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Resumo

Considerada uma zoonose adquirida em areas tropicais, a Leishmaniose acomete em
média 1,3 milhdes de individuos ao ano, segundo a Organizacdo Mundial de Sainde
(OMS). Portanto, a doenga recebe o titulo de endémica em nivel mundial pelo carater
negligenciado da doenga. Ainda, o nimero de casos tende a sofrer ascensdo, sendo que
para o momento, ja atinge 98 paises. O parasito atua de forma intracelular, impactando o
corpo de modo a causar danos fisicos, psicologicos e, caso a enfermidade ndo seja tratada,
ha riscos de o paciente vir a 6bito. Nesse sentido, um dos problemas encontrados sdo os
medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da doencga, que apresentam custo
elevado, resisténcia por parte do parasito e efeitos adversos ao paciente. Assim, surge no
ambito da terapéutica os complexos de ruténio (II) com potencial uso para o tratamento
da doencga. Neste trabalho, os efeitos citotoxicos de 3 novos complexos de ruténio (1I),
denominados E2, E3 e E4, bem como a molécula precursora (E) para a sintese desses
novos complexos, foram analisados em formas promastigota de Leishmania (Viannia)
braziliensis, por meio do ensaio de MTT. Os resultados mostraram que todos os 3 novos

complexos apresentaram potencial citotoxico contra os parasitos.

Palavras-chave: Leishmania (Viannia) braziliensis, Complexos de Ruténio (II),

Citotoxicidade.



Abstract

Considered a zoonosis acquired in tropical areas, Leishmaniasis affects an average of 1.3
million individuals per year, according to the World Health Organization (WHO).
Therefore, the disease is endemic in the world because of the neglected nature of the
disease. Still, the number of cases tends to increase, and for the moment, it reaches 98
countries. The parasite acts intracellularly, impacting the body in a way that causes
physical and psychological damage and, if the disease is not treated, there is a risk that
the patient will die. In this sense, one of the problems encountered is the drugs currently
available for the treatment of the disease, which present high cost, resistance by the
parasite and adverse effects to the patient. Thus, ruthenium complexes (II) with potential
use for the treatment of the disease appear within the scope of the therapy. In this work,
the cytotoxic effects of 3 new ruthenium (1I) complexes, called E2, E3 and E4, as well as
the precursor molecule (E) for the synthesis of these new complexes, were analyzed in
promastigote forms of Leishmania (Viannia) braziliensis, by means of the MTT assay.
The results showed that all 3 new complexes presented cytotoxic potential against the

parasites.

Key words: Leishmania (Viannia) braziliensis, Complexes of Ruthenium (II),

Cytotoxicity.
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1. Introducao

A leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa, n3o contagiosa, causada por
protozodarios parasitas do género Leishmania (ROSS, 1903), que pertence a ordem
Kinetoplastida, a familia Trypanossomatidae (HIDE et al., 2007) e tem sua transmissdo
dada através do repasto sanguineo realizado pelas fémeas de flebotomineos infectadas
com o parasito, sendo que 21 espécies de leishmania causam doenga no homem (HIDE
et al., 2006; ROBERTS, 2006; BARI et al., 2008; OMS, 2014). No Brasil, a principal
espécie de flemotomineo responsavel pela transmissdo da doenga € a Lutzomyia
longipalpis (GUERRERO et al., 2017). A doenga pode ser dividida de acordo com sua

forma clinica, em: Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV).

A (LT) ¢ a manifestacdo clinica na qual € observado o desenvolvimento de lesdes
na pele (cutanea), ou da mucosa (mucocutanea), causando ao individuo problemas como
ulceras, mutilag@o parcial ou total da mucosa naso-faringea. Ressalta-se que o paciente
em todos os estagios da doencga, sofre grandes danos psicologicos e caso acontega a
mutilag@o esse trauma perdura. As principais espécies causadoras de LT no Brasil sdo:
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi e

Leishmania (Viannia) naiffi (BRASIL, 2017).

A forma mais delicada e grave da doenca ¢ a LV ocasionada pelas espécies
Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania
(Leishmania) infantum, Leishmania (Leishmania) enrietii, Leishmania (Leishmania)
hertigi. A doenga afeta 6rgaos vitais como o bago, rins, linfonodos e figado ocasionando

a presenga e disseminagdo de grande carga parasitaria nessas estruturas (BRASIL, 2017).

