRA-BATISTA, 2020).

O ciclo biolégico da leishmania é heteroxeno (digenético), com dois
hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado. O hospedeiro invertebrado, a
fémea do flebotomineo, durante o repasto sanguineo em animal infectado, ingere
sangue contendo células do sistema fagocitico mononuclear com as formas

amastigotas (Figura 2B). Durante a passagem pelo intestino do vetor, ocorre a
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diferenciagcdo em promastigotas e a multiplicagdo por divisdo binaria. O processo
de metaciclogénese culmina na formag¢do das promastigotas metaciclicas, que
representam a forma infectante do parasito (Figura 2A).

Ao realizar o repasto sanguineo em hospedeiro suscetivel, o vetor infectado
podera regurgitar os promastigotas metaciclicos, os quais, por fagocitose, sao
internalizados pelas células do sistema fagocitico mononuclear, reduzem de
tamanho, perdem o flagelo e se diferenciam em mastigotas. Estes se multiplicam
até o rompimento dos macréfagos, quando podem infectar outras células ou
serem ingeridos pelo flebotomineo, viabilizando a manutencdo e o

prosseguimento do ciclo (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de vida da Leishmaniose (fonte: Centers for Disease Control and Prevention,
CDC, 2023)
A LT apresenta-se sob quatro formas clinicas bem definidas: a

leishmaniose cutanea, a leishmaniose mucosa, a leishmaniose cutanea difusa e
a leishmaniose cutédnea disseminada. Esta diversidade de apresentacdes
clinicas esta diretamente relacionada com a carga genética e o estado
imunoldgico do hospedeiro, bem como com a variabilidade antigénica e grande
capacidade de adaptagado dos parasitos (Yurdakul et al., 2005; Kaye & Scott,
2011; Goto & Lindoso, 2012). As principais espécies envolvidas na LT sao a L.
amazonensis, a L. braziliensis, a L. major, a L. mexicana, a L. tropica, a L.

panamensis e a L. guyanensis. A leishmaniose cutdnea se manifesta como
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lesdes ulceradas, de bordas elevadas, indolores e com fundo granuloso, que
acometem exclusivamente a pele, se instalando no sitio de entrada do parasito
apdés um periodo de incubagao, que pode ser de semanas a meses. Esta forma
pode desenvolver uma evolugdo metastatica que atinge as mucosas e
cartilagens, originando outra manifestagéo clinica, a leishmaniose mucosa. Esta
forma é a mais agressiva de LT, produzindo quadro de lesdes desfigurantes da
area oronasal, gerando uma tendéncia a cronicidade e significativa
refratariedade ao tratamento, além de consequéncias psicossociais (Pinheiro et
al., 2004; Costa et al., 2009). Cepas de L. braziliensis estdo 22 envolvidas em
manifestagdes de lesdes graves e de longa duragao. (Souza et al.,2000; Brasil,
2017).

Embora a Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) seja classicamente
associada a L. amazonensis, a L. braziliensis € o agente etiolégico dominante no
Brasil, sendo responsavel por um vasto espectro de apresentagdes clinicas, que
incluem a forma Disseminada (LD). A LD caracteriza-se por multiplas lesdes
acneiformes e ulceradas, resultantes da migragao do parasito, e a L. braziliensis
tem sido associada a sua ocorréncia (Teles et al., 2023). A complexidade do
tratamento se acentua nessas formas graves, onde a elevada carga parasitaria
e a ineficacia terapéutica se tornam desafios clinicos criticos (Caldas et al.,
2020).

Leishmaniose cutanea Leishmaniose mucocutanea

Leishmaniose disseminada
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Figura 4: Diferentes formas de manifestagéo clinica da leishmaniose tegumentar americana (LTA).
Leishmaniose cutanea (Figuras A e B); leishmaniose mucocutanea (Figura C); leishmaniose
disseminada (Figura D); leishmaniose difusa (Figura E). Fonte: Adaptado de ESTRATEGIA MED
(2024).

