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A leishmaniose € uma doencga causada por protozoarios parasitas do
género Leishmania que é transmitida vetorialmente através do repasto
sanguineo de fémeas flebotomineos infectadas com o parasito. A doenca esta
presente em diferentes regides do mundo e é considerada pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) uma doenga preocupante, uma vez que acomete
uma parte consideravel da populagdo e esta relacionada com elevadas taxas
de mortalidade e morbidade humana.

Esta enfermidade pode se manifestar de diferentes formas dependendo
da espécie infectante e da resposta imunoldgica do hospedeiro. A leishmaniose
tegumentar afeta principalmente a pele (cutdnea) e/ou mucosas
(mucocutanea), causando desde ulceras nas partes expostas do corpo até a
mutilagcao total ou parcial da mucosa naso-faringea, e por fim, pode resultar em
cicatrizes permanentes e, em alguns casos, em deficiéncias. A leishmaniose
visceral é a forma mais grave da doenga e quando n&o tratada pode resultar na
morte do individuo. Ela acomete os 6rgaos, sobretudo o bacgo, o figado e os
linfonodos, podendo resultar em hepatoesplenomegalias.

As leishmanioses sao consideradas pela OMS como Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs) por varios aspectos, principalmente devido a falta de
investimentos em novos agentes terapéuticos. O tratamento atual para a
doenca apresenta uma série de efeitos adversos, elevado custo, possibilidade
de resisténcia, além da necessidade de hospitalizagdo do paciente. Neste
sentido a busca por novos agentes terapéuticos os quais tenham menores
efeitos colaterais e sejam menos onerosos se faz constante.

Estratégias para o desenvolvimentos de novos farmacos se apoiam em
alguns pilares basicos, sendo eles: conhecimento da doenga, identificagdo das
vias bioquimicas envolvidas na sobrevivéncia do parasito e selecdo de alvos
moleculares promissores. A Quimica Bioinorgénica ganhou destaque no
delineamento de novos farmacos por meio da descoberta da agao antitumoral
da platina. Desde entdo, outros compostos inorganicos foram estudados e
associados a diversas propriedades biologicas. Partindo do pressuposto de que
as células muito replicativas com células tumorais e células parasitarias da
ordem Kinetoplastida apresentam processos metabdlicos semelhantes, os
complexos inorganicos passaram a ser testados também em parasitos,

apresentando resultados promissores.
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Os complexos de ruténio ganharam destaque devido a sua versatilidade
€ sua baixa toxicidade em células normais. Além disso, a partir de sua estrutura
basica € possivel a sintese de inumeras moléculas bioativas por meio de
modificagdo em seus ligantes. Tais alteragdes tem a intengdo de melhorar o
potencial da droga contra organismos patogénicos e reduzir a toxicidade em
células normais.

Neste contexto, o presente estudo avaliou o efeito anti-Leishmania de 3
novos complexos de ruténio (II), com formula geral de  cis-[Ru"(n?
O2CR)(dppm)2]PFs, com dppm= bis(diphenylphosphino)methane and R= 4-
butylbenzoate (complexo 1); 4-(methylthio)benzoate (complexo 2) e 3-hydroxy-
4-methoxybenzoate (complexo 3) em Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) infantum.

A apresentacao da dissertacao foi dividida em capitulos, conforme as normas
do Programa de Po6s-Graduagdao em Genética e Bioquimica (PPGGB) do
Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) e, a formatagédo seguiu as normas da Associagao Brasileira
de Normas Técnicas, a ABNT. O capitulo 1 apresenta uma revisao bibliografica
acerca do assunto, incluindo topicos referentes a leishmaniose, epidemiologia,
agente etiolégico e ciclo biolégico, interacdo parasito-hospedeiro,
manifestacdes clinicas, tratamentos e por fim, complexos metalicos e suas
aplicagdes biolégicas. O capitulo 2 contempla a metodologia utilizada, os
resultados obtidos e a discussao acerca da agao anti-Leishmania de 3 novos
complexos de ruténio (ll). Este capitulo estd apresentado na forma de artigo
cientifico intitulado “Anti-Leishmania activity of new ruthenium (IlI) complexes:
effect on parasite-host interaction” o qual sera submetido para a revista Journal
of Antimicrobial Chemotherapy (JAC) e segue normas e formatagao

preconizada pela revista.
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Capitulo 1

Fundamentacéao teorica
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1. Aspectos gerais da leishmaniose

As leishmanioses integram um grupo de doengas parasitarias causadas
por protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (HIDE et al., 2006; ROBERTS, 2006;
BARI et al., 2008). Sua transmissao ocorre por meio vetorial através da picada
de fémeas de flebotomineos infectadas com parasitos, sendo possivel a
transmissao de mais de 21 espécies diferentes (WHO, 2014).

A leishmaniose tegumentar nas Américas parece ser uma doenga muito
antiga como sugerido por meio de algumas pegas de ceramicas do Peru e
Equador, as quais retratavam rostos humanos com deformagdes semelhantes
as descritas para a forma mucocutdnea da doenca (LAINSON, 2010). Em
1951, Pedro Pizarro descreve lesdes desfigurantes na boca e nariz de
plantadores de coca na Cordilheira dos Andes (PIZARRO, 1571). Tais lesdes
descritas certamente estavam realicionadas com a leishmaniose, uma vez que
tal regiao é endémica para a forma mucocutanea da doencga.

Durante muitos anos, a uta peruana e outras lesdes cutaneas ocorridas
em outros paises da América Latina eram consideradas idénticas a
leishmaniose conhecida no Velho Mundo como “botdo do oriente” e sua
etiologia causava muitas duvidas naquela época. Em 1903, o agente etioldgico
do botdo do oriente foi identificado e denominado de Leishmania tropica
(WRIGHT, 1903; LUHE, 1906). Anos depois (1909) o género Leishmania foi
associado com outras lesdes cutdneas semelhantes. Tal associagao ocorreu
por meio de estudos independentes realizados por Lindenberg, Carini e
Paranhos, os quais demonstraram formas amastigotas, denominados na época
de “corpusculos de Leishman-Donovan”, em lesdes cutadneas de individuos
acometidos com a “Ulcera de bauru” no estado de Sdo Paulo (LINDENBER,
1909; CARINI; PARANHOS, 1909).

Naquela época acreditava-se na existéncia de apenas um agente
etiologico. Entretanto, Gaspar Vianna, um médico brasileiro identificou formas
amastigota em individuos com lesdes cutdneas no estado de Minas Gerais e
observou que as mesmas eram morfologicamente distintas das formas
amastigota da Leishmania tropica. Assim o parasito identificado por Gaspar

Viana foi denominado de Leishmania brazilienses (VIANNA, 1911),
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posteriormente corrigido por da Matta como Leishmania braziliensis (MATTA,
1916).

A leishmaniose visceral (LV) pode ser tdo antiga quanto a leishmaniose
tegumentar (LT) na América Latina. Entretanto, a LV oferece um menor nimero
de evidéncias visuais externas de sua existéncia. Assim, o primeiro relato de
LV nas Américas foi realizado por Migone, o qual observou a presencga de
amastigotas no sangue de um paciente no Paraguai (MIGONE, 1913). No
Brasil, a evidéncia definitiva da presencga da LV ocorreu em 1934, através da
analise de tecidos do figado de 41 pacientes (PENNA, 1934).

A principio, o género Leishmania tinha suas espécies identificadas por
meio de critérios extrinsecos (aspectos clinicos da doenga, distribuicdo
geografica, tropismo e propriedades antigénicas). Com o desenvolvimento das
ciéncias e suas tecnologias relacionadas a Bioquimica e a Biologia Molecular,
os critérios intrinsecos passaram a ser utilizados para identificacdo das
espécies (NEVES, 2011). A classificagcdo mais utilizada hoje foi proposta por
Lainson e Shaw (1987) sendo que a mesma divide o género Leishmania nos
subgéneros Viannia e Leishmania com base na ocorréncia ou auséncia de
desenvolvimento do parasito no intestino posterior do flebotomineo (Tabela 1).
Assim, as espécies que se desenvolvem no intestino posterior foram agrupadas
no subgénero Viannia (nome dado em homenagem a Gaspar Viannia que
descreveu a espécie Leishmania (Viannia) braziliensis) e as espécies as quais
nao se desenvolvem no intestino posterior foram incluidas no subgénero
Leishmania.

Quanto ao vetor associado a transmissdo da doenca, insetos
flebotomineos popularmente conhecidos como asa branca, birigui, cagalhinha,
fleb6tomo, mosquito palha e tatuquira s&o os agentes transmissores da
leishmaniose. No velho mundo (Europa, Africa e Asia) apenas o género
Phlebotomus apresenta espécies transmissoras enquanto que no Novo mundo
(Américas) os géneros transmissores sao Brumptomya, Warileya e Lutzomyia,
estando o ultimo relacionado com a transmissdo de inumeras espécies de
Leishmania. Somente as fémeas sao capazes de transmitir a doencga, tendo em
vista que sao parasitos hematéfagos e necessitam, portanto, do sangue como
fonte de proteinas e aminoacidos para o desenvolvimento dos ovos (NEVES
2011; BRASIL, 2013).
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Tabela 1: Espécies do género Leishmania de acordo com a classificagdo proposta por Lainson

e Shaw, 1987 (revisado em 2005).

Subgénero Leishmania
L. (Leishmania) donovani
L. (L.) infantum
L. (L.) infantum chagasi*
L. (L.) archibaldi
L. (L.) tropica
L. (L.) aethiopica
L. (L.) major
L. (L.) gerbilli**

L. (L.) mexicana*

L. (L.) amazonensis*

Subgénero Viannia

L. (Viannia) braziliensis*

L. (V.) guyanensis*
L. (V.) panamensis*
L. (V.) peruviana*
L. (V.) lainsoni*
L. (V.) naiffi*

L. (V.) shawi*

L. (V.) colombiensis*
L. (V.) equatorensis
L. (V.) lindenberg*

L. (L.) venezuelensis* L. (V.) utingensis
L. (L.) enrietti**
L. (L.) aristidesi
L. (L.) pifanoi
L. (L.) gamhami*
L. (L.) hertigi*
L. (L.) deanei
L. (L.) forattinii

* Espécies encontradas parasitando humanos no Brasil.
** Espécies exclusivamente de animais.
Fonte: NEVES, 2011.

2. Epidemiologia

As leishmanioses fazem parte do grupo de doengas as quais sao
consideradas preocupantes pelo Sistema de Saude Publica em quatro
continentes diferentes (Américas, Europa, Africa e Asia), uma vez que
apresentam grande diversidade epidemioldgica e estdo associadas com o
desenvolvimento de diferentes manifestagdes clinicas (BRASIL, 2013).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) mais de 98 paises,
trés territorios e cinco continentes sdo endémicos para as leishmanioses,
ocorrendo assim cerca de 1,3 milhdes de novos casos anualmente. A LV
acomete principalmente regies como Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal,
Sul do Sudao e Sudao e esta relacionada com a infeccdo de mais ou menos
300 mil pessoas anualmente (figura 1a), podendo causar cerca de 20 a 50 mil
obitos. A LT relacionada ao desenvolvimento da forma cutanea afeta
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principalmente regides como Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica
Islamica do Ird, Pasquitdo, Peru, Arabia Saudita, Republica Arabe da Siria e
Tunisia (figura 1b). A LT relacionada ao desenvolvimento da forma
mucocutanea acomete principalmente o Brasil, Peru e Estado Plurinacional da
Bolivia. Ambas LT (cutdnea e mucocuténea) estdo associadas com a infeccéo
de aproximadamente 1 milhdo de pessoas ao ano (ALVAR et al., 2012; WHO,
2015).