Na fase cronica da doenga, observa-se a hepatoesplenomegalia, caracterizada pela
inflamacdo do figado e baco, pois esta forma clinica provoca intensa atividade
imunolégica do organismo como forma de resposta ao estado de infec¢do. Convém
ressaltar que, em caso de falta de tratamento adequado o individuo pode vir a ébito. As
principais espécies causadoras da LV no Brasil sdo: Leishmania (Leishmania) infantum
e Leishmania (Leishmania) donovani (ALVAR et al, 2012; BRELAZ et al., 2012;
VIEIRA et al., 2013; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).



Além disso, a leishmaniose pode estar associada a outras formas de infecgdes,
gerando assim, as coinfecgdes, como por exemplo o virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV). Esta coinfecgdo ¢ emergente em varias regides do mundo, especialmente no
sudoeste da Europa, no sul da Asia, na Africa Subsaariana e na América do Sul, nos quais
desde a década de 1990 ha uma expansdo em relagdo a essas coinfecgdes. A Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) estima que 2% a 9% dos pacientes com HIV no sudeste da
Europa desenvolverdo também a LV (BRASIL, 2011).

Respostas imunologicas diferentes, as quais geram as diversas formas clinicas da
doenga, sao fruto da diversidade entre espécies infectantes, e dos fatores extrinsecos,
como os determinantes socioambientais, que associados com fatores genéticos e de
infec¢do determinam a forma de manifestacdo clinica no hospedeiro (VARGAS et al,

2001).

Infelizmente, a doenga ainda acomete grande parcela da populagdo mundial sendo
evidenciada principalmente, em regides subdesenvolvidas e em desenvolvimento. Nestes
locais fatores como a baixa educagdo ambiental, condi¢des sanitarias e insalubridade de
moradias, ocasionam o aparecimento do vetor, j4 que, por vezes essas moradias sdo
encontradas nas proximidades de locais favoraveis ao aparecimento e desenvolvimento
do vetor. Outras fontes de surtos epidémicos estdo associadas a fatores decorrentes do
surgimento de atividades com fins econdmicos que impactam o meio ambiente, como por

exemplo extrativismo, garimpos, produ¢des agricolas, dentre outras (BRASIL, 2009).

De acordo com a OMS estima-se que mais de 98 paises sdo endémicos para as
Leishmanioses € que ao ano ocorra cerca de 1,3 milhdes de novos casos (ALVAR et al.,
2012; OMS, 2015). A doenga ¢ considerada negligenciada por varios aspectos, sobretudo

devido a falta de investimentos em tratamentos mais seguros e eficazes (NAGLE, 2014).

Hoje se considera que, na América Latina, que a LT apresenta dois padrdes
epidemiologicos: surtos epidémicos associados a derrubada de florestas em regides
ploneiras, que constitui o padrao classico da enfermidade, e a transmissdo em regides de
colonizagdo antiga, associada as formas de ocupac¢do do espacgo, particularmente do
espago rural, embora também possa ocorrer em areas urbanas (NEGRAO; FERREIRA,
2014).

Assim, nota-se a instituigdo de um preocupante problema de saude publica

causado pelas politicas fundamentadas em auséncia de um planejamento adequado para



as cidades, em que muitas vezes permite o avanco das moradias para regides de campo e
o consequente contato da populagdo com o vetor. Outros elementos basicos de saude
como o saneamento e a educacdo sdo elementos fundamentais de acordo com o principio
dos direitos sociais da Constituicdo Federal de 1988 para que essas enfermidades ndo

acometam os individuos (BRASIL, 1988).

Ressalta-se assim, que individuos infectados pelo parasito se tornam reservatorios
da doenga e atualmente, os métodos de tratamento ainda ndo sdo totalmente eficazes aos
pacientes, provocando efeitos colaterais graves e casos de resisténcia parasitaria. Aliado
a isto, o custo beneficio das atuais abordagens terapéuticas gera um elevado gasto de

recursos publicos com medidas curativista.

Atualmente a forma de tratamento para todas as manifestacdes clinicas ¢
administracdo intravenosa de antimoniais pentavalentes (Sb°") na forma de
estibogluconato de sédio (SSG) ou antimoniato de meglumina (Glucantime) (SANTOS
et al., 2008). E como tratamento secundario tem-se a pentamidina, anfotericina B e

paromomicina (BRASIL, 2017).