As principais espécies reconhecidas como agentes etiologicos da LV séo
a L. donovani, L. infantum, e L. chagasi. No Brasil, foram identificados parasitos
de L. infantum chagasi envolvidos em casos por todo pais. A visceralizagdo da
doenca com a disseminacao dos parasitos tem como alvo o sistema reticulo-
endotelial em varios tecidos, infiltrando-se predominantemente no baco, medula
0ssea, figado e linfonodos. A LV apresenta um perfil sistémico, de curso crénico,
grave, e de alta letalidade se nao tratada, apresenta principalmente
hepatoesplenomegalia, podendo aparecer febres irregulares de intensidade
média e de longa duragdo, acompanhada de diversas alteragdes hematoldgicas,
principalmente, anemia, leucopenia e trombocitopenia. Associado a isso, o
emagrecimento, o edema e o estado de debilidade progressiva contribuem para
agravamento dos casos e o 0bito. Apds o tratamento aparentemente eficaz de LV
causado por L. infantum chagasi, pode-se desenvolver a leishmaniose dérmica
pos-calazar, uma erupgao cutanea cronica de dificil tratamento (Desjeux, 2004;
Rey, 2010; Brasil 2014; Kaye & Scott, 2011; Mcgwire & Satoskar, 2014; Van
Griensven & Diro, 2019).

Leishmaniose visceral

Figura 5: Manifestacgao clinica da leishmaniose visceral (LV). Leishmaniose visceral (Figuras A e
B) Fonte: Adaptado de ESTRATEGIA MED (2024).
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3.3. Tratamentos disponiveis

Sao poucas as alternativas terapéuticas disponiveis para a leishmaniose,
todas relacionadas a significativa toxicidade (Carvalho, E. M. et al., 2018; Goto;
Lindoso, 2010; Pinart et al., 2020). Por esse reduzido numero de estudos de
qualidade, as recomendag¢des mais recentes de tratamento desta doenca
produzidas pela OPAS/OMS s&o ainda baseadas em evidéncias clinicas de baixa
ou muito baixa qualidade, e os Antimoniais Pentavalentes, pela maior experiéncia
acumulada, permanecem fortemente recomendados (Paho, 2022).

Os antimoniais trivalentes (Sblll) ja eram usados no Brasil em 1912 como
o primeiro tratamento eficaz para leishmaniose (Vianna, 1912; Hendrickx, et al.,
2019) sendo posteriormente substituidos pelos pentavalentes (SbV) na tentativa
de reduzir seus diversos efeitos secundarios graves. Os antimoniais
pentavalentes sdo os medicamentos de primeira escolha para todas as formas de
leishmaniose (Kato, et al., 2014). A problematica da utilizacdo dos antimoniais
pentavalentes incluem efeitos adversos graves sobre o aparelho cardiovascular,
sendo necessaria uma maior vigilancia com pacientes com idade superior a 50
anos, portadores nefropatias e hepatopatias, devido a elevacao transitoria das
transaminases hepaticas e de toxicidade. Nestes casos, a suspensdo ou a
redugao da dose torna-se necessaria (Arboleda et al., 2019; Brasil, 2017; Rath
et al., 2003; Sampaio, 2017). Mesmo sendo bem tolerado, este farmaco
apresenta efeitos indesejados, incluindo alteragdes gastrintestinal, dores
musculares difusas, enrijecimento das articulagdes, arritmias, pancreatite e
elevagdo das transaminases hepaticas (indicativo de sobrecarga e/ou lesao).
Também pode ocorrer resisténcia do parasito, seja por tratamento insuficiente ou
pelo abandono, que ocorre em funcao do dificil acesso aos servigos que realizam

o tratamento parenteral (Marques, 2021)
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Figura 6: Estrutura quimica do antimoniato de meglumina tem um atomo de estibénio (Sb)

pentavalente, também chamado de antimbnio, em sua estrutura.

22



A anfotericina B € um antimicrobiano e fungicida que interfere na
bioenergética das formas amastigotas com alta afinidade por membranas
contendo esterol. O ergosterol € o principal esteroide na membrana plasmatica
dos parasitos de Leishmania, sendo assim, anfotericina B liga-se ao ergosterol,
causando desorganizagdo da membrana, formagao de poros aquosos, alteragao
da permeabilidade, extravasamento de conteudo, desequilibrio i6nico e
consequente morte do parasito (Hamill, 2013; Kip, et al., 2018; Tiwari, et al., 2018).
E a droga de segunda escolha no tratamento, empregada quando ndo se obtém
resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade de seu uso. Os
efeitos indesejados mais frequentes sdo febres, nauseas, voOmitos,
hipopotassemia e flebite no local da infusado, e ndo esta indicada para cardiopatas,
hepatopatas e nefropatas. O custo do tratamento ¢é altissimo e requer
administracao parenteral, o que também limita o acesso e adesao ao tratamento
(Marques, 2021)

Figura 7: Estrutura quimica da anfotericina B, estrutura complexa e polar.