Nos anos de 2009 & 2012 houve uma epidemia no leste da Africa que
resultou em 28 mil novos casos de LV com 850 casos de o6bito. Apesar do
grande impacto, esta epidemia foi considerada controlavel, ja que teve o apoio
substancial da OMS, Médicos sem fronteiras e outros colaboradores. Dessa
forma, a epidemia manteve um indice de 5% de mortalidade que é considerado
relativamente baixo quando comparado com a epidemia que houve em 1990 e
gerou um indice de 35% de mortalidade (WHO, 2015).

Segundo dados fornecidos pela WHO foram reportados no ano de 2013
18.226 novos casos de LT no Brasil, sendo a regido do Para a mais
prejudicada com aproximadamente 18% dos casos. A LV apresentou 3.233
Novos casos e a regidao do Maranhao representou 19% dos eventos reportados.

Os casos de coinfecgdo de Leishmania em individuos portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) também apresenta um crescimento no
Brasil. Dados mostram um aumento de cerca de 2% no ano de 2005 e de 6,6%
no ano de 2011. Entretanto o tratamento com os antirretrovirais apresentam
seus beneficios, uma vez que eles tém auxiliado na redugao da disseminagao
da LV, diminuindo assim as recaidas e aumentando consequentemente a
sobrevida de pacientes portadores do HIV (WHO, 2015).

O género Leishmania tém se distribuido e expandido nas ultimas
décadas e o numero de casos da doenca tem aumentado exponencialmente.
Entretanto, a real epidemiologia ainda é desconhecida uma vez que a
notificagdo do numero de casos desta doenca é obrigatéria em apenas 34%
dos paises. Dessa forma, presume-se que os valores reais dos casos de
leishmanioses sejam na verdade maiores do que os dados anunciados até o
presente momento (AAGAARD-HANSEN; NOMBELA; ALVAR et al., 2010;
ARGAW et al., 2013).

20



Numero de noves casos de
LYV reportados em 2012

I = 1000 [ No existem dados disponiveis
= 100-1000 [ N&o aplicavel

1 =100

s Y

1 Casos néo autdctones
reportados

Nuamero de novos casos de
LT reportados em 2012

I = 5000 =51 N&o existem dados disponiveis
E=31000 - 4999 =1 Na&o aplicavel
o =1 <1000
s 0
ro [ Casos néo autdctones
reportados

Figura 1: Distribuicdo das Leishmanioses no mundo no ano de 2012. (a) Leishmaniose

Visceral (b) Leishmaniose Tegumentar. Fonte: WHO, 2015.
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Dentre as doengas parasitarias as leishmanioses sdo a segunda doenca
que mais provoca mortes, ficando atras apenas da malaria. Além disso, a
doenca tém se difundido para outras regides, aumentando assim os casos de
leishmaniose em locais ndo endémicos. Casos de LV tém aumentado cada vez
mais em paises da Europa, principalmente  em  individuos
imunocomprometidos, como por exemplo, portadores de HIV, pacientes
transplantados e pacientes que fazem o uso de quimioterapia (ALVAR et al.,
2012; OKWOR; UZONNA, 2013).

Estudos atuais mostram que a propagacéo das leishmanioses para a
Europa vem ocorrendo ndo somente devido as viagens internacionais, mas
também devido as mudancgas climaticas presentes neste pais, as quais tém
contribuido de forma positiva para o aumento da disseminagdo de novos
vetores (MAROLI et al., 2013; SIGNORINI et al., 2014).

Segundo a OMS, a detecgédo, o tratamento e os cuidados associados a
LV podem necessitar de investimentos de aproximadamente 100 milhdes de
dolares (80 — 130 milhdes de ddlares) por ano e para a LT cerca de 13 milhdes
de dodlares (11 a 14 milhdes de ddlares) por ano durante o periodo de 2015-
2030. Estes dados reafirmam, portanto, o grande impacto financeiro que as

leishmanioses podem gerar para o Sistema de Saude Publica (WHO, 2015).

3. Agente etiologico e ciclo biolégico

O género Leishmania inclui protozoarios unicelulares e digenéticos os
quais completam seu ciclo evolutivo alternando-se entre os insetos vetores e os
hospedeiros vertebrados mamiferos, desta forma, o parasito necessita
apresentar formas adaptativas (figura 2) que fornecam condicbes apropriadas
ao parasitismo (NEVES, 2011).

Neste contexto, formas flageladas, altamente mdveis conhecidas como
promastigotas estao presentes nos flebotomineos. Elas residem primeiramente
o trato alimentar dos insetos e se apresentam sob duas formas: promastigota
prociclica e promastigota metaciclica (figura 2a). As formas promastigota
prociclica estao presentes no intestino médio do vetor, apresentam um corpo

celular arredondado (aproximadamente 20 — 35 ym X 2 — 3 ym), um flagelo
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pequeno e se multiplicam intensamente. Ja as formas promastigota metaciclica
apresentam um corpo pequeno e alongado (cerca de < 8 ym X 1.2 — 1.5 ym)
com o flagelo duas vezes maior que o comprimento da célula e apés completar
seu desenvolvimento, esta forma adquire capacidade infectiva e migra para a
probdscide do vetor (GOSSAGE; ROGERS;BATES, 2003; ROGERS et al.,
2004). O processo de produgdo das formas promastigota metaciclica é
chamado de metaciclogénese e ele € de suma importancia uma vez que serve
como uma pré- adaptacdo para a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro
vertebrado. O processo de transicdo entre o inseto vetor para o hospedeiro
vertebrado implica em algumas modificacbes importantes as quais estéo
relacionadas com mudanga no pH, na nutricdo, na disponibilidade de oxigénio
e na temperatura. Assim as diferentes formas presentes da Leishmania véao
auxiliar no seu processo de adaptacdo e sobrevivéncia nos diferentes
ambientes (BESTEIRO et al., 2007).

A forma amastigota esta presente no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado (figura 2a). Essa forma
parasitaria é oval, esférica ou fusiforme, ndo exibem flagelo livre aparente e
apresentam um diametro de aproximadamente 1,5 — 3,0 X 3,0 — 6,5 uym
(NEVES, 2011). Os amastigotas apresentam uma estrutura altamente
adaptada para sobrevivéncia e parasitismo das células no hospedeiro
vertebrado (figura 2b) como tamanho reduzido e flagelo internalizado,
capacidade de sobrevivéncia em ambientes com pH baixo e grande habilidade

adaptativa quanto ao seu metabolismo energético (BESTEIRO et al., 2007).
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Figura 2: Morfologia das diferentes formas de Leishmania. (a) Imagem de microscopia

eletrbnica de varredura das formas promastigota prociclica, promastigota metaciclica e
amastigota. (b) Morfologia esquematica da forma promastigota presente no inseto vetor
(imagem a esquerda) e da forma amastigota presente no hospedeiro vertebrado (imagem a

direita). Fonte: Modificado de Besteiro et al.,2007.
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Apesar das diferencas morfologicas, promastigotas e amastigotas
apresentam caracteristicas metabdlicas similares e que as distinguem do
metabolismo do hospedeiro. Em termos bioquimicos, mas especificamente
quanto a bioenergética, a principal diferenca entre parasito e hospedeiro
vertebrado € que no parasito as enzimas glicoliticas sdo compartimentalizadas
em uma organela especifica chamada glicossoma (figura 2), uma caracteristica
comum a todos os tripanossomatideos, enquanto que as enzimas glicoliticas
de hospedeiros mamiferos estdo dispersas no citosol da célula (BERMAN,
1988; BALANA-FOURCE et al., 1998). A exploragdo dessa diferenga
metabdlica pode ser bastante promissora para o desenvolvimento de novos
farmacos. Inclusive os antimoniais usados no tratamento da doenca parecem
estar envolvidos com a inibicdo da glicdlise e da B-oxidacdo nos parasitos
(BERMAN, 1988).

Outra diferenca entre o parasito e o hospedeiro vertebrado consiste no
balanco redox. Os tripanosomatideos mantém seu balango redox por meio do
sistema tripanotiona/tripanotiona-redutase (TR) em substituicdo a catalase e
glutationa peroxidase dos hospedeiros vertebrados. O sistema TR ¢é
responsavel por manter a tripanotiona no estado reduzido e, dessa forma,
mantém o balang¢o redox do parasito, protegendo-o contra danos oxidativos,
acao de xenobioticos, metais pesados toxicos, além de oferecer equivalentes
redutores para a sintese de DNA (BALANA-FOURCE et al., 1998; HALDAR;
SEN; ROY, 2011). Associado ao sistema TR, o parasito ainda apresenta o
sistema tripanotiona/triparredoxina peroxidase que €& responsavel pelo
metabolismo do perdxido de hidrogénio no parasito. Brevemente, a tripanotiona
reduzida pela tripanotiona redutase transfere seus elétrons reduzindo a
triparredoxina. Por fim, a triparredoxina reduzida ira doar os elétrons (na forma
de atomos de hidrogénio) para o peréxido de hidrogénio (H202), via enzima
triparredoxina peroxidase, convertendo o H202 em 2 moléculas de agua (H20)
(TURRENS, 2004).

O ciclo biolégico inicia-se quando o inseto vetor entra em contato com o
parasito (forma amastigota) durante o repasto sanguineo em um hospedeiro
vertebrado infectado, por meio da ingestdo de formas amastigota presentes no
interior de células fagocitarias (figura 3). No trato digestorio anterior, os

amastigotas passam por um processo de diferenciagao transformando-se em
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formas promastigota prociclica ainda no sangue ingerido, o qual é envolto por
uma membrana peritréfica secretada por células presentes no inseto vetor. As
formas promastigota prociclica continuam se replicando por divisdo binaria.
Apods 3-4 dias o sangue é digerido e a membrana peritréfica € rompida,
liberando as formas promastigota, as quais podem entdo seguir dois destinos
diferentes dependendo do subgénero do parasito (ROGERS et al., 2008;
NEVES, 2011).

Caso o subgénero seja Viannia os promastigotas irdo migrar para o
intestino posterior e se organizardo nas regides do piloro e ileo, recebendo
assim a denominacdo de promastigotas haptomonas. Os mesmos ficaram
aderidos a esta regido do intestino através do flagelo e irdo continuar o
processo de replicagao até atingir a forma metaciclica (ROGERS et al., 2008;
NEVES, 2011).

Caso o subgénero seja Leishmania os promastigotas irdo se multiplicar
livremente ou aderidos a parede do estbmago. Em seguida eles irdo migrar
para regiao anterior do estbmago onde serao transformados em promastigotas
nectomonas e irdo se fixar na regidao do eséfago e faringe, local no qual serdo
diferenciados em formas promastigota metaciclica. Posteriormente, esta ultima
forma parasitaria ira migrar em direcao a faringe do vetor e se instalar na
probdscide do mesmo (ROGERS et al., 2008; NEVES, 2011).

A transmissdo para o hospedeiro vertebrado ocorrera durante o
processo de alimentacdo do flebotomineo infectado, uma vez que a porgcao
anterior do tubo digestério do mesmo esta cheio de promastigotas altamente
infectivos os quais serao regurgitados e dispensadas no local da picada. Uma
vez dentro do organismo do hospedeiro vertebrado, os promastigotas
infectantes serdo fagocitados pelas células do sistema fagocitico monuclear,
sobretudo pelos macréfagos, formando assim os fagossomos. Estes irdo se
fundir com os lisossomos e originar os fagolisossomos os quais irdo formar os
vacuolos parasitéforos (NEVES, 2011). Os promastigotas rapidamente serao
convertidos em amastigotas e irdo se adaptar no interior dos vacuolos
parasitéforos. Uma vez adaptado, os amastigotas irdo se multiplicar até esgotar
a resisténcia dos macréfagos fazendo com que a membrana dele se rompa e

0s amastigotas sejam entao liberados. Estes amastigotas disponiveis no tecido
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serao novamente fagocitados, iniciando no local da picada uma reagao
inflamatdéria (NEVES, 2011).

HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Nature Reviews | Immunoloay

Figura 3: Ciclo biologico de Leishmania.
Fonte: Modificada de SACKS, NOBEN-TRAUTH, 2002.
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4. Interagao parasito-hospedeiro

A interagéo parasito-hospedeiro configura uma etapa fundamental para o
estabelecimento e o desenvolvimento da infecgdo em células hospedeiras.
Neste sentido, os parasitos do género Leishmania apresentam-se bem
adaptados para sobreviver e multiplicar dentro de macrofagos devido sua
capacidade de modular as fungdes bioldgicas da célula hospedeira (OLIVIER;
GREGORY; FORGET, 2005; SHIO et al., 2012). De forma bem simplificada,
para que a interagdo Leishmania-macréfago ocorra sdo necessarios eventos
como 0s que se seguem: a) ligagao do parasito ao macrofago; b) internalizagéo
do parasito; c) sobrevivéncia da forma promastigota e diferenciagdo; d)
multiplicagdo da forma amastigota (YONEYAMA, 2006).

A ligacao do parasito ao macrofago e sua internalizagdo compreendem o
mecanismo denominado de fagocitose e este evento ocorre via receptores
presentes na célula hospedeira como, por exemplo, receptores do
complemento CR1 e CRS3; receptores manose-fucose; receptores de
fibronectina e as varias moléculas presentes na superficie do parasito
(BOGDAN; ROLLINGHOFF,1998; ANTOINE et al., 2004).

Uma vez fagocitado, o parasito precisa sobreviver ao meio acido e rico
em enzimas proteoliticas encontrado nos fagolisossomos. Desta forma,
moléculas secretadas e/ou expressas na superficie parasitaria como
lipofosfoglicano (LPG), glicoinositolfosfolipideos (GIPLs), proteofosfoglicanos
(PPGs), fosfatases acidas (SAPs), cisteina proteinase (CPs), glicoprotease
GP63 e outras glicoproteinas ancoradas via GPI tém sido relacionadas também
com a sobrevivéncia do parasito dentro do fagossomo ou do fagolisossomo
(figura 4) (OLIVIER et al., 2012).

O LPG é um glicoconjugado abundante encontrado na superficie de
formas promastigota do parasito, inclusive na regido do flagelo. Este
glicoconjugado é pouco expresso ou nao expresso em formas amastigota. O
LPG é essencial para sobrevivéncia inicial do parasito no macréfago uma vez
que é capaz de inibir a maturagao do fagolisossomo por induzir o acumulo de F
actina que gera uma barreira fisica a fusao fagolissosomal (HOLM et al., 2001).
Portanto, o LPG tem um importante papel na sobrevivéncia do parasito na
célula hospedeira, tendo em vista que a forma promastigota tera um tempo
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maior para se diferenciar em amastigota, forma parasitaria adaptada para
sobrevivéncia em ambiente com o pH mais acido e rico em enzimas
proteoliticas. Desta forma, o LPG é uma importante molécula na iniciacdo da

infeccado do parasito ao macréfago.

A CPs
@® GP63

@ LPGs

Cinetoplasto

@ GIPLs
@ PPGs
@ saps
® Exomas/GPe3

u CEEaaa Membrana mitocondrial

Figura 4: Fatores de viruléncia de Leishmania. Representagdo esquematica da forma
promastigota apresentando moléculas de superficie como a glicoprotease GP63,
lipofosfoglicanos (LPGs), proteofosfoglicanos (PPGs) e (glicoinositolfosfolipideos) GIPLs.
Outras biomoléculas, ndo ancoradas a membrana plasmatica, podem ser liberadas pelo
parasito via bolso flagelar, sendo elas: GP63, PPGs, fosfatases acidas (SAPs) e cisteina
proteinases (CPs). Fonte: Traduzido e modificado de OLIVIER et al., 2012.

Os GIPLs podem ser encontrados tanto na superficie da forma
promastigota quanto na forma amastigota, sendo também um glicoconjugado
abundante no parasito. Os GIPLs apresentam um papel importante na
sobrevivéncia e multiplicagdo do amastigota no macroéfago, uma vez que
evidéncias apontam que os GIPLs estdo envolvidos na modulagédo de vias de
sinalizagdo no macréfago (GIORGIO et al., 2003). No promastigota, os GIPLs
(85% do total) encontram-se enriquecidos em regides especializadas da
membrana plasmaticas e denominadas de microdominios de membrana ou
microdomineos lipidicos. Tais regides da membrana estdo envolvidas com o
processo de infetividade do parasito, tendo em vista que o tratamento do
promastigota com metil-B-ciclodextrina, um agente que causa desestabilizagcao
dos microdominios, promove diminuicdo significativa na infectividade,
sugerindo assim um importante papel dos microdomineos lipidicos e seus
componentes na viruléncia do parasito (YONEYAMA, 2006; OLIVIER, 2012).

Os PPGs podem ser adicionados a ancoras de GPIl no reticulo
endoplasmatico ou ser secretado tanto pelo promastigota (forma filamentosa)
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quanto pelo amastigota (forma ndo filamentosa). Acredita-se que a forma
filamentosa dos PPGs esteja relacionada com o aumento do numero de
picadas dos flebotomineos, elevando assim a chance de transmissao da
doenca (lIG, 2000; ROGERS et al., 2004). Além desta agao no vetor, os PPGs
estdo envolvidos com a modulagdo da atividade da arginase, enzima que gera
poliaminas essenciais ao crescimento do parasito. Ainda por meio desta acao
na arginase, os PPGs sdo capazes de reduzir a L-arginina, substrato
necessario para que a enzima oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) da célula
hospedeira possa produzir o o6xido nitrico (NO). Assim, os PPGs também
atuam interferindo com a capacidade microbicida da célula hospedeira
(ROGERS et al., 2009).

A glicoproteina ancorada via GPI, conhecida como GP63 ou
leishmanolisina, € a principal glicoproteina presente em promastigotas e
também pode ser encontrada em amastigotas. A GP63 € uma metaloprotease
dependente de zinco com aproximadamente 60 kDa que parece estar
associada com a clivagem da regidao C3b, auxiliando assim no escape do
parasito da lise mediada pelo sistema complemento (BRITTINGHAM et al.,
1995). Esta glicoproteina também foi encontrada interagindo com receptores de
fibronectina, o que facilitaria a aderéncia das promastigotas ao macréfago
(BRITTINGHAM et al., 1999). No amastigota a GP63 também parece ter um
papel importante na sobrevivéncia desta forma parasitaria no interior do
fagolisossomo. Um estudo mostrou que proteinas revestidas com GP63
extraida da Leishmania mexicana e aprisionadas no fagolisossomo ficavam
protegidas da degradacéao fagolisossomal (CHAUDHURI et al, 1989). Ainda, a
reducdo na expressao de GP63 resulta em diminuicdo da sobrevivéncia
intracelular da L. (L.) amazonensis (CHEN et al., 2000). Esses resultados

confirmam o importante papel protetivo da GP63 em formas amastigota.

5. Manifestacoes clinicas.

As leishmanioses podem se apresentar sob duas principais formas: a
leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). A primeira forma, a
LT, é causada por espécies de parasito que ndo apresentam tropismo por
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orgaos, estando assim, relacionadas com o desenvolvimento de manifestagdes
clinicas na pele e/ou mucosas. A segunda forma, a LV, envolve espécies que
apresentam tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do figado, bacgo e
medula Ossea, apresentando dessa forma, comprometimento desses 6rgaos
(NEVES, 2011).

5.1 Leishmaniose tegumentar (LT)

A LT pode acometer tanto humanos quanto animais silvestres e
domeésticos e € classificada como uma enfermidade polimoérfica, uma vez que
pode provocar lesdes tanto na pele e/ou mucosas (cutadnea ou muco-cutaneo,
respectivamente) em diferentes areas do corpo, as quais podem resultar na
desfiguracao total ou parcial, além de gerar cicatrizes permanentes. (NEVES,
2011). Esta forma da doenga apresenta uma elevada probabilidade de causar
deformidades comprometendo, dessa forma, a vida psicossocial e econémica
do individuo afetado. A LT encontra-se entre as seis doengas infecciosas de
maior importancia no mundo (BRASIL, 2013; SKRABA et al., 2014).

Uma ampla variedade de formas clinicas associadas a LT pode ser
encontrada nos pacientes. A espécie do parasito, as condicdes ambientais e a
resposta imunolégica do hospedeiro frente a infeccdo serdao de extrema
importancia para o direcionamento da manifestacdo clinica (BRELAZ et al.,
2012; VIEIRA et al., 2013). Neste contexto, a LT pode ser sudividida em
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutaneomucosa (LCM) e
leishmaniose cutanea difusa (LCD) (NEVES, 2011).

- Leishmaniose cutdnea (LC):

A LC é a forma mais comum da doenca, sendo caracterizada por lesées
ulcerativas, indolor, com formato arredondado, bordas delimitadas e elevadas,
estando confinadas na derme. A LC geralmente esta presente em locais do
corpo os quais ficam expostos a picada, como por exemplo, bracos, pernas e
rosto. Quando nao tratadas as lesbes podem se desenvolver para auto-cura ou

podem ainda permanecerem ativas por varios anos, podendo coexistir com

31



lesbes mucosas que podem surgir posteriormente (NEVES, 2011; BRASIL,
2013). As principais espécies associadas LC e prevalentes no Brasil sdo: L.
(V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) lainsoni
(NEVES, 2011).

- Leishmaniose cutaneomucosa (LCM):

A LCM compromete de forma parcial ou total a mucosa do nariz, boca e
garganta, promovendo uma destrui¢cdo tecidual progressiva da cartilagem com
o aparecimento de lesdes desfigurantes associada a uma resposta inflamatéria
exacerbada (AMATO et al., 2003, 2008, TUON et al., 2008; PALMEIRO et al.,
2012). As espécies mais comuns no Brasil associadas com o desenvolvimento
desta forma clinica sao a L. (V.) braziliensis € menos comumente a L.(V.)
guyanensis. Pacientes com a forma mucosa frequentemente apresentaram no
passado lesbes compativeis com a forma cutanea, sendo que uma parte dos
pacientes apresentaram auséncia de tratamento, ou ainda um tratamento
inadequado, os quais resultaram no desenvolvimento da forma mucosa.
(NEVES, 2011; BRASIL, 2013).

- Leishmaniose cutianea difusa (LCD):

A LCD é uma forma clinica relativamente rara e que requer muita
atencdo, ja que consiste em uma forma grave da doenca, com carater
progressivo e que nao responde bem ao tratamento convencional. Esta
manifestagao clinica é caracterizada por lesdes difusas formando ndédulos nao
ulcerados por toda a pele, apresentando um grande numero de amastigotas. A
principal espécie prevalente no Brasil associada com a LCD é a L. (L.)
amazonensis (NEVES, 2011; BRASIL, 2013).

