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RESUMO 

A leishmaniose cutânea (LC) é a manifestação clínica mais comum da leishmaniose, 

com consequências sociais, econômicas e psicológicas, afetando cerca de 1,5 milhão de pessoas 

anualmente. Os tratamentos atuais, com os antimoniais pentavalentes inicialmente e em caso 

de ineficácia do primeiro, a pentamidina e anfotericina B lipossomal, apresentam diversos 

efeitos adversos como alta toxicidade. Assim, a necessidade de novos agentes para tratar a LC 

é proeminente. Neste trabalho, descrevemos a atividade biológica de 5 novos análogos de cloro-

isoxazol inspirados na estrutura de neolignanas tetraidrofurânicas veraguensina, grandisina e 

machilina G, sendo eles 4a, 4c, 4i, 4g e 4e. Experimentos in vitro avaliaram a atividade 

antileishmania contra formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis; e citotoxicidade 

com macrófagos peritoneais infectados com L. amazonensis. Os resultados mostraram que 4e 

foi ativo contra amastigotas com valor de IC50 semelhante ao controle tratado com anfotericina 

(IC50= 2,2 ± 0,4 µM e IC50= 2,0 ± 0,1, respectivamente) e com índice de seletividade para 

amastigotas de 22,7, superior aos medicamentos de referência testados. 

 

 

Palavras-chave: amastigotas; L.amazonensis; macrófagos peritoneais, núcleo isoxazol. 

  



 

ABSTRACT 

 

Cutaneous leishmaniasis (CL) is the most common clinical manifestation of 

leishmaniasis, with social, economic, and psychological consequences, affecting approximately 

1.5 million people annually. Current treatments, initially with pentavalent antimonials and, in 

case of first-line treatment inefficacy, pentamidine and liposomal amphotericin B, exhibit 

several adverse effects, such as high toxicity. Therefore, the need for new agents to treat CL is 

prominent. In this study, we describe the biological activity of five new chloro-isoxazole 

analogs inspired by the structure of tetrahydrofuran neolignans veraguensin, grandisin, and 

machilin G, namely 4a, 4c, 4i, 4g, and 4e. In vitro experiments assessed the anti-leishmania 

activity against intracellular amastigote forms of L. amazonensis and cytotoxicity with 

peritoneal macrophages infected with L. amazonensis. The results showed that 4e was active 

against amastigotes with an IC50 value similar to the control treated with amphotericin (IC50 = 

2.2 ± 0.4 µM and IC50 = 2.0 ± 0.1, respectively) and with a selectivity index for amastigotes of 

22.7, higher than the tested reference drugs. 

 

Keywords: amastigotes; L. amazonensis; peritoneal macrophages; isoxazole nucleus. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose é uma doença negligenciada causada por protozoários parasitas do 

gênero Leishmania. As principais manifestações clínicas são as formas cutânea, mucocutânea 

e visceral. A leishmaniose cutânea afeta aproximadamente 1 milhão de pessoas em todo o 

mundo1. Nas Américas, as principais espécies responsáveis por causar a doença são: L. 

amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, and L. guyanensis.2,3 

Os antimoniais pentavalentes são os medicamentos de primeira linha utilizados no 

tratamento. Medicamentos de segunda linha (anfotericina B e sua formulação lipossomal, 

pentamidina, paromomicina e miltefosina) são outras opções para diferentes esquemas 

terapêuticos.1 Portanto, a farmacoterapia da leishmaniose apresenta diversas limitações, como 

efeitos adversos, toxicidade e resistência do parasita.4 Nesse contexto, pesquisas visando 

encontrar novos compostos bioativos são consideradas relevantes e necessárias. 

Os compostos sintéticos podem desempenhar um papel relevante quando combinados 

com a abordagem fenotípica, que é uma estratégia de descoberta de medicamentos que fornece 

informações pré-clínicas in vitro por meio da triagem biológica de bibliotecas de compostos.5,6 

Consequentemente, os dados dos ensaios biológicos fornecem informações para investigar a 

relação estrutura-atividade (SAR) dos compostos e impulsionar o processo de design de 

medicamentos de um sucesso para otimizar a liderança.7–9 

A construção de bibliotecas de compostos para descoberta de medicamentos considera 

os produtos naturais como estruturas privilegiadas inspiradoras para novas modificações devido 

às suas diversas atividades biológicas.10 Neste contexto, a estrutura apresentada em neolignanas 

veraguensina 1a, grandisina 1b e machilina G 1c (figura 1) pode fornecer uma biblioteca de 

compostos com potencial antileishmania, uma vez que foi relatado anteriormente que essas 

neolignanas exibem essa atividade.11 

 

 

 

Figura 1. Estruturas das neolignanas tetrahidrofurânicas veraguensina 1, grandisina 2 e machilina G 3. 
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Além disso, o núcleo heterocíclico é amplamente utilizado no pipeline design de   

fármacos 12 e estudos anteriores mostraram a substituição bioisostérica bem-sucedida entre 

núcleos de tetrahidrofurano, triazol e isoxazol.13–17 Nosso grupo de pesquisa conduziu estudos 

SAR que revelaram derivados de triazol 2 e isoxazol 3 substituídos por grupo trimetoxila 

foi mais ativo contra formas amastigotas de L. Amazonensis. 