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), originalmente desenvolvido com
acao anti-inflamatéria e antineoplasica, pertence a classe das alquilfosfocolinas,
que sao ésteres de fosfocolina, alcoois alifaticos de cadeia longa (Kip, et al., 2018;
Tiwari, et al., 2018). O farmaco age inibindo a biossintese de fosfolipides e
esteréis na membrana celular do parasito, interferindo nas vias celulares de
sinalizagdo e na permeabilidade da membrana, causando morte celular por
apoptose em promastigotas e amastigotas de varias espécies de Leishmania
(Marques, 2021). Em 2018, a miltefosina foi incorporada para o tratamento da
leishmaniose tegumentar e visceral no Brasil pelo Ministério da Saude, sendo o

primeiro medicamento de administragdo oral licenciado para uso no ambiente
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hospitalar (Brasil, 2018). A miltefosina tem contraindicagdo absoluta a pacientes
que apresentem hipersensibilidade a substancia ativa ou a qualquer dos
excipientes; danos graves e pré-existentes da fungéo hepatica ou renal; Sindrome
de Sjogren-Larsson; problemas hereditarios raros de intolerancia a galactose,
deficiéncia de lactase ou ma absor¢do de glucose-galactase; e gravidez
(Marques, 2021)

\\ O\/\@/
O / \

Figura 8: Estrutura quimica da miltefosina com uma longa cadeia carbonica e grupo fosfato.

Os medicamentos utilizados para o tratamento sdo adquiridos de forma
centralizada pelo MS e a seguir sao distribuidos aos estados e ao Distrito Federal,
cabendo a esses a distribuicdo aos municipios (Brasil, 2022). Sao terapias de

custo muito elevado (Quadro 1), inviabilizando a ades&o de muitos pacientes.

MEDICAMENTO ANO VALOR EM INDICAGAO | FONTE
AmBITO CLINICA
AMBULATORIAL
(R$)

Antimoniato de 2018 1.025,39 Visceral e MS
Meglumina cutanea
300mg/mL

solugao injetavel
Anfotericina B 50mg | 2018 1.727,84 Visceral e MS
(Lipossomal) cuténea
Miltefosina 50 2019 2.822,13 Visceral MS
mg capsulas

Tabela 1: Valores estimados de tratamentos contra leishmaniose, segundo dados do Ministério da Saude, 2023
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Em geral, os efeitos colaterais causados por estes medicamentos, a
toxicidade, a administragcao parenteral, os regimes de tratamento prolongados, o
elevado custo e o aparecimento de resisténcia justificam a busca de drogas
alternativas mais eficazes (Fernandes, 2014; Cogo, 2018).

A elucidacao de um composto que estabele¢ca uma melhor terapia para a
leishmaniose, seja por reduzir o tempo de tratamento, os custos, os efeitos
adversos ou o surgimento de cepas resistentes, mantém-se como a principal linha

de trabalho no esfor¢o de atenuar a endemicidade dessa infeccao (Field, 2017).

3.4. Chalconas

Os produtos naturais e sintéticos sao alternativas promissoras na busca de
compostos ativos para diferentes atividades bioldgicas. O uso popular de produtos
extraidos da natureza para o tratamento de doencas, por exemplo, acompanha o
homem ao longo da sua histéria. Um terco das drogas mais utilizadas na
terapéutica em todo o mundo é derivado de produtos naturais. Segundo Costa e
Colaboradores (2004), antes da industrializagdo dos produtos farmacéuticos, a
unica fonte de recursos para o tratamento de doencgas era os produtos naturais.

As chalconas, moléculas pertencentes a classe dos flavonoides, tém
despertado interesse cientifico devido ao grande numero de atividades
farmacoldgicas identificadas, como a anticancerigena, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antiparasitaria (Castafo et al., 2019; Singh et al., 2019; Gao;
Huang; Xiao, 2020). Chalconas (1,3-difenil-2-propen-1-ona) (Figura 6) sdao um
grupo de cetonas aromaticas a-f insaturadas, sintetizadas por plantas e
indispensaveis para o funcionamento de seu metabolismo. Participa na
sinalizagdo da simbiose entre planta e microrganismo e sao conhecidas por

conceder a pigmentacao amarela das folhas (Diaz-Tielas et al., 2016)
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Figura 9: Estrutura quimica base das chalconas (Mandge, 2007).