Aproximadamente 40% dos pacientes parasitados com L. (L.)
amazonensis desenvolvem a forma cutanea difusa da doenca, uma vez que
podem ocorrem metastases do parasito através dos vasos linfaticos ou da

migragao através dos macrofagos parasitados (NEVES, 2011).
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5.2 Leishmaniose visceral (LV)

A LV, também conhecida como Kala-Azar, € uma doenga crénica, grave
e que apresenta uma alta letalidade quando nao tratada. Apesar de existir
tratamento disponivel, esta forma clinica é responsavel por uma alta taxa de
mortalidade, sendo classificada pela OMS como uma das doengas mais
relevantes transmitidas por vetores. Os sintomas podem variar desde
manifestagdes oligossintomaticas até manifestacdo graves, as quais incluem
febre prolongada e irregular, hepatoesplenomegalia e/ou linfadenopatia, perda
de peso e anemia, podendo apresentar ainda desnutrigdo grave, ictericia,
hemorragia e ascite. Os 6rgdos mais acometidos sao o bago, figado, linfonodos
e medula éssea e os fatores de risco que estdo associados a esta forma clinica
sdo: desnutricdo, coinfeccao com HIV e uso de farmacos imunossupressores
ou drogas ilicitas (NEVES, 2011; ALVAR 2012). A LV esta presente no mundo
todo e seus agentes etioldgicos compreendem: L. (L.) donovani, encontrada
principalmente na Africa e india e L. (L.) infantum, encontrada na Europa, Norte
da Africa e América Latina (MAURICIO; STOTHARD;MILES, 2000 e LUKES et
al., 2007)

A LV pode evoluir da forma aguda para forma crénica e ainda apresenta
o risco do desenvolvimento de uma forma cuténea cronica conhecida como
leishmaniose dérmica pés-calazar (LDPK). A LDPK é uma manifestacao
provocada pela espécie L. (L.) donovani em pessoas que fizeram o tratamento
da LV. E caracterizada pela ocorréncia de areas com hipopigmentacéo,
papulas ou maculas e as vezes nodulos, além disso, a LDPK ocorre
principalmente nas regides como face, tronco e membros (NEVES, 2011;
BRASIL, 2014).

6. Tratamento

A escolha da terapia das leishmanioses esta fundamentada em alguns
critérios importantes, como por exemplo, a espécie do parasito, sua
epidemiologia e os aspectos clinicos do paciente (COELHO, 2010). Neste

sentido a OMS preconiza como tratamento farmacolégico as seguintes drogas:
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antimoniais pentavalentes, pentamidinas, anfotericina B, paramomicina e

miltefosina (tabela 2).

Tabela 2: Drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses associadas com dados de
eficacia, vantagens, limitagdes e custo.

Droga

Anfotericina B

Anfotericina B
lipossomal

Miltefosina

Paramomicina

Pentamidina

Antimoniais
Pentavalentes:
antimoniato de

meglumina e
estibogluconato

de sddio

Eficacia

>95 %

~ 100 %

94 -97 %

95 %
(india)
46 -85 %
(Africa)

70 -80 %

35-95%

Vantagens

Eficiente contra
espécies resistentes
ao antimonial
pentavalente;

N&o foram
documentados casos
de resisténcia;
Baixa toxicidade;

Altamente potente;
Primeira droga oral
contraLV e LT;

Baixo custo;

Uso potencial em
terapias combinadas;

Baixo custo;
Pode ser usado
combinado com a
Anfotericina B
em pacientes
gravidas ou em
idosos;

. Custo
Limitacoes
s ($)
Pode causar miocardite,
hipocalemia, toxicidade renal e ~100
reagdes no local da infusao;
Elevado custo;
Toxicidade renal; 280
Elevada toxicidade, sobretudo no
figado e rins; ~70

Complicagdes gastrointestinais;
Causa teratogenicidade;

Dor no local da injecéo;
Hepatotoxicidade; 10
Ototoxicidade reversivel;

Toxicidade renal;
Miocardites;
Hipotensao e hipoglicemia;
Febre;

~ 100

Resisténcia ao farmaco
(Observada na india);
Complicagdes cardiacas e arritmias
fatais;

Artralgia, mialgia, pancreatite;
Aumento da Toxicidade em
pacientes HIV positivos;

50-70

Fonte: Modificada de NAGLE, 2014.

6.1 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalente tém sido extensivamente utilizados na

terapéutica das leishmanioses, sendo o mesmo indicado como droga de

primeira escolha desde 1945 nos diversos locais do mundo (RAMA et al.,

2015). O primeiro relato sobre o uso dos antimoniais em Leishmania foi

realizado pelo médico brasileiro Gaspar Vianna que mostrou o uso da forma
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trivalente (Sblll) para o tratamento da leishmaniose muco-cutanea (VIANNA,
1912). A atividade anti-Leishmania foi confirmada posteriormente também para
a leishmaniose visceral na Italia e na Africa (DI CRISTINA; CARONIA, 1915;
COLE, 1944). Entretanto, devido a elevada toxicidade produzida por esta
droga, anos depois a forma pentavalente do antimonial (SbV) foi descoberta e
€ utilizada até os dias atuais para o tratamento da maioria das leishmanioses
(RATH, 2003).

Os SbV podem se apresentar sob duas formas diferentes, o antimoniato
de meglumina, também conhecido comercialmente como Glucantime® e o
estibogluconato de sédio, conhecido comercialmente por Pentostan®. As duas
exibem uma baixa absor¢do oral sendo, portanto administradas via parenteral
(via intramuscular ou intravenosa) (BALANA-FOURCE et al., 1998; RATH et al.,
2003).

Apesar do uso extensivo do SbV o mecanismo de a¢do da droga ainda
nao esta completamente elucidado. Varias investigagdes tém sido realizadas a
fim de entender sua atuagao no parasito. Neste contexto duas hipoteses sao
consideradas: 1) A primeira € baseada na possibilidade do SbV se comportar
como uma pré-droga a qual sofreria redugao biolégica para sua forma mais
ativa/toxica, o Sblll. Entretanto, o0 mecanismo pela qual esta redugcdo ocorre
ainda permanece contraditério. O Sblll possivelmente atua na inibicdo da
tripanotiona redutase, enzima que, conforme descrito anteriormente, é
responsavel por regenerar a tripanotiona reduzida, essencial para a destruicéo
do H202 pelo sistema tripanotiona/triparredoxina peroxidase. Assim, o Sblll
resultaria na morte do parasito por interferir no balango redox do parasito.
Outra possivel agcao para o Sblll seria a ligacdo em proteinas envolvidas na
replicacao e reparo do DNA do parasito, interferindo assim na sua capacidade
de multiplicacdo (HALDAR; SEN; ROY, 2011 FERREIRA et al, 2003). lIl) O
segundo modelo prevé que o SbV seja o responsavel por produzir o efeito anti-
Leishmania. Entretanto, é discutido se o SbV atue diretamente no parasito ou
se a droga promova ativagdo dos macrofagos, induzindo assim a produgéo de
espécies reativas de oxigénio (HALDAR; SEN; ROY, 2011).

Os antimoniais estdo associados a uma série de efeitos adversos, tais
como mialgia, artralgia, cefaleia, febre, nauseas e vomitos, podendo resultar

em efeitos mais graves como hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e toxicidade
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renal. Além disso, os pacientes precisam ficar hospitalizados, uma vez que a
droga deve ser administrada por via parenteral e com monitoracdo dos
pacientes. A respeito da contraindicagdo, os antimoniais nédo devem ser
utilizados por pacientes com insuficiéncia renal e hepatica ou por mulheres
gravidas (possibilidade de teratogenicidade) (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
GARCIA-ALMAGRO, 2005; MITROPOULOS;KONIDAS;DURKIN-KONIDAS,
2010).

Outro grande problema associado com esta terapia consiste na elevada
taxa de resisténcia que vem sendo observada. Estudos recentes desenvolvidos
na India mostram que a resisténcia aos antimoniais pode chegar até 65 % dos
casos (CABALLERO; SALAS; SANCHEZ-MORENO, 2015).

No Brasil, preconiza-se o uso dos antimoniais pentavalentes como droga
de primeira escolha tanto para LT quanto para LV. Nao havendo resposta
satisfatéria do tratamento ou em casos de contraindicagcdo, as drogas de
segunda escolha utilizadas séo: as pentamidinas e a anfotericina B para LT e
para a LV a anfotericina B e suas formulagdes lipossomais, as pentamidinas ou
ainda imunomoduladores (interferon gama e GM-CSF) sendo que, as duas
ultimas formulagdes encontram-se em fase de investigacdo (BRASIL, 2013;
BRASIL 214).

6.2 Pentamidinas

A pentamidina foi originalmente utilizada para o tratamento da
tripanossomiase Africana (LOURIE et al.,, 1939, 1942). Seu primeiro uso no
tratamento da LV foi reportado em 1949 na india e em 1950 na Espanha
(HAZARIKA, 1949; MARTINEZ;GUASCH;LLAURADO, 1950). Estruturalmente
esta droga consiste em uma diamina aromatica, disponivel em duas formas
diferentes: o isotionato de pentamidina ou comercialmente conhecido como
pentamidina® e o mesilato de pentamidina, comercialmente conhecido como
lomidina® (DE PAULA et al., 2003).

O mecanismo de acdo das pentamidinas ainda ndo esta bem
esclarecido. Entretanto, acredita-se que a droga possa interferir na biossintese

de macromoléculas tais como DNA, RNA, proteinas e fosfolipideos
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(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Este medicamento pode levar a um quadro
de hipoglicemia seguido de hiperglicemia, ja que as pentamidinas podem
induzir a citolise das células beta do pancreas por um mecanismo que ainda
nao esta bem definido. Portanto, o paciente que faz o uso desta medicagao
deve ser orientado a alimentar-se anteriormente, assim como permanecer em
repouso 15 minutos antes e depois da administracdo do medicamento
(BRASIL, 2013).

No Brasil, a pentamidina tem sido utilizada como droga de segunda
escolha para o tratamento da LT ou LV (MITROPOULOS;KONIDAS;DURKIN-
KONIDAS, 2010). A droga também tem sido empregada como primeira escolha
para a leishmaniose cutdnea causada pela L. (V.) guyanensis na Guiana
Francesa e no Suriname (ROUSSEL et al., 2006).

Os efeitos adversos mais comuns associados a terapia com as
pentamidinas sao hipoglicemia e hiperglicemia, nauseas, vOmitos, tontura,
mialgias, cefaleia, hipotensdo, sincope e Lipotimia (perda da forgca muscular,
porém sem a perda da consciéncia), além de dor e abscessos no local da
aplicagdo. Além disso, as pentamidinas s&o contraindicadas em caso de
gestacdo, diabetes, insuficiéncia renal e hepatica, doengas cardiacas e em
criangas com peso inferior a 48 kg (BRASIL, 2013; MCGWIRE; SATOSKAR,
2014).

6.3 Anfotericina B

A anfotericina B € um antibiético poliénico isolado inicialmente do
microrganismo Streptomyces nodosus na década de 50 com potente acgao
antifungica. A agao deste antibiotico foi primeiramente reportada em 1960 por
meio de estudos in vitro os quais avaliaram o efeito da Anfotericina B em
Leishmania (Viannia) braziliensis (FURTADO;CISALPINO;SANTOS, 1960). O
primeiro relato associado ao tratamento de pacientes com a Anfotericina B que
obteve sucesso foi realizado no Brasil no ano de 1963 em trés individuos que
apresentavam a LV (PRATA, 1963).

A anfotericina B € uma potente droga leishmanicida que atua tanto na

forma promastigota quanto na forma amastigota e apresenta toxicidade
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seletiva, devido a sua interferéncia nos ésteres da membrana citoplasmatica
(preferencialmente o ergosterol) da Leishmania, levando a formagéao de poros
na membrana parasitaria, os quais aumentam a permeabilidade e promovem
influxo de ions. Esse processo gera alteragdes no balango iénico, culminando
com a morte do parasito (HANDLER et al., 2015).

Entre os principais efeitos adversos resultantes da utilizagdo da
anfotericina B estao: febre, nauseas, vomitos, hipopotassemia e flebite no local
da infuséo, além de efeitos adversos importantes como anorexia, insuficiéncia
renal, anemia, leucopenia e alteragdes cardiacas. A anfotericina B ndo deve
ser utilizada por cardiopatas, hepatopatas e principalmente nefropatas.
Adicionalmente é necessario realizar o monitoramento semanal por meio de
exames como o eletrocardiograma, dosagens de enzimas hepaticas
(transaminases e fosfatase alcalina), além de dosagem dos marcadores de
fungdo renal (ureia e a creatinina) (BRASIL, 2013).