Os estudos SAR também demonstraram diferenças na potência entre isômeros 

posicionais, como 2c e 2d (análogos de trizol) e 3c e 3d (análogos de isoxazol).13–16 O análogo 

de isoxazol mais ativo à base de neolignana 3c (IC50= 0,4 µM) mostrou efeito terapêutico de 

98,5% em camundongos induzidos com leishmaniose cutânea experimental, de forma 

semelhante ao medicamento de referência glucantime (figura 2)18 . 

 

 

 

 

Figura 2. Atividade antileishmanial de 1,2,3-triazóis e isoxazóis inspirados nas neolignana tetrahidrofuânicas 

 

 

Durante o processo de síntese de isoxazóis tipo 3, nosso grupo de pesquisa obteve por 

acaso quatro subprodutos cloro substituídos 4 em proporção menor (15-19%), que despertaram 

nossa curiosidade quanto à sua potencial aplicação biológica antileishamnia (Figura 3). 

Nosso interesse em derivados substituídos por cloro é justificado pela combinação de 

características desejáveis desse halogênio em “drug design”. Além da otimização 

farmacocinética, como melhoria da estabilidade metabólica e melhoria da permeabilidade da 
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membrana através da melhoria da lipofilicidade, as estruturas contendo cloro também podem 

aumentar a potência em alguns casos.19-21 O volume espacial pode levar ao fácil acesso a bolsas 

de ligação mais profundas no alvo molecular (bolsas hidrofóbicas), resultando em aumento de 

forças de interação resultando em compostos mais potentes.22 

Além disso, o átomo de cloro combina a propriedade de aceitar ligações de hidrogênio 

e sua característica única conhecida como ligação de halogênio, que é a capacidade de interagir 

com átomos ricos em elétrons com pares solitários de elétrons e sistemas π ricos em elétrons.23 

O átomo de cloro também exibe as propriedades dos átomos de flúor (retirada de elétrons e 

estabilidade metabólica), de substituintes metila (lipofilicidade, interações de Van der Waals e, 

efeitos estéricos) e átomo de bromo (ligação de halogênio), mas com a vantagem adicional de 

ter um peso molecular mais baixo que este último.24 

Figure 3.. Análogos de isoxazol e cloro-isoxazol 

 

Assim, devido a necessidade urgente de descobrir opções terapêuticas novas e mais 

seguras para tratar a leishmaniose, e encorajados pelos resultados obtidos os análogos análogos 

de heterociclos em nossa jornada de descoberta de medicamentos, decidimos expandir o 

número de análogos de cloro-isoxazois inspirado nas neolignanas veraguensina 1a, grandisina 

1b e machilina G 1c que foram previamente obtidas por acaso e investigar a atividade 

antileishmania in vitro desses novos análogos de do tipo 4 contra L. amazonensis (Figura 4). 

Figura 4. Descoberta de drogas de agentes antileishmania à base de neolignanas: estrutura de tetrahidrofurano 

neolignanas 1a-c, estrutura de derivados de triazol 2, estrutura de derivados de isoxazol 3 e estrutura de derivados 

de cloro-isoxazol 4. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a atividade biológica in vitro dos 5 análogos isoxazólicos: 4a, 4c, 4i, 4g, e 4e. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Avaliar a atividade biológica in vitro dos 5 compostos isoxazólicos clorados contra as 

formas amastigotas intracelulares do parasita Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa 

IFLA/BR/1967/PH8), utilizando os parâmetros de Concentração Mínima Inibitória 50% ( IC50), 

Índice de Seletividade ( IS) e Concentração Citotóxica 50% (CC50). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Síntese dos análogos isoxazólicos cloro-substituídos 4 

Os análogos isoxazólicos cloro-substituído 4 foram sintetizados e purificados no 

Laboratório de Química Farmacêutica (LASQUIM) da UFMS através de metodologias 

descritas na literatura. A caracterização e confirmação da estrutura química foi realizada por 

Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (1H), Carbono (13C) e Espectrometria de 

Massas de Alta Resolução (HRMS). A pureza foi determinada por HPLC e todos os análogos 

apresentaram pureza > 95%. 