Sob o ponto de vista da quimica medicinal, a relacao estrutura-atividade
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das chalconas permite que modificagbes ou adigdes nos seus substituintes sejam
realizadas como estratégias relevantes para reduzir a toxicidade e aumentar o
potencial biologico (Ko et al., 2003; Liu et al., 2003; Gutteridge et al., 2007). Outras
atividades biolégicas das chalconas também sdo maximizadas a partir da
modificagao sintética, seja pela diminuigdo da concentragéo inibitéria média (ICso)
ou pela maior bioafinidade que a molécula desenvolve (Sinha et al., 2019).

A primeira chalcona reportada na literatura com atividade leishmanicida foi
a licochalcona A, extraida das raizes da planta Glycyrrhiza glabra (Fabaceae),
conhecida também como alcacguz chinés. Essa substancia apresentou expressivo
efeito inibitério sobre o crescimento das formas amastigotas e promastigotas das

especies Leishmania major e Leishmania donovani (Chen, 1994).

O CH; CHj

HO CHz0O OH

Figura 10: Estrutura da Licochalcona A (TCI Chemicals, 2025)

3.5. Nanoenganharia e nanoparticulas

A nanomedicina surgiu como uma nova ferramenta para alavancar os
avancos das aplicagdes de nanomateriais na medicina tradicional. Com isso,
inumeras aplicagdes de nanomateriais para diagndstico e tratamento tém sido
descritas na literatura desde seu surgimento (Blanco, 2011). A utilizagdo de
nanomateriais em medicina faz com que as instrumentagdes e metodologias
tradicionais de analise sejam melhoradas a cada nova descoberta (Kranz, 2011).

O rapido avangco da nanomedicina esta intimamente relacionado com
algumas propriedades dos nanomateriais as quais permitem aplicagdes em
diagnosticos e terapias. Os agentes terapéuticos podem ser encapsulados,
ligados covalentemente ou adsorvidos sobre os nanomateriais, dando origem aos

chamados materiais teranodsticos que servem para terapia e diagnodstico ao
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mesmo tempo. Essas abordagens podem facilmente resolver questbes de
solubilidade e biodispersdo de muitos ativos. Nesse cenario, métodos cada vez
mais eficientes tém sido desenvolvidos para a produgdo de nanomateriais com
elevado controle dos seus parametros fisico-quimicos (Chen, 2011). Isso se deve
especialmente ao avango e ao design de nanofarmacos, que compreendem um
agente farmacéutico aprisionado em um transportador nanoescalar (por exemplo,
lipossomas, nano géis, nanoparticulas, microemulsées e micelas poliméricas),
que se tornaram o mais recente avango nano tecnoloégico para melhorar a
solubilidade, farmacocinética, perfil de liberacdo, especificidade do alvo e
seguranga dos compostos entregues (Souto, 2024)

A limitada quantidade de informacgdes acerca dos efeitos toxicos desses
nanomateriais faz com que a nanomedicina enfrente varias questdes regulatérias
em um processo complexo e dispendioso, mas necessario, independentemente
do nanomaterial ou aplicagao (Cancino, 2013). Para isso, metodologias analiticas
e bioldgicas classicas estdo sendo adaptadas para investigagdes toxicoldgicas
entre nanomateriais e sistemas biolégicos. Dentre elas estdo a citometria de fluxo,
proliferacdo celular, fragmentacdo do DNA, ciclo celular, histologia,

biodisponibilidade e biodispersao (Kim, 2008).
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Figura 11: Diferentes tipos de nanoparticulas (Fonte: adaptado de IBAP cursos)

3.6. Relagao estrutura-atividade de chalconas

Uma molécula ativa e com eficacia elevada é reflexo das interagdes
responsaveis pelo reconhecimento molecular do farmaco pelo biorreceptor
(farmacodinamica) e biodisponibilidade, resultado de fatores responsaveis pela
absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo do farmaco (farmacocinética),
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além de apresentar baixa toxicidade (Barreiro, 2001). Os estudos de correlagéo
estrutura e atividade, fundamentados no efeito do substituinte em um determinado
anel aromatico, sdo muito comuns na quimica medicinal, uma vez que mais de
50% dos farmacos ou compostos bioativos possuem este tipo de anel (Calixto,
2001). As substituicdes feitas em moléculas previamente conhecidas podem
modificar diferentes propriedades fisico quimicas da molécula, como a
hidrofobicidade e conformagao estrutural, a fim de aprimorar os efeitos biolégicos
do composto.

