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I Z V E Š T A J 

 

 

 

 

1 PRIKAZ SADRŽAJA DOKTORSKE DISERTACIJE 
 

Doktorska disertacija mast. hem. Strahinje Stevanovića pod nazivom „In silico selekcija i in vitro 

ispitivanja prirodnih i sintetskih inhibitora rasta parazita Leishmania spp.“ napisana je na 86 

strana standardnog formata (prored 1; font Garamond - 12). Doktorska disertacija sadrži Sažetak na 

srpskom i Abstract na engleskom jeziku, a sastoji se iz sledećih poglavlja: 1. Uvod, 2. Ciljevi 

istraživanja, 3. Materijali i metode, 4. Rezultati i diskusija, 5. Zaključak, 6. Literatura, 7. Prilozi. 

Disertacija sadrži 30 slika, 28 tabela i 156 literaturnih navoda.  

 

2 OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA 
 

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitana aktivnost 19 jedinjenja potencijalnih inhibitora rasta 

Leishmania spp., a koja pripadaju klasi flavonoida (10), 1,2,4-oksadiazola (1), indolizina (1), aldoksima 

(1), N-acilhidrazona (5) i hinaldina (1). Kandidati predloženi za in vitro ispitivanja su prethodno dobijeni 

na osnovu in silico metoda. Formirana su dva protokola za virtuelni skrining (VS), sastavljena od 

metodologija zasnovanih na strukturi liganda i receptora za dizajn inhibitora. Protokoli su formirani 

tako da se mogu primeniti za efikasnu i pouzdanu pretragu većeg broja jedinjenja. 

Prvi VS protokol primenjen je za pretragu MetIDB baze (5.679 jedinjenja [1]) i arhive (200 

jedinjenja) oksadiazola, indolizina, aldoksima i N-acilhidrazona, dobijenih postupkom automatizovane 

sinteze [2,3]. U prvom VS protokolu korišćen je trening skup zasnovan na strukturi liganda od 24 

jedinjenja sa mikrobicidnim dejstvom na lajšmanije. Ta jedinjenja su i inhibitori arginaze lajšmanije i 

mogu se pronaći u ChEMBL bazi podataka pod oznakom CHEMBL3108635 [4]. Za trening skup su 

izračunate AQVN/EIIP vrednosti. Na osnovu tih vrednosti formiran je aktivan domen hemijskog 

prostora, koji obuhvata 87,5 % trening skupa, a nalazi se u intervalu AQVN i EIIP 3,13-3,58 i 0,09-
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0,134, što je bio kriterijum na osnovu kojeg je pronađeno 200 flavonoida iz MetIDB baze i 39 

kandidata iz arhive sintetisanih jedinjenja [5]. U ovom radu je opisan postupak pripreme jedinjenja 

kandidata, upotrebom automatizovane sinteze. Osamnaest jedinjenja iz trening skupa poseduju IC50 na 

L. amazonensis arginaze, uzete za vrednosti promenljive (Y, zavisna) za razvoj 3D-QSAR modela [6]. Od 

ukupnog broja PLS promenljivih (X, nezavisne) koje čine formirani 3D-QSAR model, pronađeno je da 

10 predstavljaju najznačajnije molekulske osobine koje karakterišu aktivnost inhibitora arginaze. Model 

je definisan sa promenljivama kako negativnog tako i pozitivnog doprinosa. Optimizovan 3D-QSAR 

model je korišćen za predikciju aktivnosti inhibitora. Model je validiran upotrebom permutacionog 

testa, kodiranjem IC50 podataka (Y, zavisna) [7].  

Za evaluaciju specifičnosti inhibitora zasnovanoj na strukturi receptora, korišćen je doking u 

humanu (Oznaka u Protein Data Bank, tj. PDB bazi podataka, 2aeb) i L. amazonensis (homologni 3D 

model po L. mexicana, PDB 4iu0) arginazu [8,9,10]. Razlike jačine u slobodnoj energiji interakcije kao 

test specifičnosti, kreću se u invervalu 0,3-0,8 kcal mol-1, za LaARG u odnosu na HsARG. Rezultat je 

formiran kao prosek vrednosti dobijenih primenom četiri različita doking programa (GOLD [11], Glide 

XP [12], AutoDock 4 i AutoDock Vina [13, 14]). Identifikovane su sve grupe bočnih ostatka 

aminokiselina koje učestvuju u receptor-ligand interakciji. Grupa ASN, SER, THR se slaže sa 

promenljivama za hidrofilne probe. Grupa bočnih ostataka je HIS, VAL i ALA, a ona odgovara 

hidrofobnim, tj. aromatičnim probama, objašnjenih 3D-QSAR modelom. Rezultati su pokazali da 3D 

QSAR može da objasni receptor-ligand prepoznavanje i ima opštu saglasnost sa doking rezultatima. 