A anfotericina B é utilizada no Brasil como droga de segunda escolha
para o tratamento de LT e LV. Entretanto em algumas regides a droga tem sido
comumente utilizada para o tratamento da LV e em situagcbes onde a
resisténcia ao antimonial é muito difundida (BRASIL, 2013; SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2015).

Devido a elevada toxicidade da anfotericina B e aos extensos efeitos
adversos causados por ela, uma nova apresentacao deste medicamento tém
sido desenvolvida, a anfotericina B lipossomal. Trata-se de uma formulacéo
onde a anfotericina B € incorporada em lipossomas feitos com fosfatidilcolina,
colesterol e disterolfosfatidilglicerol. Nesta formulagdo a droga atinge niveis
plasmaticos mais elevados que a anfotericina B, além de estar relacionada com
a diminuicdo de efeitos adversos. Entretanto, seu valor agregado € elevado,
constituindo assim um importante obstaculo para os Orgdos de Salde
(BRASIL, 2013; NAGLE et al., 2014; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

No Brasil, a anfotericina B lipossomal esta registrada na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o uso no tratamento da LV e
nao da LT. Entretanto, o uso na LT esta restrito aos casos no qual outras
terapias sao contraindicadas ou quando nao apresentam sucesso terapéutico
(BRASIL, 2013).
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6.4 Paramomicina

A paramomicina € um antibiético aminoglicosidico de amplo espectro
isolado da bactéria Streptomyces krestomuceticus que bloqueia a sintese de
proteinas ao se ligar ao RNA ribossomal, sendo indicado para infecgbes do
trato gastrointestinal (NAGLE, 2014). As formulacbes deste medicamento para
o tratamento de LV tém sido designadas para uso por via parenteral. Em caso
de LT, tanto a via parenteral quanto a via tépica sao indicadas (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2015).

Os efeitos adversos associados a paramomicina incluem: prurido,
erupcao cutdnea e ardéncia, para as formulacdes de uso tdpico; e
ototoxicidade, instabilidade vestibular e nefrotoxicidade, para as formulagdes
de uso sistémico (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Uma das grandes
vantagens deste farmaco esta relacionada com o baixo custo do tratamento,
uma vez que é necessario o investimento de somente 10 ddlares por paciente
(tabela 2) (NAGLE, 2014).

6.5 Miltefosina

A miltefosina foi inicialmente desenvolvida como uma droga anti-cancer,
tendo sua acao leishmanicida testada em 1996 por Croft e colaboradores os
quais verificaram sua atividade in vitro contra formas amastigotas de
Leishmania donovani e Trypanosoma cruzi (CROFT; SNOWDON; YARDLEY,
1996; NAGLE, 2014,).

Seu mecanismo de acao ainda nao esta bem esclarecido, entretanto,
acredita-se que a droga atue de forma semelhante ao mecanismo de acdo em
células tumorais, envolvendo a apoptose e a perturbagao da via de sinalizagao
celular dependente de lipideos (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

A miltefosina tem apresentando bons resultados, principalmente para o
tratamento oral de LT, uma vez que a mesma apresenta uma baixa toxicidade
quando comparada com os antimoniais (MACHADO et al., 2010). A droga
também é utilizada como segunda escolha para o tratamento de LV em alguns

paises. Entretanto, no Brasil a miltefosina ainda n&o é utilizada para o
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tratamento de nenhuma das leishmanioses (BRASIL, 2013; BRASIL 2014;
NAGLE, 2014).

Os efeitos adversos associados com esta droga sdo nauseas, vomitos e
ocasionalmente hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (NAGLE, 2014; SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015). As limitacdes desta terapia incluem o custo elevado
da droga, necessidade de monitoramento dos efeitos gastrointestinais,
teratogenicidade, além da sua elevada vulnerabilidade ao desenvolvimento de
resisténcia ao medicamento (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Diante do exposto, é evidente a necessidade do desenvolvido de novos
agentes terapéuticos os quais apresentem uma menor quantidade de efeitos
colaterais, menor custo e facilidade de administragdo no paciente, uma vez que
a maioria dos medicamentos atualmente disponiveis requer administragcéo por

via parenteral, com o paciente em um ambiente hospitalar.

7. Potencial terapéutico de complexos metalicos: complexos de ruténio

No ambito da terapéutica a Quimica Bioinorgadnica ou Bioquimica
Inorgéanica surge como uma importante area de estudo para a descoberta de
novos farmacos. A Quimica Bioinorgéanica teve seu marco na década de 60 por
meio dos estudos de Rosenberg e colaboradores, os quais descreveram as
propriedades antitumorais exibidas pela cis-platina, um complexo de Pt (lll)
(ROSENBERG, VANCAMP, KRIGAS, 1965).

O sucesso da cisplatina desencadeou uma intensa busca por
metalodrogas que apresentassem atividade biologica. Assim, inumeros estudos
mostraram a utilizagdo de complexos metalicos em diferentes patologias tais
como o cancer (KOMEDA; CASINI, 2012; PEREIRA et al., 2015), problemas
cardiovasculares (BATES et al., 1991) e parasitoses (SANCHEZ-DELGADO,
1993; MARTINEZ et al., 2012; BARBOSA et al., 2014).

Protozoarios da familia Trypanosomatidae sdo consideradas células
altamente proliferativas, assim como as células tumorais. Essa alta taxa
replicativa requer uma grande demanda de nutrientes, o que resulta em
semelhangas metabdlicas entre células tumorais e tais parasitos. Tendo em
vista que muitas drogas antitumorais baseiam-se no impedimento de obtengao

de nutrientes ou geracdo de energia suficiente para essa alta demanda
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metabdlica, é esperado que muitos agentes quimioterapicos apresentem acao
contra protozoarios tripanosomatideos, como é o caso de Leishmania (BORST,
1977). Desta forma, o uso de complexos metalicos que apresentem atividade
antitumoral tem representado uma estratégia promissora para o0
desenvolvimento de novas terapias antiparasitarias (CABALLERO; SALAS;
SANCHEZ-MORENO, 2015).

Os primeiros relatos envolvendo a aplicagdo de complexos metalicos em
doencas parasitarias causadas por tripanosomatideos foi realizado por
Williamson e Farrell que verificaram a atividade in vitro de complexos
relacionados com a cis-platina contra o Trypanosoma rhodesiense (FARRELL,
1989; FARRELL; WILLIAMSON; MCLAREN, 1984).

Varias tentativas de desenvolvimento de metalodrogas com agao
antiparasitaria estdo em andamento e levam em consideracdo algumas
estratégias (NAVARRO et al, 2010; GAMBINO; OTERO, 2012), sendo elas: a
inclusdo de um centro metalico na estrutura de uma droga antiparasitaria para
promover um aumento das propriedades farmacoldgicas devido a uma acgéao
sinérgica entre a droga e o metal, através de multiplos mecanismos de ag¢ado; a
coordenacao do metal com intercaladores de DNA para promover inibicdo da
multiplicagdo do parasito; e coordenagcdo do metal com ligantes ou inibidores
que atuem especificamente em enzimas parasitarias por permitir o carreamento
do metal de forma seletiva para o parasito.

A interagdo dos complexos metalicos com o DNA foi vista por LOWE e
colaboradores através de um estudo que verificou a atividade in vitro da platina
complexada a um intercalador de DNA (2,2":6',2"-terpyridine) em Leishmania
donovani, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei. O complexo sintetizado
foi capaz de inibir 100% do crescimento das formas amastigota de Leishmania
donovani e 78% das formas amastigota do Trypanosoma cruzi (LOWE, 1999).
Outro estudo realizado in vitro utilizando o ouro complexado a intercaladores de
DNA mostrou atividade anti-proliferativa dose-dependente em promastigotas de
Leishmania (Leishmania) mexicana (NAVARRO et al., 2007).

Inibidores de enzimas do sistema antioxidante presente em
tripanosomatideos também podem ser considerados alvos importantes para o
desenvolvimento de novos farmacos, tendo em vista que esses parasitos

mantém seu balangco redox por meio do sistema TR, exclusivo dos
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tripanosomatideos (KRAUTH-SIEGEL; BAUER; SCHIRMER, 2005; NAVARRO
et al, 2007). A interferéncia no balango redox foi verificada em um estudo
realizado in vitro com complexos de paladio (ll), o qual causou uma elevada
inibicdo no crescimento de Trypanosoma cruzi. Os antimoniais possivelmente
exercem interferéncia no balanco redox do parasito. Em 2009 Baiocco e
colaboradores descreveram pela primeira vez a capacidade do Sblll, um semi
metal, em inibir a tripanotiona redutase de Leishmania (Leishmania) infantum
(BAIOCCO et al., 2009).

A ideia de desenvolvimento de complexos metalicos com alta
seletividade para biomoléculas do parasito em detrimento as biomoléculas do
hospedeiro constitui um aspecto bastante interessante para o design de novos
farmacos (NAVARRO et al., 2010). Esse direcionamento alvo-especifico levaria
o metal diretamente ao local de agao, minimizando as interagdes inespecificas
e reduzindo os efeitos colaterais (CABALLERO; SALAS; SANCHEZ-MORENO,
2015).

O ruténio (Ru) é um metal de transicdo e, assim como a platina,
apresenta diferentes estagios de oxidagéo, sendo eles: Ru (ll), Ru (lll) e Ru
(IV). A avaliacédo do potencial quimioterapico de complexos de ruténio, tanto no
estado de oxidacao Il ou Il tem sido amplamente realizada para inumeras
doencgas. Seu uso como agente contra o cancer tem mostrado resultados
bastante promissores e assim, pode ser considerado como uma alternativa ao
tratamento antitumoral envolvendo o uso da platina. Alguns complexos de
ruténio ja se encontram em estado de triagem clinica para terapia contra o
cancer (BRATSOS et al, 2007; HARTINGER et al, 2008).

Entre as principais propriedades quimicas e biolégicas relacionadas aos
complexos de ruténio e que tornam esses complexos bastante interessantes
para o desenvolvimento de novas drogas est&o:

(1) A geometria octaédrica dos complexos de ruténio que oferece mais
possibilidades de coordenagdo com alvos moleculares mais relevantes, além
de favorecer mudangas no estado de oxidagdo do ruténio sem grandes
exigéncias energéticas (GAMBINO; OTERO, 2012);

(2) Ambos os estados de oxidagao biologicamente mais relevantes (Il e

[Il) exibem grande versatilidade de coordenagcdo com atomos de enxofre e
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nitrogénio, os quais estao presentes em moléculas como o DNA e proteinas
(enzimas, proteinas celulares ou plasmaticas) (GAMBINO; OTERO, 2012);

(3) Os complexos de ruténio (lll) podem sofrer redugao para ruténio (Il)
por acado de enzimas celulares e, alternativamente, os complexos de ruténio (I1)
podem ser oxidados por agdo do oxigénio molecular e citocromo oxidase,
passando a ruténio (lll) (ALLARDYCE et al, 2005). A mudanga do estado de
oxidacédo poderia ser explorada para o desenvolvimento de pro-drogas, que
poderiam ser ativadas por bioredugcdo em estado de hipdxia em tecidos
tumorais e ter sua atividade reduzida pela reoxidacdo em células normais e
com disponibilidade de oxigénio, uma vez que os complexos de Ru (lll)
parecem ser mais inertes do que os de Ru (ll). Inclusive, acredita-se que in vivo
a acao dos complexos de Ru (lll) seja dependente da bioreducdo em
complexos de Ru (Il) (YAN et al, 2005);

(4) A baixa toxicidade em seres humanos, provavelmente devido a
mimetizagdo ao metabolismo do ferro, constitui um fator favoravel ao uso
desses complexos. Isso acontece porque os complexos de ruténio apresentam
afinidade de ligagdo em biomoléculas como proteinas séricas (soroalbumina e
transferina) que contribuiram para diminui¢do da toxicidade do ruténio. Além
disso, as semelhancas metabdlicas com ferro contribuem para a absorgao
desses complexos em células tumorais, uma vez que estas células apresentam
alta demanda de ferro em comparagcao as células normais. Inclusive, células
tumorais exibem em sua superficie uma quantidade aumentada de receptores
de transferrina, fato que favoreceria a entrada dos complexos de ruténio nas
células tumorais (ALLARDYCE; DYSON, 2001; ANG; DYSON, 2006).
Interessantemente, protozoarios parasitas também apresentam alta demanda
de ferro para sustentar as suas fungdes biolégicas essenciais, sendo este mais
um ponto favoravel a avaliagao do potencial desses complexos em parasitos.