As chalconas apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas, as
quais variam conforme os diferentes substituintes nas moléculas, e sdo alvo de
varios estudos de isolamento, identificagédo e investigacdo de suas propriedades.
As atividades antioxidantes, bem como as propriedades citotdxicas dos
flavondides, sao influenciadas pelo seu grau de pureza, pela posi¢ao dos
substituintes e pela quantidade de hidroxilas (Schroeter et al., 2002).

Desta forma, muitas chalconas e seus analogos sintéticos tém
demonstrado a capacidade de inibir a sintese de 6xido nitrico (NO) e
prostaglandinas (PG), que sao produtos das vias 6xido nitrico sintetase (NOS) e
cicloxigenase (COX), sendo as principais vias pré-inflamatérias. Assim,
compostos que atuam nessas vias se constituem promissores para o
desenvolvimento de farmacos antinflamatérios e antinociceptivos (Ahmad et al,
2006). As propriedades antioxidantes das chalconas sao bastante influenciadas
pela presenca de dois grupos arila e seus padrbes de substituicdo, sendo o
grupamento hidroxila um dos grupos-chave para aumentar a atividade
antioxidante devido a sua facil conversao ao radical fenoxi através do mecanismo

de transferéncia de hidrogénio (Shenvi, 2013).
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ANEL A
Chalcona
R,=H
1.R,=CH,
2.R,=0H
3.R,=NO,
4. R, =0CH,
5.R,=ClI

R1

ANEL B
Chalcona

R,=H

6. R, =CH,
7.R, = OH

8. R, =NO,

9. R, = OCH,

10. R, =Cl

Figura 12: Chalcona e seus respectivos derivados p-substituidos (Fonte: Santos, 2019)

Nesse contexto, a exploracido da variabilidade estrutural das chalconas,

buscando otimizar sua atividade antileishmania e, ao mesmo tempo, a aplicar uma

nova tecnologia com resultados positivos ja relatados, torna-se uma candidata a

aprimorar o cenario terapéutico atual para essa condigao clinica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Moléculas

Chalconas, pertencentes a classe dos flavonoides, foram preparadas
utilizando métodos validados por pesquisadores do grupo liderado pelo Prof.
Hemerson lury Ferreira Magalhaes, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
Estas moléculas foram gentimente cedidas para avaliagdo da atividade
antiparasitaria pelo nosso grupo de pesquisa. A anfotericina B (Cristalia, Séo
Paulo, SP, Brasil) e a violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) seréo
utilizadas como controle positivo nos testes antiparasitarios. A chalcona avaliada
sera a (E)-1-benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(3-bromo-4-etoxi-5-metoxifenil)prop-2-en-
1-ona, também chamada de FERAI (Leite, 2024).
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Figura 13: Estrutura quimica do FERAI (Leite, 2024)

4.2. Formulagdes de nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas sélidas foram produzidas por método de ultra-
sonicacao (Malik et al., 2014), essa técnica permite a formacao de particulas de
aproximadamente 30-180 nm com baixa tensdo de cisalhamento (Ganesan;

Narayanasamy, 2017).

4.3. Células

Os macroéfagos de linhagem J774 foram mantidos em meio de cultura
celular meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Life Technologies - GIBCO),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF; Gibco, Thermo Fisher
Scientific, SP, Brasil) e 50 yg/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO,

Brasil) e incubadas na estufa a 37°C e 5% de CO,.
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4.4. Parasitos

Promastigotas de L. braziliensis foram cultivadas em meio de Schneider
(Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos), suplementado com 10% de
SFB (Gibco) e 50 uyg/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, Brasil), sendo

incubadas a 26 °C. A densidade dos parasitos foi monitorada diariamente por

cinco dias consecutivos, utilizando uma camara de Neubauer. Ao atingirem a fase
estacionaria de crescimento, novas passagens in vitro foram realizadas para

manutenc¢ao da cultura.

4.5. Ensaio de viabilidade celular para avaliagdo da atividade

antiparasitaria

Promastigotas de L. braziliensis (1x108 por pogo) foram cultivadas em placa
de 96 pogos em meio Schneider (Sigma) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (FBS; GIBCO, Life Technologies - GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD) e 50 pg/
mL de gentamicina (Novafarma) e submetidas ao tratamento com cinco diferentes
concentracdes dos compostos em estudo. Os parasitos foram incubados por 72
horas a 26°C. Em seguida, 20 uL/pog¢o de AlamarBlue (Invitrogen) foi adicionado
durante 6 horas. A leitura foi realizada no espectrofotdbmetro (leitor de microplaca,
Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, California, EUA) nos
comprimentos de onda de 540 e 600 nm. O percentual de inibicdo da cultura
axénica foi determinado baseado no controle n&o tratado e na violeta de genciana
(Synth, Brasil).