Entretanto, esses medicamentos ainda sdo falhos na efetiva erradicacdo da doenga
devido a uma série de limitagdes que incluem: alto custo, elevada toxicidade,
administragdo parenteral por periodo prolongado, inducdo de efeitos adversos que
resultam em baixa adesdo ou abandono do tratamento pelos pacientes e,

consequentemente, comprometem a eficacia do tratamento (MESQUITA, 2013; SILVA,
et al, 2015).

Portanto, ¢ evidente a necessidade do investimento em novas estratégias de
tratamento, priorizando uma terapéutica que amenize os efeitos adversos que podem ser
decorrentes da doenca e permitindo a diminui¢do da resisténcia parasitaria. Desta
maneira, na esfera da Quimica Bioinorganica destaca-se o ruténio, um elemento de baixa
toxicidade ao corpo humano devido a capacidade de imitar a ligagdo do ferro com

biomoléculas. (ALLARDYCE, 2001).

Os resultados obtidos com o desenvolvimento dessa pesquisa mostraram o
potencial citotdxico de novos complexos de ruténio (1) sobre leishmania e apesar de os
resultados serem preliminares sdo a base para a posterior realizagdo de experimentos
terapéuticos voltados ao tratamento da leishmaniose e assim trara beneficios aos

individuos acometidos pela doenca, que como supracitado sofrem perniciosidades



advindas da mesma. A busca por novas drogas ¢ uma forma de repensar e evoluir os
estudos para tal moléstia que afeta principalmente, populagdes marginalizadas, de baixa
renda e pouca influéncia politica, as quais infelizmente, contam com pouco investimento

e assisténcia precaria.

2. Referencial Teorico

2.1 Leishmanioses
Os parasitos do género Leishmania, sdo transmitidos por fémeas infectadas de

flebotomineos (da ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae)
(YOUNG; DUNCAN, 1994) podendo provocar a forma tegumentar (LT) ou a forma
visceral da leishmaniose (LV), de acordo com a espécie de parasito envolvido na infecg¢do
(OMS, 2014). A infecdo ¢ denominada de leishmaniose e ocorre, principalmente, em
regides de clima mais quente do Velho Mundo (Europa, Africa e Asia) e do Novo Mundo

(América) (COX, 1993).

A Leishmaniose Tegumentar (LT), ¢ considerada uma doenca infecciosa, nédo
contagiosa, causada por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania, como
por exemplo, a Leishmania (Viannia) braziliensis, possui como manifestagdes clinicas a
presenca de lesdes na pele e mucosas. A doenca ¢ uma infecgdo antropozoondtica,
possibilitando a infec¢cdo primariamente de outros animais, mas também pode acometer

o homem (hospedeiro acidental) (BRASIL, 2017).

A LT ¢ uma doenga que acompanha o homem desde a antiguidade, existindo
relatos na literatura desde o séc. I d.C. (LAISON, 1997). Nas Américas, foi descrita em
ceramicas pré-colombianas no Peru, datadas de 400 a 900 anos d.C., que apresentavam
mutilagdes de labios e narizes, caracteristicas da espundia, hoje conhecida como

leishmaniose cutanea-mucosa (LAISON, 2010).

Posteriormente, a primeira referéncia de LT no Brasil encontra-se no documento
da Pastoral Religiosa Politico-Geografica de 1827, presente no livro intitulado
“Antiguidad de la Syfilis en el Peru”, onde se relata a viagem de Frei Dom Hipdlito
Sanches de Fayas y Quiros de Tabatinga (AM). Em sua viagem ele percorreu regides do

vale do rio Amazonas onde encontrou individuos com ulceras nos bragos e pernas, além



de lesdes destrutivas na boca e nariz, registrando a possivel relagdo com a picada de

insetos (FURTADO; DO VALE, 2005; FURUSAWA; BORGES, 2014).

Em 1885, na India foi relatado por Cunningham parasitos do género Leishmania
que transmitiam leishmaniose visceral, a doenga recebeu o nome de botdo de Biskra.
Paralelamente, no Brasil, foi identificado por Cerqueira, a mesma moléstia ocasionada
pelo parasito da Leishmania. Entretanto, somente em 1909, Lindenberg, encontrou
tormas de Leishmania, 1dénticas a Leishmania tropica (WRIGHT, 1903) da leishmaniose
do Velho Mundo, em lesdes na pele de individuos que trabalhavam nas matas do interior

do Estado de Sio Paulo.