Selektivnost jedinjenja ispitana je anti-target dokingom, upotrebom modela ciljnih mesta 

metaboličkog ciklusa domaćina (1m13 nuklearni ksenobiotični receptor PXR; 2a3r humana 

sulfotransferaza, SULT1A3; 1z10 (humani izozim 2A6 CYP 450 familije); 1og5 (humani izozim 2C9 

CYP 450 familije); 1tqn (humani izozim TA4 CYP 450 familije). Svi kandidati daju negativan rezultat na 

PAINS (enlg. Pan Assay Interfering Compounds [13]) i podležu pravilu 5 Lipinskog. Dodatna karakterziacija 

ADMET (apsorpcija, distribucija, metabolizam i toksičnost) osobina urađena je u ADMET Predictor 

programu [14]. Svi kandidati flavonoidi, na osnovu prosečnog ADMET rizika koji je > 7, pripadaju 

grupi od 10% WDI (engl., World Drug Index) [15]. Srednja vrednost ADMET rizika za kandidate 

oksadiazola, indolizina, aldoksima i N-acilhidrazona iznosi 3,37 a to spada u 90% WDI. Rezultati 

pokazuju da je potencijal kandidata po osobinama leka veći u odnosu na grupu flavonoida. To je 

opravdano budući da je flavonoid početna struktura za dizajn jedinjenja sa osobinama leka. Srednja 

vrednost ADMET rizika iznosi 2,26 za terapeutike u WDI bazi (preko 2000 jedinjenja) [15].  

Potvrda in silico odabira kandidata na osnovu VS protokola, izvršena je za 6 jedinjenja 1,2,3-

oksadiazola, indolizina, N-acilhidrazona i aldoksima. Zbog toga što postupak izolovanja i prečišćavanja 
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arginaza nije bio izvodljiv, odabrani kandidati su in vitro testirani merenjem inhibicije rasta L donovani 

(ćelijskih linija LV9) u formi amastigota, slobodnih i inficiranih makrofaga. Najpotentniji inhibitori 

pokazuju blagu toksičnost sa vrednostima za CC50 (citotoksična koncentracija potrebna da se rast 

makrofaga inhibira za 50 %) u intervalu 4-16 μM (indeks selektivnosti, SI > 2). Pokazalo se da pored 

podataka o receptor-ligand prepoznavanju za arginazu (L. mexicana, PDB 4iu0), molekul kandidata 2 

stvara elektrostatički potencijal preko hidrazina sa bočnim ostatkom GLU197 modela L. amazonensis 

arginaze. Postoji mogućnost da je ova interakcija važna za specifično prepoznavanje sa arginazom 

lajšmanije. Razlika energije interakcije za 2 sa LaARG u odnosu na HsARG iznosi 0,8 kcal mol-1. 

Kandidat br. 2 (N’-[(5-bromo-2-tiofenil)methilen]tiofen-2-karbohidrazid) ima najbolju vrednost IC50 

(2,18 μM). Prema skriningu zasnovanom na fentoipu, za 2 je izračunata IC50 vrednost koja je 20-puta 

veća od referentne vrednosti za Amfotericin B (kontrola, AmB). Rezultat in vitro testiranja pokazuje da 

je selektivnost kandidata 2 manja 25 puta od vrednosti za kontrolu. Rezultat SAR studije je pokazao da 

tiofen doprinosi povećanoj aktivnosti N-acilhidrazona, ali i pojavi citotoksičnosti u makrofagama. 