4.6. Teste de citotoxicidade sobre macrofagos in vitro

Para a avaliagao da atividade dos compostos foram utilizados macréfagos
de linhagem tumoral J774, incubados em placas de 96 pogos (1x10* células/pogo)
em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,; Life Technologies - GIBCO),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SIGMA) e 50 ug/mL de gentamicina
(Life) e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Os compostos foram
testados em séries de cinco concentragdes, em ftriplicatas, incubados por 72
horas. Posteriormente, foram adicionados 20 pL/pogo de AlamarBlue (Invitrogen,
Carlsbad, CA) durante 6 horas. A leitura no espectrofotbmetro (leitor de
microplaca, Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, California, EUA) foi
realizada a 540 e 600 nm. Os resultados foram expressos através dos valores da
concentracgao citotoxica de 50% para as células (CCsp). Como controle positivo foi
utilizada a anfotericina B (Cristalia) violeta de genciana (Synth).
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4.7. Determinacéo do indice de Seletividade

O indice de seletividade foi calculado pela razao entre valor de CCsp obtido
em macréfagos e o valor de Clsp obtido em promastigotas tratados com as
moléculas em estudo. O indice de seletividade é utilizado para determinar o
guanto a molécula testada é mais ativa contra a leishmania do que tdxica para o
macrofago, indicando maior seletividade para o parasito e, ao mesmo tempo, sem
causar danos para a viabilidade das células de mamiferos. O indice de

seletividade deve ser superior a um (>1).

4.8. Infeccao com macroéfagos J774 e Leishmania braziliensis in vitro

5 x 10° macréfagos J774 foram cultivados em placas de 24 pogos, com
laminulas redondas adicionadas previamente aos pocos, e infectados com L.
braziliensis em fase estacionaria, na razdo de 10 parasitos por macréfago.
Diferentes concentragbes dos compostos em teste (50 uM, 25 pM, 12,25 uM,
6,125 uM), foram adicionadas aos pogos apos lavagem de cada pogo com meio
DMEM. A anfotericina B foi utilizada como controle positivo na concentragao de 5
MM, previamente padronizada para infeccdo. Apds 24 horas, as células foram
fixadas em metanol e coradas por giemsa (Dinamica, Quimica Contemporanea
Ltda, SP, Brasil). A porcentagem de macréfagos infectados e o numero de
amastigotas por macréfagos foram determinados pela contagem de 100 células/

poco e os resultados analisados estatisticamente.

4.9. Microscopia Eletrénica de Varredura

Promastigotas de L braziliensis (1x107) foram tratadas com duas
concentragdes a partir dos valores de I1Cso (5 € 10 pM) dos compostos por 48h a
26°C. Os parasitos foram fixados em solugédo de glutaraldeido 2% e tampao
cacodilato de sédio 0,1M por 2h em temperatura ambiente. Apds fixagao, as
amostras foram marcadas com solugao contendo tetroxido de ésmio 1% em
tampao cacodilato de sédio 0,1M por 1h em temperatura ambiente. Os parasitos
foram colocados em suporte de laminulas de vidro com poly-L-lysina 0,01%,
desidratados com série de etanol (30 a 100%) e submetidos ao ponto critico
(substituicao do etanol por CO2) LEICA CPD 030. Em seguida, as amostras foram
metalizadas com ouro e observado no microscopio eletrénico de varredura JEOL
JSM-6390LV.
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4.10. Analise estatistica
O teste one-way ANOVA e os testes de comparagdes multiplas de Kruskal-
Wallis e Bonferroni foram utilizados para determinar a significancia estatistica das
comparagoes entre os grupos nos estudos. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando o valor de p < 0,05. Todas as analises
foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism verséo 9 (GraphPad

Software).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade citotéoxica do FERAI e sua forma nanoparticulada

Inicialmente, a citotoxicidade dos compostos foi avaliada. A anfotericina B
demonstrou elevada citotoxicidade (CCso = 3,6£0,50 yM), bem como a violeta de
genciana, um controle ja conhecido para toxicidade celular (CCso = 0,6+0,01 pM).
Em contrapartida, o FERAI e a NANO-FERAI apresentaram valores superiores a
50 uM (CCso = 662012, CCs0 = 70,9914,48, respectivamente) (Tabela 1). Estudos
anteriores que mensuraram a citotoxicidade de derivados de chalconas também
demonstraram que esses compostos apresentam baixa toxicidade, sugerindo que
grupos funcionais como grupo hidroxila no anel A, contribuiu de maneira decisiva
tanto para atividade antioxidante como para atividade anti-inflamataéria (Leite et al,
2023; Silva, 2023; Prabhakar et al, 2016; Cheng, 2001)