Por considerar o parasito diferente da L. tropica, Gaspar Vianna, um médico
brasileiro, conseguiu identificar formas morfologicas dispares e a batizou de, L. (V)
braziliensis (VIANNA, 1911), o agente etioldgico da “ulcera de Bauru”, “ferida brava”
ou “nariz de tapir” (SILVEIRA, 1997).

Com o aprimoramento de estudos ecologicos e epidemioldgicos cerca de 53
espécies do parasito foram descritas em diferentes regides do mundo, dessas, 31 espécies
classificam-se como parasitos de mamiferos, e desse total 21 espécies sdo patogénicas

para seres humanos (GRAMICCIA et al., 2005; HIDE et al., 2006).

Tendo em vista a variedade de manifestagdes clinicas associadas a LT em relagdo
aos pacientes, novas defini¢des foram elaboradas. E sabido que as manifestacdes clinicas
sdo dependentes de fatores que estimulam a resposta imune positiva no corpo humano,
como caracteristicas do parasito, aspectos genéticos do hospedeiro e as condi¢des
ambientais em que o mesmo estd inserido (BRELAZ et al., 2012; VIEIRA et al., 2013).
Assim sendo, a LT pode ser subdividida em leishmaniose cutinea localizada (LCL) ou
leishmaniose cutanea difusa (LCD e leishmaniose cutaneomucosa (LCM). A Tabela 1
apresenta as caracteristicas das principais formas clinicas da LT no Brasil e ainda mostra
a LV, forma da doenca em que ha comprometimento de o6rgdos, como figado e bago
(NEVES, 2011). Ressalta-se que o periodo de incuba¢do da doenga no ser humano é, em

média, de dois a trés meses, podendo variar de duas semanas a dois anos (BRASIL, 2017).

A LC normalmente possui lesdes ulcerativas indolores que costumam localizar-se
em areas expostas da pele. O formato dessas lesdes € arredondado, com bordas elevadas
e bem delimitadas, com fundo granuloso e avermelhado. As lesdes iniciais sdo pequenas

denominadas de papulas, e se parecem com a picada de insetos. Entretanto, com o passar



do tempo elas evoluem e sofrem aumento em tamanho e profundidade. Caso néo tratadas,

as lesdes podem se curar espontanea no periodo de alguns meses a poucos anos, ou outra

possibilidade ¢ a permanéncia de sua atividade (NEVES, 2011; BRASIL, 2017).

Caracteristicas Principais das Formas Clinicas da Leishmaniose no Brasil

Formas Clinicas

Localizag¢ao Espécie de Leishmania

Leishmanios e Cutiinea

Produz lesdes na pele. Inicial no rosto, bragos
e peras. Apesar de esta forma ser
freqlientemente auto-curativa, pode
criar sérias incapacitagdes e cicatrizes
permanentes. Apds a recuperagéo por L.(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.
tratamento com sucesso, a leishmaniose (V.)guyanensis, L. (V) lainsoni
cutanea induz a reinfecgéio as espécies
de Leishmania que causam a doenca.
Representa 50 a 75% dos casos de
leishmaniose.

Leishmaniose Cutinea Difusa

Tem dificil tratamento devido as lesSes
disseminadas que se assemelham a hanseniase
e ndo tem cura espontinea. Esta forma em
particular esta relacionada a um sistema imune
defeituoso, e € caracterizado por apresentar
recaidas apos o tratamento.

L. (L.) amazonensis

Leishmaniose Cutaneomucosa

Também conhecida como espundia na América
do Sul, causa lesdes desfigurantes na face,
destroi as membranas, mucosas do nariz, boca
e garganta. A cirurgia reconstrutiva das
deformidades ¢ um importante passo da
terapia.

L.(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis

Leishmaniose Visceral

Também € conhecida como calazar, é
caracterizada por febres irregulares perda de
peso, hipertrofia do figado e bago, anemias. L. (L.) infantum, L. (L.) donovani
Esta ¢ a forma mais severa das leishmanioses, e
freqlientemente fatal se néo tratada.

Tabela 1- Representagdo das formas clinicas de Leishmaniose. Adaptado de (OMS, 2004).