Drugi VS protokol koji je rezultat ovog istraživanja, pripremljen je sa ciljem skrininga arhive od 

550.000 jedinjenja sa većim brojem konformacija [16,17]. U protokolu su korišćena dva 3D 

farmakoforna modela [18], formirana na osnovu strukture HDQ derivata (nM IC50), inhibitora 

alternativne NADH:ubihinon oksidoreduktaze (NDH-2) vrste Plasmodium falciparum [19]. Farmakoforni 

modeli se razlikuju po tipu jednog farmakofornog elementa i geometrijski se podudaraju. Skrining koji 

koristi farmakoforne modele je optimizovan upotrebom mamaca (DUD-e) [20]. Rezultat skrininga su 

jedinjenja (4.423) koja poseduju i donore i akceptore vodonične veze, na osnovu kojih su se 

racionalizovale interakcije inhibitora sa flavonom (FAD kofaktor) i aminokiselinskim ostacima u NDH-

2 aktivnom mestu.  

Serija dokinga u homologni model Leishmania infantum NDH-2 i druge strukture izozima 

(Sacharomyces cerevisiae NDH-2, PDB 4g73/4g6g; Staphylococcus aureus NDH-2, PDB 4xdb) služila je za 

testiranje specifičnosti [11,21,22,23,24]. Doking je imao ulogu kao strukturno zasnovana metoda 

pretrage inhibitora u VS protokolu. Pronađen je interval vrednosti (GoldScore interval 60-90) na 

osnovu kojeg se dalje redukovao broj jedinjenja pretrage, od kojih je 23 prošlo PAINS filter [13]. 

Potvrda aktivnosti jedinjenja kandidata dobijena je in vitro testiranjima. Značajna mikrobicidna 

aktivnost na Staphylococcus aureus za predloženih 23 kandidata inicijalno nije pronađena, a testiranje je 

urađeno na rekombinantnoj SaNDH-2. Objašnjenje ovakvih rezultata se pripisuje prirodi receptor-

ligand interakcije i nedostatka podataka, poznatih ograničenja u modelu za skrining. Za jednog 

kandidata, br. 15 (N-[3-hloro-4-(4-hloronaftalen1-il)oksifenil]-6-metoksi-hinaldin-4-amin) dobijena je 

relativna aktivnost (RA 49 %, 20 μM, Kiapp = 8,9±1,9 µM) na SaNDH-2. Potom je sprovedeno 
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ispitvanje aktivnosti kandidata 15 na ćelijske linije promastigota (0,03-0,05 μM) i amastigota (0,2-0,3 

μM) vrste Leishmania infantum. Mehanizam aktivnosti je racionalizovan analizom doking rezultata. 

Kandidat 15 formira vodonične veze sa izoaloksazinskim prstenom (FAD) i SER324, nalik 

interakcijama FAD-UQ koje su u skladu sa mehanizmom oksidoredukcione reakcije. Dodatno, grupa 

hlornaftalen-1-il-oksifenil (15) je pozicionirana u okviru hidrofobnog domena, koji obuhvata delove 

skevence ALA397-LEU407 i GLY371–LEU385 (Uniprot oznaka za sekvencu: A4IDV2) pa je 

jedinjenje stabilizovano hidrofobnim interakcijama [21]. Dodatno, energije interakcija izmerene 

dokingom za ubikvinon i kandidata 15 sa NDH-2 su približne (razlika 3 GoldScore), pri čemu su 

doking poze u saglasnosti sa farmakofornim modelom. Iz toga proizilazi da je dobijeni VS protokol 

namenjen za pretragu jedinjenja i predviđanje aktivnosti na osnovu aktivne konformacije supstrata u 

aktivnom mestu NDH-2. 
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3 UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERATURE 

Lajšmanioza je klasifikovana u zanemarene tropske bolesti [25-27]. Zaraza se teško može 

kontrolisati, a lajšmanioza se može dijagnostikovati pri prvoj pojavi simptoma. Prva pojava 

simptoma se najčešće javlja u odmakloj fazi infekcije ili kod težih oblika oboljenja [28]. Na 

globalnom nivou od lajšmanioze umire do 30.000 ljudi godišnje [27].  