O trabalho pioneiro de Sanchez-Delgado, a mais de 20 anos atras,
representou o ponto de partida para o uso de complexos de ruténio como
metalodrogas para o tratamento de infeccdes parasitarias (SANCHEZ-
DELGADO, 1993). Neste trabalho, a intencdo foi elucidar a questdo do
sinergismo entre droga e metal e a multiplicidade de alvos farmacoldgicos.
Assim, o pesquisador desenvolveu complexos de ruténio coordenados com as

drogas clotrimazol (CTZ) — [RuCI2(CTZ):] e, posteriormente com o cetoconazol
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(KTZ) (SANCHEZ-DELGADO et al, 1993; SANCHEZ-DELGADO; ANZELLOTI,
2004) . CTZ e KTZ sao drogas antifungicas que atuam por meio de inibigdo na
via de biossintese de esterdis e também exibem atividade moderada contra
tripanosomatideos. [RuCl2(CTZ)2] apresentou in vitro uma atividade 10 vezes
mais potente contra T. cruzi quando comparado a acdo de CTZ livre
(SANCHEZ-DELGADO, 1993). Ainda, com relac&o a hipétese de multiplicidade
de alvos, ficou determinado que a ligagdo de [RuCIl2(CTZ)2] ao DNA promoveria
a liberacdo de CTZ, o qual apresentaria sua classica agdo na via de
biossintese de esterdis (SANCHEZ-DELGADO et al, 1993; SANCHEZ-
DELGADO et al, 1998; NAVARRO et al, 2000).

Complexos de ruténio coordenados com CTZ também mostraram
sinergismo em Leishmania. Estudos in vitro mostraram que 8 complexos
associados ao CTZ exibiram toxicidade contra formas promastigota de
Leishmania (Leishmania) major e que esta acao foi notadamente superior a
atividade de CTZ livre. Ainda, alguns desses complexos associdados ao CTZ
apresentaram também atividade contra amastigota intracelular (MARTINEZ et
al 2012). Em 2013, Iniguez e colaboradores testaram a atividade anti-
Leishmania de complexos de ruténio coordenados com o KTZ e observaram
que tais complexos associados apresentam atividade contra promastigota e
amastigota intracelular de Leishmania (Leishmania) major que também é
superior a acdo de KTZ livre (INIGUEZ;SANCHEZ;VASQUEZ, 2013).

Recentemente, outro estudo, mostrou que a coordenacédo de complexos
de ruténio com lapachol, que detem acdo antitumoral e antimicrobicida,
resultou em complexos com atividade anti-Leishmania (promastigota e
amastigota intracelular) mais potente do que o lapachol livre (BARBOSA et al.,
2014). Os dados de atividade contra tripanosomatideos obtidos com os
complexos de ruténio associados com drogas, em conjunto, confirmam a agéo
sinérgica entre o0 metal e a droga e dessa forma, destacam o potencial
terapéutico desses complexos metalicos.

Por fim, é evidente a necessidade de desenvolvimento de novas terapias
para as leishmanioses, tendo em vista que as drogas atualmente disponiveis
para o tratamento muitas vezes estdo associadas com uma série de efeitos
colaterais e com a possibilidade de resisténcia parasitaria ao medicamento.

Essa caréncia de medicamentos é resultado da falta investimento na pesquisa
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voltada para a busca de novas drogas para o tratamento da leishmaniose.
Dados publicados em 2013 revelam que nos anos de 2000 a 2011 um total de
850 novos produtos terapéuticos (novas entidades quimicas, novas indicagoes,
novas formulacdes, novas combinag¢des de doses-fixadas e novas vacinas ou
produtos biolégicos) foram aprovados por diferentes entidades regulares. Deste
montante somente 37 produtos (cerca de 4%) estavam relacionados com uso
em doencgas negligenciadas. Neste mesmo periodo, considerando somente as
novas entidades quimicas, de um total de 336 novos compostos, apenas 1% foi
indicado para doencas negligenciadas. Tal fato comprova a necessidade de
estudos voltados ao desenvolvimento de novas terapéuticas para este grupo de
doencas (PEDRIQUE et al., 2013).

Considerando a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos
para o tratamento da leishmaniose e o potencial terapéutico dos complexos de
ruténio, este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o potencial anti-
Leishmania de 3 novos complexos de ruténio (Il), bem como verificar seu efeito

na interagao parasito-hospedeiro.
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Abstract

Objectives: The present study aims to evaluate the anti-Leishmania potential of
new ruthenium (Il) complexes (1-3) in the promastigote cytotoxicity and their
effect on parasite-host interaction.

Methods: The cytotoxicity of complexes was analyzed by MTT assay on
promastigote forms of Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) infantum and murine
macrophages cell line RAW 264.7. The effect of complexes on parasite-host
interaction was evaluated by in vitro infectivity assay performed in the presence
of two different concentrations of each complex: ICso value for promastigote and
non-toxic concentration for 90% of RAW 264.7 macrophages.

Results: Complexes 1-3 exhibited potent cytotoxic activity against all

Leishmania species assayed. The ICso values ranged from 7.52 — 12.59 yM
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(complex 1); 0.70 — 3.28 pyM (complex 2) and 0.52 — 1.17 yM (complex 3). All
complexes caused significant inhibitions on infectivity index for both tested
concentrations. The infectivity inhibitions ranged from 37 to 85%. Interestingly,
the statistical analysis comparing the infectivity inhibitions due the complex
action for both tested concentrations showed no significant difference, except
for the complex 2 on Leishmania (Leishmania) infantum. The infectivity
inhibitions were result of reductions both in percentage of infected macrophages
and number of parasites per macrophage.

Conclusions: Taken together the results suggest remarkable leishmanicidal

activity in vitro for these new ruthenium (Il) complexes.

Keywords: cytotoxicity, infectivity inhibition, Leishmania, ruthenium (Il)

complexes.

1. Introduction

Leishmaniasis is a neglected disease caused by protozoan parasites
distributed in more than 21 species of the Leishmania genus and its
transmission to humans occurs through the bite of infected female sandflies.?
The disease is endemic in over 98 countries, predominantly in tropical,
subtropical and southern Europe regions and it is estimated that 350 million
people are at risk of infection.?® Based on clinical manifestations, is
leishmaniasis is classified into: Tegumentary Leishmaniasis (TL) that affects the
skin (cutaneous) and/or mucous membranes (mucocutaneous), causing ulcers
in different areas of the body, which can result in permanent scarring and
desfigurement; and Visceral Leishmaniasis (VL), a severe form of the disease
that affects organs, especially liver and spleen, and if untreated it can be fatal.
In Brazil, Leishmania (Leishmania) amazonensis and Leishmania (Viannia)
braziliensis are the main causative species of American Tegumentary
Leishmaniasis (ATL), leading to the cutaneous and mucocutaneous forms,
respectively.>%7 Leishmania (Leishmania) infantum is the species most
commonly isolated in patients with VL in Latin America and North Africa and

recent studies have shown an increase of VL infections worldwide.?8
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The current available treatment for ATL relies on pentavalent antimony
as first choice drug, and pentamidines, amphotericin B or paromomycin as
second choice drugs. Unlike ATL, the drug of first choice which has been used
for VL treatment is amphotericin B." However, the drugs used for treating
leishmaniasis present several limitations, including high toxicity, side effects,
increased resistance, high cost, complex therapeutic scheme, among
others.® 101112 |n this context, the search for new therapeutic approaches with
high efficacy, lower toxicity and cost becomes essential.

Inorganic medicinal chemistry represents a very promising and attractive
area in controlling various diseases, through the development of new
therapeutic agents based on bioactive metal complexes.'®'* This area had its
landmark in the 60s with the discovery of antitumoral properties displayed by
cis-diamminedichloroplatinum (Il), also known as cisplatin'’®. Several studies
have demonstrated the potential use of metal complexes in different pathologies
such as cancer'®'” and parasitary diseases.'8:19.20

In this perspective the ruthenium complexes stand out for their use in
various medical applications mainly due to low toxicity and biological activity
against some types of diseases.?! 22 23 24 Some chemical and biological
properties exhibited by ruthenium complexes make these molecules very
interesting for new drugs development. Among these properties are: (1)
versatility in ligant exchange that determines the biological activity of the
molecule?®; (2) octahedral geometry, which offers possibilities of coordination to
relevant molecular targets'3; (3) variability on redox potential that could be
exploited to obtain prodrugs based on ruthenium?5; (4) the low toxicity in
humans, probably due the mimicking iron metabolism.?” About this last property,
the ruthenium compounds are capable to bind to biomolecules like serum
proteins (serum albumine and trasferrin) which contribute to decrease the
toxicity of the ruthenium. Furthermore, the metabolic similarities with iron helped
on uptake some ruthenium-based antitumorals selectively into cancer cells once
these cells show higher iron requirements when compared with normal cells. As
cancer cells, parasitic protozoa presented a demand for iron higher than normal
host cells to sustain their essential biological functions. Thus, the effectiveness
in iron acquisition is a pre-requisite for parasite survival. Lastly, considering the

mimicry iron metabolism by ruthenium compounds, the uptake in parasite could
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be favored resulting in a more selective action. In the same way the
camouflaged entrance of antiparasitic organic ligands coordinated to ruthenium
could be a way to bypass the parasite resistance.'3

In the search for a new class of lead compounds to treat Leshmaniasis,
this paper describes the antiparasitic activity of the three new ruthenium
complexes, of general formulae cis-[Ru'(n2-O2CR)(dppm)2]PFs, with dppm =
bis(diphenylphosphino)methane and R= 4-butylbenzoate 1, 4-
(methylthio)benzoate 2 and 3-hydroxy-4-methoxybenzoate 3 on L. (L.)

amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) infantum species.

2. Materials and methods

2.1. Chemistry
For the synthesis of the three ruthenium complexes, all analytical reagents were
purchased and used without further purification. The procedures that specify the

preparation of each of them are indicated below.

2.1.1 Synthesis of cis-[Ru'(7?-O2CR)(dppm)2]PFs complexes

The precursor complex was synthesized as described in the literature.?8 Briefly,
an methanolic solution of cis-[RuClz(dppm)2]( 0.1063 mmol, 0.1000 g in 20 mL)
was added to a methanolic solution containing ligands, for 1 0.1184 mmol of 4-
buthylbenzoate, 0.0211 g in 5 mL; for 2 and 3 0.1167 mmol of 4-
(methylthio)benzoate and 3-hydroxy-4-methoxybenzoate, respectively, 0.0196
g in 5 mL) and followed by the addition of 29 uL of triethylamine, the mixture
was refluxed for 24h. Into the resulting clear yellow solutions for 1 and 2 and
green solution for 3, was added an aqueous solution of ammonium
hexafluorophosphate (0.1169 mmol, 0.0190 g) the precipitated was filtered off
and dry under reduced pressure before characterization.