Os resultados obtidos demonstram a relevancia da pesquisa por novos
farmacos com tecnologias inovadoras que consigam maior atividade que os
farmacos convencionais. A anfotericina B, mesmo apresentando eficacia, é
amplamente conhecido por ter elevada toxicidade e exigir regimes de internagao
hospitalar para monitoramento intensivo, elevando os custos e a debilitacdo dos

pacientes (Brasil, 2017).

COMPOSTO CCso = D.P. Promastigotas IS Amastigotas IS
M J774 / ICs0 +DP (uM) ICs0 £DP (uM)
MM
FERAI 661012 14,08+0,5 4,68 9,75+1,7 6,8
NANO-FERAI 70,99+4,48 12,25+0,12 5,8 ND ND
ANFOTERICINA B 3,60,50 0,32+0,004 11,2 0,7+0,01 5,1
VG 0,6+0,01 0,5+0,01 ND ND ND

Tabela 2: Tabela de CC50, IC50 e IS dos testes realizados utilizando o FERAI e a NANO-FERAI frente a L.
braziliensis. VG= Violeta de Genciana; CCso= concentracao citotéxica de 50%; ICso= concentragao inibitéria de 50%;
IS= indice de seletividade. Valores calculados a partir de dois experimentos independentes.

5.2. Atividade antiparasitaria do FERAI e sua forma nanoparticulada

A NANO-FERAI apresentou um ICso de 12,251£0,12 yM, o que representa
um aumento na atividade contra formas promastigotas de 1,15 vezes maior que o
FERAI (14,08+0,5 uM). Anfotericina B e a violeta de genciana, farmacos ja

conhecidos, exibiu um ICs, significativamente menor (ICso de 0,32 yM e 0,5 uM,



respectivamente). O IC;, para formas amastigotas do parasito, sua forma
clinicamente relevante, também foi mensurado. O FERAI apresentou o IC5, de
9,75+1,7 yM, e a anfotericina B um ICso de 0,7+0,01 pM. Dessa forma, ambas as
chalconas demonstraram atividade contra o parasito, inibindo a proliferacdo das
formas promastigotas e intracelulares, mantendo a baixa citotoxicidade.

O indice de seletividade (IS = CC;0/ICso) € um resultado crucial para
compreender o potencial terapéutico, uma vez que esse é o parametro que avalia
0 quéo seletivo o farmaco € para o parasito em comparacédo com a toxicidade com
a ceélula hospedeira. Nesse estudo, o FERAI (IS = 4,68) e a NANO-FERAI (IS =
5,8) apresentaram seletividade consideravel ao parasito, mesmo que a
anfotericina B tenha apresentado um valor superior (IS = 11,2). Com base em
outros estudos, a obtengdo de um IS acima de 4 em ensaios in vitro ja é
considerado um critério de triagem valido para novos candidatos terapéuticos
antileishmania (Azzuz et al., 2023). Em adigéo, o FERAI demonstrou um IS de 6,8
para as formas amastigotas, sendo mais seletivo que aanfotericina B (1S=5,1),
indicando que o composto organico em teste possui uma margem de seguranga
1,13 vezes maior para a célula do hospedeiro em comparacdo com o farmaco de
referéncia.

Mesmo que o IS para a NANO-FERAI contra amastigotas néo tenha sido
determinada (ND), a partir do que foi observado contra as formas promastigotas
sugere-se que a nanoformulagdo mantera ou até mesmo vai otimizar esse perfil,
uma vez que pesquisas recentes em nanoengenharia tem demonstrado que a
formulacdo em nanoparticulas eleva o IS de novos compostos contra amastigotas
intracelulares, sendo uma das principais vantagens para a utilizagédo dessa
tecnologia (Monteiro et al, 2023; Ferreira, 2020). O aumento do potencial
antileishmania pode ser atribuido a seletividade que a nanoengenharia
proporciona, um mecanismo chamado drug targeting, permitindo a entrega
concentrada do farmaco diretamente no sitio de infecgao, o vacuolo parasitéforo,
resultando na potencializacdo do efeito terapéutico com doses menores (Silva
Junior et al., 2022; Ferreira, 2020).
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5.3. A FERAI e sua forma nanoparticulada é eficaz contra a infec¢cao da

Leishmania braziliensis.