 

3.2 Ensaios in vitro de atividade antileishmania contra formas amastigotas de L. 

amazonensis 

 

3.2.1 Camundongos 

Camundongos fêmeas BALB/c (com idade de 6 a 8 semanas, aproximadamente 30 g 

cada) foram obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 

(UFMS, Campo Grande-MS, Brasil). Os animais foram mantidos em mini-isoladores acoplados 

a uma estante ventilada (Alesco), em condições específicas livres de patógenos, a 25 °C±1 °C, 

com ciclos de luz/escuro de 12 horas, e com acesso livre a alimento (Nuvital) e água. Este 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (número de protocolo 1.071/2019) e segue as 

condições e procedimentos experimentais necessários. 

 

3.2.2 Parasitas 

Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa IFLA/BR/1967/PH8) foi rotineiramente 

isolada das lesões de camundongos BALB/c infectados e mantida in vitro na forma de 

promastigotas a 26 °C em meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich) suplementado com 20% 

de soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS, Sigma-Aldrich), 10.000 U/ml de penicilina 

(Sigma-Aldrich) e 10 mg/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich), com um máximo de vinte 

passagens em cultura. Parasitas na fase de crescimento estacionária foram usados para realizar 

o ensaio antiamastigota in vitro. Além disso, as formas amastigotas intracelulares foram 

obtidas infectando uma cultura de macrófagos peritoneais murinos com as formas 

promastigotas. 

Fonte: Pan American Health Organization. Manual of procedures for leishmaniases surveillance and control in 

the Americas. Washington, D.C.: PAHO; 2019 
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Figura 5. Formas evolutivas do L. amazonensis, em que 

a. Formas promastigotas de Leishmania amazonensis 

b. Formas amastigotas de Leishmania amazonensis 

 

 

3.2.3 Macrófagos peritoneais 

Após a eutanasia dos animais, os macrófagos peritoneais foram obtidos de acordo com 

os critérios do conselho de ética animal. Dez mililitros de meio RPMI 1640 gelado (Sigma-

Aldrich), suplementado com 10.000 U/ml de penicilina (Sigma-Aldrich) e 10 mg/ml de 

estreptomicina (Sigma-Aldrich), foram injetados na cavidade peritoneal. Após uma massagem 

na área abdominal, os macrófagos peritoneais foram liberados. Em seguida, o líquido peritoneal 

foi aspirado e transferido para um frasco Erlenmeyer mantido sobre gelo, evitando que as 

células aderissem às superfícies. As células foram quantificadas usando uma câmara de 

Neubauer após exclusão celular com coloração de azul de tripano (Sigma-Aldrich) 13. 

 

3.2.4 Tratamento de macrófagos infectados 

Macrófagos peritoneais (1×106 células/poço) em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 1% de soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich) foram adicionados a placas 

de 24 poços contendo lamínulas de vidro redondas (13 mm) no fundo, em seis repetições. As 

placas foram incubadas por uma hora a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2 para aderência, 

a qual foi confirmada usando um microscópio invertido. Em seguida, os poços foram lavados 

duas vezes com solução salina tamponada com fosfato (PBS, Sigma-Aldrich). Após isso, os 

macrófagos aderentes foram infectados com formas promastigotas de L. amazonensis na fase 

estacionária de crescimento (4×106 parasitas/ml) e incubados a 35 °C/5% CO2. Em seguida, os 

parasitas livres foram removidos por lavagem com PBS duas vezes (Sigma-Aldrich). Após 

quatro horas, as células infectadas foram tratadas por 24 horas com análogos sintéticos de cloro-

isoxazol 4a, 4c, 4i, 4g e 4e (6,25 - 12,5 - 25 - 50 μg/ml). Pentamidina e anfotericina B (Sigma-
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Aldrich; 6,25 - 12,5 - 25 - 50 μg/ml) foram usados como medicamentos de referência. Células 

não tratadas foram usadas como controle negativo. Após o tratamento, o sobrenadante foi 

removido e as células foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich) duas vezes, fixadas com solução 

de Bouin (Sigma-Aldrich), lavadas com etanol a 70% e coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich) 

diluída na proporção de 1:10 em água destilada. As lamínulas foram removidas e lavadas em 

um sistema de desidratação com acetona a 100% (Sigma-Aldrich); 70% de acetona e 30% 

de xileno (Sigma-Aldrich); 50% de acetona e 50% de xileno (Sigma-Aldrich); 30% de 

acetona e 70% de xileno (Sigma-Aldrich); 100% de xileno (Sigma-Aldrich). O número total 

de amastigotas foi determinado contando 200 células por lamínula em seis repetições, em um 

microscópio óptico. O valor da concentração inibitória de cinquenta por cento (IC50) foi 

calculado usando uma curva de regressão não linear com o software GraphPad Prism 8.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O esquema geral da do ensaio foi elucidado no 

fluxograma abaixo (Esquema 1). 