Anal. Calcd for CetHssFsPsO2Ru 1: exptl (calc) C, 61.46 (61.41); H, 4.89 (4.90).
31P{'H} NMR (161.98 MHz, CD2Clz, 298 K): 5(ppm) 8.75(t) and -12.22(t); Jpp =
39.09 Hz. NMR 'H & ppm (mult.int.): 7.76(dd, 4H); 7.66(dd, 4H); 7.61(d, 2H);
7.45(m, 4H); 7.38(t, 2H); 7.32(dd, 8H); 7.23(dd, 4H); 7.07(dd, 4H): 6.99(t, 8H);
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6.15(dd, 4H); 4.60(m, 2H); 3.90(m, 2H); 2.70(t, 2H); 1.65(m, 2H); 1.39(m, 2H);
0.96(t, 3H).

Anal. Calcd for CssHs2FsPsSO2Ru 2: exptl (calc) C, 58.93 (58.88); H, 4.35
(4.43). 3'P{"H} NMR (161.98 MHz, CD2Cl2, 298 K): &(ppm) 8.78(t) and -12.14(t);
Jp.p = 39.10 Hz. NMR 'H & ppm (mult./int.): 7.75(dd, 4H); 7.64 (dd, 4H); 7.60(d,
2H); 7.43(tt, 6H); 7.32(m, 2H); 7.25(d, 2H); 7.23(d, 2H); 7.06(dd, 4H); 6.99(dd,
8H); 6.16(dd, 4H); 4.61(m, 2H); 3.91(m, 2H); 2.55(s, 3H).

Anal. Calcd for CssHs2FsPsO4Ru 3: exptl (calc) C, 58.94 (58.89); H, 4.35
(4.43).3'P{"H} NMR (161.98 MHz, CD2Cl2, 298 K): 3(ppm) 8.74(t) and -12.36(t);
Jpp = 39.12 Hz. NMR "H & ppm (mult./int.): 7.75(dd, 4H); 7.64(dd, 4H); 7.45(m,
4H); 7.37(t, 2H); 7.32(dd, 10H); 7.24 (t, 2H); 7.07(dd, 4H); 6.99(dd, 8H); 6.87(d,
1H); 6.14(dd, 4H); 4.58(m, 2H); 3.98(s, 3H); 3.88(m, 2H).

2.2. Promastigote and macrophage culture

L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8 strain), L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2904 strain) and L. (L.) infantum (MCER/BR/79/M6445 strain)
promastigotes, were cultured in LIT medium, pH 7.4, supplemented with 10%
FBS, penicillin (100 Ul mL™") and streptomycin (100 yg mL™"), 2% glucose —
complete LIT - at 23 + 0.5°C. Promastigotes used in all experiments were
isolated from the stationary growth phase. Murine macrophages cell line RAW
264.7 was cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 5% FBS, 1%
penicillin (100 Ul mL-") and streptomycin (100 yg mL™") — complete RPMI - in
incubator with 5% CO2at 37°C.

2.3. Cytotoxicity assay

Promastigotes (5 x 10° cells/well) were placed on 96-well culture plates and
incubated at 23°C with different concentrations of ruthenium complexes (1-3)
(2-fold serial dilution from 200 uM) for 24 h. RAW 264.7 macrophages (2.5 x 10°
cells/well) were placed on 96-well culture plates and incubated with complete
RPMI in 5% COz2 incubator at 37°C for 3 h to cell adhesion. After this time,
macrophages were incubated with its respective medium alone (control) or

containing different concentrations (2-fold serial dilution from 200 yM) of the
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ruthenium complexes for 24 hours at 37°C in 5% CO2.The cell viabilities were
evaluated by MTT assay according to Mosmann (1983) 2° with same
modifications and the 50% inhibitory concentration (ICs0) of complexes on cell
viability were then determined by GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc,
San Diego, USA). The experiments were performed in triplicate and three

independent experiments were conducted.

2.4. Infectivity assay

RAW 264.7 macrophages (3.5 x 10% well) were placed on glass coverslips
within a 24-well culture plate and incubated with complete RPMI in 5% CO2
incubator at 37°C for 3 h to cell adhesion. After this time, promastigotes of L.
(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) infantum were added on
macrophages adhered to the coverslips at ratio of 10:1 (parasite:macrophage).
After 2 h of infection non-internalized promastigotes were removed by washes
with phosphate buffered saline (PBS). Infected macrophages were incubated
with complete RPMI medium (control) or containing different concentrations of
ruthenium complexes in 5% CO2 incubator at 37°C for 24 h. Then, the
coverslips were fixed with 2% formaldehyde, stained with modified Giemsa and
analyzed by optical microscopy. The percentage of infected macrophages and
the number of amastigotes per infected macrophage were determined by
randomly counting of 100 cells in each coverslip. The infectivity index was
calculated by multiplying the percentage of infected macrophages and the
number of amastigotes per infected macrophage. The experiments were

performed in triplicate and two independent experiments were conducted.

2.5. Statistical Analysis

The statistical analysis was carried out by using the statistical GraphPad Prism
package. One-way ANOVA (analysis of variance) was followed by the Newman-
Keuls post-test and results were evaluated at a statistical significance level of p
< 0.05.
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3. Results

3.1. Synthesis and characterization of cis-[Ru'(72-0O2CR)(dppm)2]PFs
complexes

The simple reaction of benzoic acid derivatives ligands, in the presence of a
base, with ruthenium (II) bisdiphosphine precursor containing two chloride
ligands cis-[RuClz(dppm)z], resulted in the novel complexes cis-[Ru''(n?-
02CC1oH13)(dppm)2]PFes 1, cis-[Ru"(n?-02CC7H7S)(dppm)2]PFs 2, cis-[Ru'(n?-
02CC7H70O2)(dppm)2]PFe 3, by simple chloride exchange (Figure 1). All
complexes showed O-O bidentate coordination mode for carboxylate ligands

according to the characterization data.

3.2. Cytotoxic effect of ruthenium complexes

All the ruthenium complexes assayed against L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis and L. (L.) infantum promastigotes were cytotoxic, as shown in
Table 1. ICso0 values are described as follows: 7.52 yM, 9.09 uM and 12.59 yM
for complex 1 on L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) infantum ,
respectively; 0.70 pM, 3.28 uyM and 3.17 uyM for complex 2 on L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) infantum, respectively and 0.52
MM, 0.86 yM  and 1.75 uM for complex 3 on L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis and L. (L.) infantum, respectively. Compared to the precursor, all
the new ruthenium complexes exhibited increased cytotoxicity for the three
Leishmania species assayed, except for complex 1 against on L. (V.)
braziliensis Cytotoxicity against mammalian host cells were assessed in vitro
using RAW 264.7 macrophage. The ICso values were 62.24 uM for precursor,
8.73, 1.85 and 2.14 uM for complex 1, 2, 3, respectively (Table 1).

3.3. Effect of ruthenium complexes on parasite infectivity
After determining the citotoxicity of ruthenium complexes against extracellular
parasite, the activity on the intracellular parasite was evaluated by in vitro

infectivity model. The effect of complexes on parasite infectivity was evaluated
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in presence of two different concentrations selected for each complex: (1)
concentration able to inhibit 50% of promastigotes viability (ICs0) and (2) non-
toxic concentration to 90% of host cells (RAW 264.7 macrophages). The
analysis of infectivity index showed that the ruthenium complexes caused
inhibitory effect on parasite infectivity in macrophage (Table 2). Interesting, the
comparative analysis of infectivity inhibition caused by the selected
concentrations did not exhibit statistically significant differences between them
(p < 0.05) (statistical analysis not shown), except for the complex 1 on L. (L.)
infantum. The non-toxic concentrations to 90% of RAW 264.7 macrophages of
complexes (1-3) reduced significantly the infectivity index for all assayed
Leishmania species when compared to controls (untreated). The percentages of
inhibition ranged from 37.0 — 46.0 % for complex 1, 55.0 — 64.0 % for complex 2
and 73.0 — 79.0 % for complex 3 depending on analyzed specie (Figure 2B, 2D
and 2F). Regarding infectivity inhibitions caused by ICso0 for each ruthenium
complex, all molecules presented activity and the more effective was the
complex 3 which caused reductions ranging from 79.5 — 85.0 % (Figure 2A, 2C
and 2E), with the more significant reduction on L. (L.) amazonensis.
Complexes 1 - 3 (both concentrations) showed infectivity inhibitions statistically
significantly when compared to the precursor action on L. (L.) amazonensis. For
L. (V.) braziliensis, complexes 1 and 2 (ICs0) and 3 (both concentrations) and for
L. (L.) infantum, the complex 1 (ICs0) and complexes 2 and 3 (both
concentrations) the infectivity inhibitions were also statistically significantly when
compared to the precursor (Figure 2). The detailed analysis of the factors used
to calculate the infectivity index showed that the percentage of infected
macrophages in presence of complexes 1-3 (both concentrations) exhibited
statistically significant difference when compared with controls for L. (L.)
amazonensis and L. (L.) infantum. Concerning the number of parasites per
infected macrophage the results also revealed statistically significant reduction
compared to control for complexes 1-3 (both concentrations) in all Leishmania

species (Table 2).
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4. Discussion

This paper presents the anti-Leishmania action for three new ruthenium
complexes, which caused a remarkable cytotoxic effect against promastigotes
and inhibitions on parasite infectivity by an in vitro infectivity model. Concerning
cytotoxic effect on promastigotes, the complexes 1-3 exhibited increased
cytotoxicity when compared to the precursor action. Thus, our data indicate that
the structural changes performed in the precursor molecule were significant to
the cytotoxic potency of the new complexes against parasites.

The new ruthenium (lI) complexes assayed in this paper containing the
cis-[Ru(dppm)2] unit are analogous to other described in the literature that
displayed relevant biological activity. For example, the complex cis-
[Ru(pic)(dppm)2]PFs , pic = picolinate, is active against mycobacterium
tuberculosis® and cis-[Ru(dicl)(dppm)2]PFs and cis-[Ru(ibu)(dppm)2]PFs, dicl =
diclofenac anion; ibu = ibuprofen anion, are active against a series of cancer
cell lines.3! Interestingly, for these aforementioned cases the biological activity
of the precursor cis-[RuClz(dppm)z] was much lower than that of the derivatives,
just as found for the leishmanicidal activity here presented (Table 1). Clearly,
substitution of two chloride ligands for a monocharged chelating ligand is a key
factor for increasing biological activity of this class of compounds. Probably the
precursor complex reacts readily with biomolecules, due to the lability of one of
the chloride ligands,?® thus decreasing its bioavailability. Furthermore, the
resulting complexes are positively charged which apparently assists in their
solubility in the biological conditions, also contributing for a higher activity. Thus,
our data indicates that the structural changes performed in the precursor
molecule by adding a chelating carboxylate anion (benzoic acid derivative) were
significant to increase the cytotoxic potency of the new complexes against
Leishmania promastigotes.

Some prenylated benzoic acid derivatives obtained from Piper species
were evaluated against L. amazonensis, braziliensis and donovani
promastigotes. Among 9 evaluated molecules the best result was found for 3-
(3,7-dimethyl-2,6-octadienyl)-4-methoxy-benzoic acid with an ICso close to 22
umol L for L. braziliensis while the other compounds exhibited slight or no

activity.3? Ruthenium complexes 1-3 are 3 to 22 times more active than these
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organic molecules suggesting that the observed leishmanicidal activity resulted
from a combined effect between the carboxylate ligand and [Ru(dppm)2] unit.