A atividade do FERAI e sua forma nanoparticulada contra as formas
intracelulares do parasito foi investigada em macrofagos infectados. Ambos os
compostos reduziram significativamente a porcentagem de macréfagos infectados
e 0 numero de amastigotas por 100 macréfagos apresentando efeitos similares a
anfotericina B.

A NANO-FERAI apresentou resultados de forma concentragao-
dependente, em que na concentragdo mais elevada (25 uM) houve uma redugao
estatisticamente significante do numero de macréfagos infectados (p < 0,001), e
manteve uma eficacia acentuada na sua concentracdo mais reduzida (6,25 yM).
O FERAI também apresentou atividade, especialmente na concentracédo de 12,5
MM. Ambas as chalconas demonstraram resultados significantes em comparagao
com o farmaco de referéncia, a anfotericina B.

Estudos de relagao entre estrutura e atividade sugerem que a posi¢céao e o
numero de grupos hidroxila na estrutura da chalcona sao determinantes para sua
interacdo molecular com alvos especificos, sendo fundamentais para a eficacia
de certas atividades, como a atividade antileishmania ou a inibicdo da
superproducgao de 6xido nitrico. O FERAI e sua forma nanoparticulada possui a
adicao do bromo, o que provavelmente otimizou seus efeitos antileishmania. A
literatura ja relaciona as substancias sintéticas bromadas com potencial bioativo
e aumento da poténcia de agentes terapéuticos, embora os mecanismos que
expliguem esses resultados ainda nao estejam totalmente elucidados. Diversas
possibilidades sdo sugeridas como a elevacgao da lipofilicidade e permeabilidade
através das membranas bioldégicas ou aumento da meia vida (Jitareanu et al.,
2018).
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Figura 14: Efeito do FERAI e sua forma nanoparticulada na infeccao de macrofagos por L.
braziliensis. Avaliagdo do percentual de macroéfagos infectados e do nimero de amastigotas por
100 macréfagos apoés tratamento com diferentes concentragcdes das chalconas NANO-FERAI (A
e B) e FERAI (C e D) por 24 horas. A anfotericina B (AB - 3 uM) foi utilizada como controle positivo
e os macroéfagos infectados e nao tratados como controle negativo (C -). *p < 0,05 referente ao
teste one-way ANOVA.

5.4. Alteragoes ultraestruturais no parasito apds tratamento com FERAI e

sua forma nanoparticulada

A analise ultraestrutural por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi
usada para avaliar a morfologia de promastigotas L. braziliensis tratados ou néo
com FERAI e a sua forma nanoparticulada. Os promastigotas nao tratados
mantinham a morfologia tipica da promastigota com corpo celular de forma
alongada e fusiforme, contornos lisos e integridade estrutural, sugerindo sua
motilidade normal (Figuras A e D). Parasitos tratados por 48 h com FERAI e
NANO-FERAI a 5 uyM apresentaram alteracbes morfologicas, como perda da
forma alongada, abaulamento e retracdo do corpo celular (Figuras B e E,
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respectivamente). Promastigotas tratados com FERAI a 10 uM apresentam lise
da membrana plasmatica, extravasamento de conteudo e surgimento de bolhas
(Figuras C e F). O FERAI e a NANO-FERAI, portanto, induzem a severas
alteragcdes morfolégicas que danificam a forma infectante do parasito,
confirmando o resultado observado no ICsg apresentado neste trabalho.

Santos et al (2023) investigaram alteragdes ultraestruturais e morfolégicas
em promastigotas de L. braziliensis apos tratamento chalconas sintéticas. Os
autores observaram a perda da morfologia celular com encolhimento e
deformagdo do corpo celular, bem como a desorganizagdo completa do

citoplasma, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

X600  2um : 2m FIOCRUZ 2m FIOCRUZ

Figura 15: Alteracbes ultraestruturais em promastigotas de L. braziliensis apds o tratamento com
o FERAI e NANO-FERAI por microscopia eletronica de varredura; Promastigotas de L. braziliensis
nao tratados (A e D), tratados com 5 yM e com 10 uM da NANO-FERAI (B e C, respectivamente)
e do FERAI (E e F, respectivamente).



6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos sugerem que o FERAI e NANO-FERAI ndo séo citotoxicos e
possuem atividade antileishmania em promastigotas e em macrofagos infectados,
sugerindo o seu potencial como candidatas a tratamentos mais seguros e eficazes
contra a leishmaniose.
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