 

Esquema 1. Fluxograma geral do ensaio de IC50 

 

 

3.2.5 Citotoxicidade in vitro em macrófagos peritoneais 

Macrófagos peritoneais BALB/c (1×106 células/poço) em meio RPMI 1640 (Sigma-

Aldrich) suplementado com 1% de soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich) foram adicionados 

a placas de 96 poços em cinco repetições, após a quantificação em câmara de Neubauer. As 
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placas foram incubadas por 24 horas a 36 °C em uma atmosfera de 5% de CO2 para aderência, 

o que foi confirmado usando um microscópio invertido. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado. Após isso, os macrófagos aderentes foram tratados com os análogos de cloro-

isoxazol por método de diluição em série (250,0 µg/ml – 3,9 µg/ml) e incubados a 35 °C/5% 

CO2 por 48 horas. A viabilidade foi analisada pelo método MTT. Doxorrubicina (Sigma-

Aldrich) foi usado como controle de morte em concentrações de 250-3,9 µg/ml; DMSO 

(Sigma-Aldrich) foi usado como controle negativo na concentração necessária para solubilizar 

a maior concentração das amostras de teste e não interferiu na viabilidade celular, e anfotericina 

B (250,0 µg/ml – 3,9 µg/ml) foi usado como droga antileishmaniose de referência. A 

concentração que inibiu 50% do crescimento celular (CC50) foi calculada usando uma regressão 

sigmoidal da curva dose-resposta com o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, EUA). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Investigação pré-clínica antileishmania in vitro 

A atividade de novos derivados de cloro-isoxazol foi testada in vitro contra formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. A citotoxicidade foi avaliada 

em macrófagos peritoneais BALB/c para determinar o índice de seletividade dos análogos do 

cloro-isoxazol (Tabela 1). 

 

 

 

Figura 6. Procedimento geral para a síntese de análogos de cloro-isoxazol 4. 
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50 

 
 

Compostos CC a L. amazonensis SIe 

 
 amastigotas intracelulares 

   IC50 (µM±SD)d 

 

4ª 9.6 ± 1.2 10.9 ± 0.06 0.8 

4c 26.7 ± 3.8 31.7 ± 0.4 0.8 

4e 50.1 ± 1.2 2.2 ± 0.4 22.7 

4g 7.0 ± 1.5 21.8 ± 0.2 0.3 

4i 28.0 ± 2.5 19.3 ± 0.1 1.5 

 

 

Pentamidinef 23.2 ± 0.3 16.3 ± 0.2 1.4 

AmBg 12.8 ± 0.7 2.0 ± 0.1 6.4 

Grandisina 1bh 33.4 ± 1.3 21.1 ± 0.2 1.6 

Triazol 2bi 23.5 ± 0.8 23.4 ± 0.3 1.0 

Isoxazol 3bj 33.6 ± 1.1 1.6 ± 0.3 21.0 

Doxorrubicinak 2.4 ± 6.8 Nd Nd 

 

Tabela 1.. Índices antileishmaníacos, de citotoxicidade e de seletividade de novos derivados de neolignanas de 

cloro-isoxazol.  

A atividade antileishmanial de derivados de cloro-isoxazol foi avaliada contra as formas amastigotas de L. 

amazonensis após 72 e 24 horas. A citotoxicidade foi realizada em macrófagos peritoneais BALB/c. O índice de 

seletividade (SI) foi calculado como os valores CC50/IC50 para as formas amastigotas. Os resultados são 

apresentados como média ± desvio padrão. Abreviações: CC50 = concentração citotóxica média; IC50 = 

concentração inibitória média; SI = índice de seletividade; SD = desvio padrão. Fármacos de referência para L. 

amazonensis. AmB = anfotericina B usada como fármaco de referência para L. amazonensis; grandisina; derivado 

de triazol 2b; derivado de isoxazol 6' 3b (com substituintes de metilenodioxi e trimetoxi nos anéis A e B, 

respectivamente); e controle positivo, doxorrubicina em macrófagos peritoneais. Nd = resultados não 

determinados. 
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 Os valores de IC50, CC50 e IS dos análogos isoxazólicos clorados estão descritos na 

(tabela 1), incluindo os valores dos fármacos de referência para utilizados no tratamento de L. 

amazonensis como parâmetro comparativo. 