Quanto aos subtipos da LC, a LCL caracteriza-se pelo acometimento primario da
pele, normalmente ¢ representada por lesdes ulceradas que se regeneram
espontaneamente e respondem bem ao tratamento. Ja a forma LCD ¢ observada em
pouquissimos casos, cerca de 2% segundo o Ministério da Saude, e, dessa forma, exige
maior ateng¢do por ser considerada grave e ndo ter respostas eficientes aos medicamentos
usuais. A LCD ¢ caracterizada pelo aparecimento de diversas lesdes papulares pelo corpo,
com maior incidéncia na face e as espécies envolvidas sdo a Leishmania (V.) braziliensis

e a Leishmania (1..) amazonensis (BRASIL, 2017; OMS, 2004).

A LCM ¢ caracterizada clinicamente pelo comprometimento de forma parcial ou
total das mucosas das vias aéreas superiores como boca, nariz e garganta (NEVES, 2011;
BRASIL, 2017). Acredita-se que a forma LCM seja decorrente de anterior presenca de
lesdes compativeis com a forma LC, as quais ndo tiveram tratamento adequado ou houve
a auséncia de tratamento, resultando na manifestacio LCM, que consiste em uma forma

mais grave da doenca (BRASIL, 2017).

Portanto, comparativamente, observa-se que a LC ¢ caracteriza-se pela presenga
de lesdo ulcerada localizada unica ou multipla, com boa resposta ao tratamento. Por outro
lado, a LCM caracteriza-se pela presenca de infiltragdo da oro e nasofaringe com lesdes
vegetantes, ulceradas e destrutivas, tem carater cronico e de dificil tratamento (GOTO;

LINDOSO, 2010; BRASIL, 2010).

Por fim, a LV € descrita como uma doenga que acomete o homem de forma que
este apresente como e sua sintomatologia inclui a febre, esplenomegalia associada ou ndo
a hepatomegalia. Na fase inicial da doenga os periodos de febre duram em torno de 4
semanas, a palidez da pele e mucosas também ¢ caracteristica, bem como a
esplenomegalia. Associado a esses fatores, geralmente os exames realizados revelam a
presenca da anemia, ocasionando o emagrecimento muito rapido e notavel do paciente,
além de outras manifestagdes como hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias),
ictericia e ascite (BRASIL, 2009). Tais manifesta¢des sdo decorrentes do acometimento

de orgdos fundamentais para o homem como o bago, figado, linfonodos e medula 6ssea.

A LV esta presente em praticamente todo o mundo e € considerada pela OMS
como uma das doengas mais perigosas transmitidas por vetores (Figura 2), pois essa
forma apresenta uma alta taxa de mortalidade. As espécies responsaveis por essa forma

clinica sio 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, LUKES et al., 2007).

A doenga ¢ de grande relevancia na Saiude Publica, devido a sua ampla
distribuic¢do e, no caso da LT, a capacidade de produzir deformidades, promove reflexdes
no campo social e econdmico (BRASIL, 2010), impactando fortemente no Sistema Unico
de Saude (SUS) e aumentando os gastos com insumos e formas de tratamento para os

enfermos.

2.2- Epidemiologia da leishmaniose

De acordo com a OMS 1,3 milhdes de novos casos da enfermidade ocorrem por
ano, sendo 300 mil de formas viscerais (tendo 90% dos casos distribuidos entre os paises
Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal e Suddo) e 1 milhdo de formas tegumentares
(maioria no 17 Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Republica Islamica do Iran,
Paquistdo, Peru, Arabia Saudita, Siria e Tunisia). A LT esta entre as seis doengas infecto-
parasitarias mais prevalentes no mundo, sendo uma doenga prioritaria para controle pela
OMS. A subforma mucosa da LT ¢ predominante no Brasil, Peru e Bolivia (SAVOIA,
2015; OMS, 2015; OMS, 2010).

Nas ultimas décadas, a distribui¢do de leishmaniose pelo mundo e consequente
aumento de numeros de casos foi observado (Figuras 1 e 2). Essa condi¢do ¢ dada pela
expansdo de alguns fatores como: altera¢des climaticas promovidas por a¢des antropicas,
baixas condig¢des socioecondmicas, que provocam em grande parte das vezes desnutrigdo;
assim como as guerras, fluxo migratorio, derrubada de florestas para urbanizagido e

aumento de condi¢des imunossupressoras como a coinfecgdo HIV (OMS, 2010).
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No Brasil, houve a mudanga do perfil epidemioldgico da doenga, que inicialmente
se restringia as regides florestais e acometia popula¢des que eventualmente adentravam
nas matas. Entretanto atualmente, com a constante derrubada de florestas para expansdo
das cidades o vetor tornou-se cada vez mais proximo da populagdo e se adaptou ao
ambiente peri-domiciliar com facilidade. Assim, animais como cées e roedores passaram

a atuar como reservatorios da doenga (BRASIL, 2010).