Hemoterapija lajšmanijoze se zasniva na upotrebi kombinovane terapije koja nosi sa sobom 

određene nedostatke. Pojava neželjenih efekata, invazivni putevi administracije leka, visoke cene 

lečenja, dugotrajne terapije i male efikasnosti, pojava rezistencije parazita na lek i toksičnost po 

ćelije domaćina su neki od tih nedostataka [28,29,30,31]. Mehanizam delovanja terapeutika na 

lajšmaniju koji su u širokoj primeni, kao što je natrijum stiboglukonat, nije poznat. Prvenstveno 

za najteži – visceralni oblik lajšmanioze (VL), koristi se kombinovana terapija stiboglukonata (ili 

zamena – meglumin antimonijat), pentamidina i amfotericina. U nekim zemljama (npr. u Velikoj 

Britaniji) dozvoljena je upotreba miltefozina, prvog jedinjenja registrovanog kao lek za lečenje VL 

[32]. Prvobitno, ovaj alkilfosfolipid se koristio kao antineoplastik. Mehanizam antiprotozoalnog 

dejstva nije sasvim definisan. Terapiju miltefozinom često prati niz neželjenih efekata, među 

kojima je i teratogeno dejstvo. Poznati mehanizmi dejstva terapeutika za lajšmaniozu, kao i 

potencijalni metabolički signalni putevi koji mogu učestvovati u mehanizmu su u vezi sa 

biosintezom sterola, transportom purina, aktivnošću na protein kinaze, proteinaze, biosintezom 

folata i topoizomerazom kao ciljnim mestom [33]. Međutim, izveštaji koji se odnose na 

rezistenciju različitih protozoa na ove terapeutike su sve češći, a povećanje doze značajno 

povećava rizik od pojave toksičnog dejstva u organizmu domaćina [34]. 

 

Prethodna istraživanja su pokazala veliki potencijal korišćenja prirodnih proizvoda kao 

agenasa u terapiji lajšmanioze [35, 33]. Prirodni proizvodi koji su do sada pokazali značajnu 

aktivnost na lajšmanije, pripradaju klasi alkaloida, derivata fenola i terpena. Izmerena IC50 

vrednost za ovu klasu je u opsegu od 1 do 10 mg ml-1 [36]. Poznato je da terpeni i druge 

oksidujuće vrste jedinjenja imaju širok spektar antimikrobnog dejstva, ali i nisku efikasnost [37]. 

Od derivata fenola, flavonoidi prirodnog porekla su nesumnjivo važna klasa inhibitora arginaze 

lajšmanija [38,39]. Ova vrsta jedinjenja pokazuje inhibitornu aktivnost na lajšmanije sa IC50 

vrednostima u opsegu od 0,6 do 10,9 mg ml-1. Poređenja radi, IC50 za miltefozin kao komercijalni 

terapeutik za lečenje lajšmanioze, iznosi 0,34 mg ml-1. Od testiranih flavonoida, jedino je 

kvercetin pokazao in vivo aktivnost (15,3%). Analizom aktivnosti jedinjenja iz serije flavonoida na 

piruvat kinazi, proizilazi da klasa flavonoida ima potencijal za razvoja selektivne aktivnosti [40]. 
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Serija jedinjenja dobijena sintezom, koja sadrže strukturni motiv oksadiazola, pokazala su 

značajnu aktivnost kao antikinetoplastidi, a posebno kao agensi u terapiji lajšmanioze (za vrste 

koje uzrokuju visceralni tip oboljenja) [41,42]. Aktivnost je do sada ispitana u vezi sa CYP51, 

esencijalnim enzimom za biosintezu sterola. Dodatno, za jedinjenja 1,2,4-oksadiazola su 

ustanovljeni protokoli konvencionalne i nekonvecionalne sinteze [43,44,45]. Identifikacijom 

antiprotozoalne aktivnosti kamptotecina i njegovih analoga, navela su na ispitivanja bioaktivnosti 

jedinjenja na bazi indolizina [46]. Iako su i za ovu klasu jedinjenja ustanovljene metode sinteze 

[47], potrebna su dodatna istraživanja koja bi ih okarakterisala na osnovu ciljnog mesta dejstva, 

prvenstveno radi postizanja selektivnosti i specifičnosti.  

Kandidati, odabrani za in vitro testiranja mikrobicidne aktivnosti, a koja su dobijena uz 

pomoć 3D-QSAR modela, su derivati oksadiazola, indolizina, N-acilhidrazona i aldoksima. 

Derivati su pripremljeni automatizovanom sintezom, a njihova aktivnost potvrđena in vitro na 

ćelijskim linijama Leishmania donovani.  