O análogo 4a (R1-R3= -OCH3, X1 = -Cl, R5= -OCH3; CC50= 9,6), apresentou uma 

atividade de IC50= 10.9 µM contra as formas amastigotas do L. amazonensis, sendo 

aproximadamente 1,5 vezes mais potente que a Pentamidina (16,3 µM), um dos fármacos de 

referência usados no trabalho. Em relação a toxicidade celular, o valor obtido foi de CC50 = 

9.6, se demonstrou mais tóxico em macrófagos peritoniais que a pentamidina (CC50= 23,2) e 

anfotericina B (CC50= 12,8) e em relação derivados triazol (CC50= 23.5) e isoxazol (CC50= 

33.6) descritos na figura 1. 

O composto 4c (R1-R3= -OCH3, X1= -Cl, R4 e R5= -OCH3), dispôs de uma atividade 

de IC50= 31.7 µM, considerada baixa contra as formas amastigotas intracelulares do L. 

amazonensis, em relações aos compostos usados como referência Pentamidina (16,3 µM) e 

Anfotericina B (2.0 µM). Além disso, apresentou uma citotoxicidade celular de CC50= 26.7 

µM, superior a pentamidina (CC50= 23,2 µM), anfotericina B (CC50= 12,8 µM) e o triazol 

(CC50= 23.5 µM), em relação aos macrófagos peritoniais, sendo então, menos tóxicos que eles. 

O composto 4i (R1-R3= -OCH3, X1= -Cl, R4 e R6= -OCH3), teve uma atividade de IC50 

de = 19.3 µM, contra as formas amastigotas, sendo 1,64 vezes mais potente que o análogo 4c 

(IC50= 31.7 µM), mas em relação aos de referência, se mostrou menos ativo que a Pentamidina 

(16,3 µM) e Anfotericina B (2.0 µM). Além disso, em relação a citotoxicidade celular, se 

obteve (CC50 = 28.1), portanto, menos tóxico que a pentamidina (CC50= 23,2) e anfotericina B 

(CC50= 12,8) e o triazol (CC50= 23.5). 

O análogo 4g (R1-R3= -OCH3, X1= -Cl, R4-R6= -OCH3), mostrou uma atividade de 

(IC50= 21.8 µM), 1,45 vezes mais ativo que o análogo 4c e menos ativo que o análogo 4i, e que 

os fármacos de referência pentamidina (IC50 = 16.3 µM ), e anfotericina B (IC50 = 2.0 µM). 

Em relação a citotoxidade celular, o resultado foi de (CC50 = 7.0 µM), se demonstrando mais 

tóxico que todos os análogos e compostos citados. 

O análogo 4e (R1-R3= -OCH3, X1= -Cl, R4 e R5= -OCH2O-) é o grande destaque dessa 

série apresentando uma atividade IC50 = 2.2 µM contra as formas amastigotas de 

L.amazonensis, que em relação aos fármacos usados na terapia farmacológica da leishmaniose, 

foi 7,4 vezes mais ativo que a pentamidina (IC50 = 16.3 µM) e equipotente a Anfotericina B 

lipossomal (IC50 = 2.0 µM), que é o fármaco mais potente utilizado atualmente para o tratamento 

de Leishmaniose. Além disso, o composto 4e exibiu menor toxicidade em macrófagos 



19 

 

 

peritoneais e maior índice de seletividade (CC50= 50,1 µM, SI= 22,7) do que a pentamidina 

(CC50= 23,2 µM) e anfotericina B (CC50= 12,8 µM). Essas descobertas indicam o 4e como um 

potencial composto líder para futuros estudos in vivo antileishmania. 
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5. CONCLUSÃO 

 

A investigação pré-clínica desenvolvida no presente trabalho mostrou que o análogo 

4e (IC50 = 2.2 µM) foi o mais ativo, dentre os 5 compostos testados contra as formas de 

amastigotas do L. amazonensis 4e foi oito vezes mais ativo que a pentamidina (IC50 = 16.3 

µM )  e atividade antileishmania equipotente à anfotericina B (IC50 = 2.0 µM). Assim, 

podemos concluir que o composto 4e é um excelente candidato para futuros estudos em ensaios 

in vivo (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Estrutura química do composto 4e. 
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7. APÊNDICE 

 

O presente trabalho faz parte dos resultados publicados na ACS infectious 

diseases 2023, 9, 1150-1123, DOI: 10.1021/acsinfecdis.3c00090. 
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