Similar approach has been described for ruthenium complexes with
antiparasitic drugs, such as Clotrimazole33, Ketoconazole3* and Lapachol.3®
This strategy could promote an increase in pharmacological properties due to a
synergistic action between the drug and the metal through multiple mechanisms
of action.’® It is believed that the complex can interact with DNA through
covalent binding. This would lead to release of the antiparasitic drug that then
exerts its normal action on parasite.34 3’ Ruthenium complexes coordinated with
Clotrimazol display high activity against L. major promastiogotes with [Cso
values in micromolar range. Moreover, one of these complexes coordinated
with Clotrimazole was 110 times more active than free Clotrimazole.'
Interestingly, complexes 1-3 exhibited 1Cso values very similar to those obtained
with ruthenium complexes coordinated with Clotrimazole.

Taken together the 1Cso values against Leishmania species for
complexes 1-3 showed that the effectiveness of these new ruthenium
complexes follow the trend 3 > 2 > 1. Complex 3 exhibited the highest potency
against all Leishmania species assayed, as comproved by cytotoxicity on
promastigotes and infectivity studies. In an attempt to rationalize this trend, it is
interesting to compare the structures of complexes 1-3 (Figure 1). In complex 1
the aromatic ring of benzoate hold a butyl substituent at position 4, complex 2
hold a methylthio group at position 4 and complex 3 hold a methoxy (Position
4) and an hydroxyl (Position 3). Thus, it is possible to realize a relationship
between the increase in activity against Leishmania parasites with the presence
of polar groups in the complexes, which occurs in the order 1-3. It is speculated
that the possibility of establishing additional hydrogen bonds with certain
biomolecules makes the complex 3 the most active.

As previously mentioned the three new ruthenium complexes also
exhibited significant toxicity to the host cell. Notwithstanding, the results
presented herein show to be very promising, especially due to the complexes
effect on parasite infectivity assay in macrophages. In this study, the approach
using two different concentrations showed remarkable results. Although the use
of a concentration based on ICso for promastigote have shown, generally,

infectivity inhibition percentages slightly high, the inhibitions in the presence of
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concentration non-toxic to 90% of host cells exhibited result as good as using
the ICso for promastigote. Moreover, there was no statistically significant
difference between the inhibitions caused by the two concentrations tested,
excepted for the complex 1 on L. (L.) infantum, as described previously. This
result indicates that the complexes displayed anti-Leishmania activity even with
the use of a concentration that causes low toxicity to the host cell, which is a
favorable condition for treatment of this disease. Particularly for complex 3 a
380 nmol L' concentration is sufficient to eliminate at least 70% of
promastigotes of all assayed species maintaining 90% of host cells viable.

Also, it is noteworthy that the mimicry iron metabolism by ruthenium
complexes contributes to the uptake of molecule in parasite, favoring the
reduction of side effects in the host. Thus, in vivo studies using these new
ruthenium complexes can trigger significant results for the leishamaniasis
treatment. Further studies should be developed in order to comprehend the
toxicity mechanism for these new ruthenium complexes on Leishmania, as well

as perform studies focused on the therapeutic potential in vivo.
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Legends to figures and tables
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Figure 1: Synthetic route for assayed complexes: a) cis-[Ru'"(n2-02CC1oH13)(dppm)2]PFs
(complex 1); b) cis-[Ru"(n?-02CC7H7S)(dppm)2]PFs (complex 2) and 3. cis-[Ru"(n?-
02CC7H702)(dppm)2]PFe (complex 3).
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Figure 2. Effect of three new ruthenium complexes on parasite infectivity
in RAW 264.7 macrophages. The graphs show the percentages of infectivity
inhibition for three Leishmania specie caused by ruthenium complexes at two
different concentrations. Graphs A and B, infectivity inhibition for L. (L.)
amazonensis; graphs C and D, infectivity inhibition for L.(V.) braziliensis; graphs
E and F, infectivity inhibition for L. (L.) infantum. Graphs A, C and E, infectivity
inhibition (%) in presence of concentrations able to inhibit 50% of promastigotes
viability (ICs0). Graphs B, D and F, infectivity inhibition (%) in presence of
concentrations not toxic to 90% of host cells (RAW 264.7 macrophage). X axis,
C, infectivity control (not treated); P, precursor; 1, complex 1; 2, complex 2; 3,

complex 3. Data represent mean * standard deviation (S.D.) of three
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independent experiments performed in triplicate. *Statistically significant
difference when compared to the infectivity control (p < 0.05). **Statistically

significant difference when compared to the precursor (p < 0.05).
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Table 1. Cytotoxic effects of ruthenium complexes on Leishmania
promastigotes and RAW 264.7 macrophages.

o Concentration

ICs0 (95% CI), M not toxic to 90%

of macrophage,
Complex L. (L.) amazonensis L. (V.) braziliensis L. (L.) infantum Macrophage uM
Precursor 15.48 (14.29 - 16.77)  3.93(3.68 -4.21) 19.46 (18.49 - 20.49) 62.24 (4.76-8.13) 4.16
1 7.52 (6.49 - 8.71) 9.09 (6.74 - 12.20)  12.59 (8.54 - 18.56) 8.73 (8.02 - 9.50) 4.46
2 0.70 (0.59 - 0.82) 3.28 (2.63 - 4.09) 3.17(2.33-4.31) 1.85 (1.55 - 2.20) 0.55
3 0.52 (0.44 - 0.63) 0.86 (0.57 - 1.31) 1.75 (1.48 - 2.06) 2.14 (1.89 - 2.41) 0.38

1. cis-[Ru"(n>-0,CCioH3)(dppm)2]PFs
2. cis-[Ru'(n%-0,CC7H;S)(dppm),]PFs
3. cis-[Ru"(y?-0,CC7H702)(dppm)2]PFs
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Table 2. Ruthenium complexes effect on Leishmania infectivity in RAW 264.7 macrophages.

Infectivity index®

Infected macrophages (%) *

Number of parasites / infected macrophages *

L. (V.) braziliens

is

L. (L.) infantum

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

L. (L.) infantum

Complex L. (L.) amazonensis L. (V.) braziliensis L. (L.) infantum L. (L.) amazonensis
No treatment 492.20 (¥33.23) 454.80 (+40.31) 468.20 (x0.71) 93.00 (+2.82) 91.17 (£3.53) 90.83 (+0.70) 5.31 (%0.15) 4.98 (+0.25) 5.15 (£0.04)
Precursor 273.70 (£31.61)* 285.20 (£30.41)*  299.30 (¥22.63)* 76.84 (£2.59)* 79.17 (£11.08) 75.67 (£3.76)* 3.56 (£0.53)* 3.60 (£0.12)* 4.01 (+0.18)*
A 1 180.00 (£52.75)* 197.00 (£19.37)*  223.40 (+22.13)* 66.84 (+4.00)* 67.17 (£7.30) 71.50 (£3.53)* 2.67 (¥0.61)* 2.93 (20.02)* 3.06 (£0.08)*
2 146.50 (x18.67)* 154.80 (£20.51)*  124.70 (+10.82)* 63.67 (£2.35)* 64.83 (£3.53) 57.83 (£0.70)* 2.29 (20.20)* 2.37 (¥0.18)* 2.14 (£0.15)*
3 73.50 (+6.83)* 93.69 (£16.99)* 90.00 (*+1.88)* 42.34 (¥3.76)* 48.67 (£3.76)* 45.67 (+0.94)* 1.69 (£0.04)* 1.92 (0.21)* 1.96 (+0.08)*

A - Concentration based at the promastigotes ICso
2The results are expressed as the mean and standard deviation (= SD) of three indendent experiments, each one performed in triplicate

*Statistically significant reduction when compared to the control (no treatment)

Complex

Infectivity index®

Infected macrophages (%) *

Number of parasites / infected macrophages *

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

L. (L.) infantum

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

L. (L.) infantum

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

L. (L.) infantum

No treatment

Precursor
B 1
2
3

492.20 (£33.23)
318.50 (£13.01)*
231.70 (£40.09)*
176.40 (£31.61)*
103.20 (20.70)*

454.80 (¥40.31)
240.40 (+9.40)*

248.70 (+52.82)*
205.50 (£11.03)*
117.40 (£23.12)*

468.20 (0.71)

351.50 (£54.45)*
297.20 (£17.68)*

166.40 (£9.40)*
126.50 (£3.11)*

93.00 (+2.82)
84.33 (+8.48)
72.17 (£3.06)*
69.17 (£2.12)*
51.50 (+0.70)*

91.17 (£3.53)

77.33 (£16.97)

71.50 (£9.19)
69.34 (£1.88)

54.00 (£1.88)*

90.83 (+0.70)
81.50 (¥2.58)*
76.33 (+0.00)*
63.33 (¥2.82)*
53.33 (¥0.00)*

5.31 (20.15)
3.80 (+0.53)*
3.19 (20.41)*
2.53 (£0.38)*
2.00 (+0.04)*

4.98 (£0.25)
3.88 (x0.43)*
3.46 (+0.29)*
2.95 (¥0.07)*
2.16 (*¥0.35)*

5.15 (¥0.04)
4.30 (£0.52)*
3.89 (0.23)*
2.61 (¥0.03)*
2.15 (*0.34)*

B - Concentration not toxic to 90 % of macrophages
2The results are expressed as the mean and standard deviation (+ SD) of three indendent experiments, each one performed in triplicate

*Statistically significant reduction when compared to the control (no treatment)
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POTENCIAL ANTI-LEISHMANIA DE NOVOS COMPLEXOS DE RUTENIO
(I1): EFEITO NA INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

RESUMO

As leishmanioses sao consideradas pela Organizagdo Mundial de saude, uma
doencga negligenciada por varios aspectos, sobretudo em virtude da falta de
investimentos em novos agentes terapéuticos mais eficazes e seguros. Ela é
uma doenga parasitaria causada por protozoarios do género Leishmania e
pode ser classificada em leishmaniose cutanea, leishmaniose muco-cutanea e
leishmaniose visceral. O tratamento atual apresenta uma série de
complicagbes, como alta toxicidade, elevado custo e resisténcia do parasito.
Nessa perspectiva o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais
seguros e menos onerosos torna-se oportuno.

A quimica inorganica medicinal representa uma area promissora e atrativa no
controle de varias doencgas, através do desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos baseados na bioatividade de complexos metalicos. Varios estudos
tem demonstrado o uso potencial de complexos metalicos em diferentes
patologias como, por exemplo, no cancer e doengas parasitarias.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial anti-leishmania de 3
novos complexosde ruténio (llI) na citotoxicidade de promastigotas e interagao
parasito-hospedeiro contra Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania

(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) infantum.

Palavras chaves: citotoxicidade, complexos de ruténio (ll), inibicdo da

infeccdo, Leishmania.
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Anti-Leishmania activity of new ruthenium (ll) complexes: effect on

parasite-host interaction

ABSTRACT

The leishmaniasis are considered by the World Health Organization, a disease
neglected by many ways, mainly because of lack of investment in more
effective and insurance new therapeutic agents. It is a parasitic disease caused
by protozoa of the genus leishmania and can be classified into cutaneous
leishmaniasis, leishmaniasis mucocutaneous and visceral leishmaniasis.
Current treatment has a number of complications, such as high toxicity, high
cost and parasite resistance. In this perspective the development of new safer
and less costly therapeutic agents becomes appropriate.

Inorganic medicinal chemistry represents a very promising and attractive area in
controlling various diseases, through the development of new therapeutic
agents based on bioactive metal complexes. Several studies have
demonstrated the potential use of metal complexes in different pathologies such
as cancer and parasitary diseases.

The present study aims to evaluate the anti-Leishmania potential of new
ruthenium (I1) complexes (1-3) in the promastigote cytotoxicity and their effect
on parasite-host interaction against Leishmania (Leishmania) amazonensis,

Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) infantum.

Keywords: cytotoxicity, infectivity inhibition, Leishmania, ruthenium (Il)

complexes.
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