Protozoe familije Tripanozomatidae su karakteristične po metabolizmu zavisnom od tiola. 

U takvom metabolizmu tripanotion reduktaza učestvuju u antioksidativnim procesima umesto 

glutation i tioredoksin reduktaza, pristutnih u metabolizmu domaćina (sisara) [48,49]. Važni 

metaboliti za biosintezu tiol tripanotiona su poliamini (PA). PA imaju presudnu ulogu za rast i 

preživljavanje parazita [50]. Arginaza (ARG) je metaloenzim, esencijalan za proliferaciju 

Leishmania spp. Genskim uklanjanjem arginaze, lajšmanija postaje oksotrofna za PA [51]. Poznate 

su dve klase inhibitora arginaze [52]. Prva klasa je definisana prisustvom strukturnog bazisa 2-

aminoimidazola, pri čemu prilikom receptor-ligand interakcije ne dolazi do izmeštanja hidroksida, 

već se ponaša kao mimetik arginina i sprečava hidrolizu supstrata. Druga klasa inhibitora može 

izmestiti hidroksid uz direktnu koordinaciju jona mangana i stabilizaciju prelaznog stanja 

receptor-ligand interakcije. Trenutno nije identifikovan inhibitor koji pokazuje selektivnost prema 

izoenzimima arginaze [53].  

U ovoj disertaciji je opisan postupak dizajna inhibitora arginaze kao ciljnog mesta. 

Skrining flavonoida, kao prirodnih proizvoda, je odabran radi potencijalno manjeg rizika od 

citotoksičnosti u domaćinu. Za jedinjenje (-)-Epikatehin galat (kandidat 13, CAS1257-08-5) iz 

grupe flavonoida, izračunata je značajna vrednost za energiju interakcije sa Leishmania amazonensis 

arginazom. Za neke od dobijenih kandidata, postojala je mogućnost potvrde aktivnosti in vitro.  

U grupu enzima koja je esencijalna za rast i razvoj lajšmanija ubraja se enzim NADH 

alternativna dehidrogenaza (ili NADH:ubikvinon oksidoreduktaza). Postoje dva tipa NADH 
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dehidrogenaze, tip 1 koji je prisutan u mitohondrijama ćelija sisara i tip 2, tj. alternativna NADH 

dehidrogenaza (NDH-2) [54,55]. NDH-2 katalizuje biohemijsku reakciju oksidoredukcije u kojoj 

učestvuju NADH i ubikvinon. Alternativna NDH-2 je prisutna prvenstveno u mikroorganizmima 

[50 53]. Zbog toga, predstavlja potencijalno ciljno mesto za razvoj inhibitora [54]. Predložena su 

dva mehanizma NADH:ubikvinon oksidoredukcije [56,57,58].  

Trenutno postoji potreba za novim mikrobicidnim agensima, kao i da mehanizam 

njihovog dejstva bude jasno definisan uz smanjen rizik od neželjenog dejstva. Enzim 

respiratornog lanca NDH-2, se čini esencijalnim za proliferaciju patogena, te je odabran za ciljno 

mesto razvoja inhibitora rasta lajšmanije. U jednoj od studija opisanih u ovoj disertaciji cilj je bio 

identifikovati kandidate sa potencijalnom aktivnosti na NDH-2. Na osnovu dostupnih 

strukturnih informacija formirali smo model za LiNDH-2 upotrebom homolognog modelovanja. 

Po tom modelu, izvršili smo doking potencijalnih kandidata. Potvrdu o aktivnosti i specifičnosti 

smo dobili na osnovu in vitro testiranja na ćelijskoj liniji Leishmania infantum i kulturi Staphylococcus 

aureus. Eksperimenti in vitro su sprovedeni na ćelijskim linijama parazita u formi amastigot i 

promastigot vrste Lieshmania infantum. 

Pokazalo se da za hidroksi-2-dodecil-4-(1H) hinolon (u daljem tekstu, HDQ) postoji 

dualna aktivnost na ciljna mesta NDH-2 i citohrom bc1 iz organizma Plasmodium falciparum [18]. 

Za jedinjenja derivate hinolona, izmerena je inhibitorna aktivnost u koncentracijiama od 4,2 do 

71 mg ml-1 na multirezistentan Plasmodium falciparum. Iako HDQ nema osobine leka, struktura 

ovog jedinjenja je poslužila kao osnova za formiranje 3D farmakofornih modela inhibitora NDH-

2 lajšmanija.  

Doking u homologne modele LiNDH-2 i ScNDH-2 služio je kao metoda zasnovana na 

strukturi receptora sa ciljem odabira aktivnih kandidata i za testiranje specifičnosti na osnovu 

poređenja receptor-ligand energije interakcije. Rezultati specifičnosti su potvrđeni in vitro 

testiranjima na ćelijskoj kulturi Staphylococcus aureus. Za jednog kandidata – supstituisanog 6-

Metoksi-kvinaldina zabeležena je aktivnost u nanomolarnoj koncentraciji. 
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5 ZAKLJUČAK - OBRAZLOŽENJE NAUČNOG DOPRINOSA DOKTORSKE 

DISERTACIJE 
 

Doktorsku disertaciju čine dva dela sa eksperimentalnim radom, koji obuhvataju in silico i in 

vitro metodologiju.  

U prvom delu rada, razvijena su dva protokola za virtuelni skrining u vezi sa ciljanim mestima 

dejstva, esencijalnim i specifičnim enzimima za preživljavanje parazita. Protokoli su fomirani na 

osnovu modela zasnovanih na strukturi liganda i receptora, koji pokazuju saglasnost u rezultatima 

predviđanja.  

U drugom delu rada izvršeno je in vitro testiranje na par vrsta lajšmanija (Leishmania donovani, 

Leishmania infantum) i jednom bakterijskom (Staphylococcus aureus), radi ispitivanja aktivnosti i 

specifičnosti jedinjenja, predloženih za kandidate. 

Rezultati primene VS protokola su 19 potencijalnih kandidata, hemijske klase flavonoida, 

oksadiazola, indolizina, aldoksima, N-acilhidrazona i hinaldina. Za jedinjenja koja se dobijaju 

metodama automatizovane sinteze, dat je opis postupka pripreme. 

Iz grupe flavonoida izdvaja se (-)-Epikatehin galat (CAS1257-08-5) koji se pokazao kao 

potencijalni inhibitor rasta na osnovu VS protokola koje ima za ciljno mesto enzim L. amazonensis 

arginazu. Kao prirodni proizvodi, za ovo jedinjenje se očekuje da pokaže manje toksično dejstvo 

na ćelije domaćina i zbog toga ima potencijal za razvoj selektivnog terapeutika. Mehanizam 

dejstva, koji je u vezi inhibicijom arginaze, predstavlja osnovu za razvoj specifičnog inhibitora. 

Kao dodatni rezultat, utvrđeno je da se sistematizovanom pretragom pronalaze pouzdani 

kandidati, a ono što ostaje je da se inhibitorna aktivnost jedinjenja potvrdi in vitro. 

Iz grupe N-acilhidrazona izdvaja se N’-[(5-bromo-2-tiofenil)methilen]tiofen-2-

karbohidrazid sa najboljim odnosom inhibitornog potencijalna i citotoksičnosti na osnovu in vitro 

merenja (SI 2,2). I za ovo jedinjenje postoji mogućnost razvoja ciljnog inhibitora arginaze 

lajšmanija.  

Iz grupe kandidata dobijenih na osnovu modela derivata hinolona, izdvaja se derivat 6-

metoksi-hinaldina (N-[3-hloro-4-(4-hloronaftalen1-il)oksifenil]-6-metoksi-hinaldin-4-amin) i ova 

struktura ima potencijalno širok spektar mikrobicidnog dejstva. Navedene su smernice za 

optimizaciju strukture jedinjenja i povećanja selektivnosti. Ono što bi karakterisalo terapeutike, 

rezvijene na osnovu strukture hinolona je mehanizam dejstva kao inhibitora alternativne NADH 

dehidrogenaze. 
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Dobijeni rezultati imaju potencijal kao osnova za razvoj efikasnih, specifičnih i selektivnih 

terapeutika u lečenju oboljenja lajšmanioze. Uz sve navedeno, opšti rezultat ove doktorske 

disertacije se ogleda u ispunjenju svih postavljenih zadataka sa ciljem in silico selekcije i in vitro 

ispitivanja inhibitora rasta Leishmania spp.  
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