2.3- Ciclo de Vida

Os protozoarios do género Leishmania apresentam ciclo biologico heteroxénico,
ou seja, alternam-se entre um hospedeiro invertebrado e um vertebrado. Os hospedeiros
invertebrados incluem fémeas de flebotomineos hematofagos do género Lutzomyia dentre
as quais se destaca a Lutzomyia longipalpis (FEITOSA et al., 2000) nas Américas, e
Phlebotomus, na Europa, Asia e Africa (ROBERTS; JANOVY, 2000). J4 os hospedeiros
vertebrados consistem em uma ampla variedade de mamiferos como marsupiais,
roedores, edentados e canideos que podem atuar como reservatorios, sendo o ultimo a
forma mais comum de ser encontrada principalmente, no Brasil. O homem ¢ um
hospedeiro acidental e ndo tem papel importante na manutenc¢do dos parasitos na natureza

(BRASIL, 2007).

O parasito passa por estagios morfologicos distintos no seu ciclo de vida,
apresentando duas formas principais: promastigota extracelular e amastigota intracelular.
As formas promastigota, sdo encontradas no trato digestivo do hospedeiro invertebrado e
possuem caracteristicas como o flagelo, que emerge do corpo do parasito, o nucleo ¢
arredondado ou oval e se situa proximo ao centro do corpo do parasito. No trato digestivo
dos flebotomineos a forma flagelada ou promastigota tem cerca de 16-40 por 1,5-3
micrometros. (AKHOUNDI et al., 2016; SHAW, 1994). Essa forma parasitaria apresenta

um cinetoplasto situado entre a extremidade anterior e o nucleo, proximo a bolsa flagelar.

A forma amastigota, presente no interior das células fagocitarias de mamiferos
(LASKAY et al., 2008), possui caracteristicas como um nucleo grande e arredondado,
ocupando parte consideravel da célula do parasito, além de um cinetoplasto em forma de
bastonete (KAMHAWI, 2006, BATES, 2008). Nos hospedeiros mamiferos a forma

amastigota tem entre 1,5-3 por 3-5,5 micrometros, ¢ imovel, e se multiplica
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obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario (AKHOUNDI et

al., 2016; SHAW, 1994).

O ciclo inicia-se com o repasto sanguineo do inseto vetor no hospedeiro
vertebrado parasitado, onde o inseto vetor adquire a linfa e sangue contendo células do
sistema mononuclear fagocitico parasitadas (HANDMAN; BULLEN, 2002). Dessa
forma, o parasito, no hospedeiro invertebrado, diferencia-se em promastigota e consegue
se desenvolver no interior do tubo digestorio do inseto como forma promastigota
prociclica, altamente replicativas mas pouco infectivos, posteriormente tais formas
migram em direcdo a por¢do anterior do intestino do mosquito (intestino grosso para
espécies de Leishmania do subgénero Viannia e intestino delgado para espécies do
subgénero Leishmania). E em seguida, vdo para o proboscide do inseto vetor (BATES,

2004; COX, 1993).

Neste local, a forma promastigota prociclica passa por modificagdes em sua
estrutura até se diferenciar completamente em promastigota metaciclico, uma forma
altamente infectiva para o hospedeiro vertebrado. Porém, o seu flagelo apresenta quase o
dobro do seu tamanho, conferindo ao parasito uma melhor mobilidade. O inseto sofre
uma grande irritabilidade em relagdo a presenga de protozoarios em sua mucosa bucal.
Quando o inseto vetor parasitado realiza novo repasto sanguineo, ele inocula as formas
promastigota metaciclica em novo hospedeiro vertebrado (BATES; ROGERS, 2004),

fazendo com que ocorra o ciclo heteroxénico (Figura 3).

Ao adentrar no corpo de hospedeiros vertebrados, os parasitos em geral sdo
capturados por células do sistema fagocitico mononuclear como mondcitos, macréfagos,
dentre outras (LASKAY et al., 2008). Entretanto, a funcionalidade dessas células ¢
perdida, pois elas ndo conseguem destruir os parasitos que as infectam devido a agdo
quimiotatica da saliva dos vetores. Assim sendo, os parasitos conseguem se diferenciar
da forma promastigota para amastigota e se reproduzir por divisdo binaria, dentro dos
vacuolos dos macréfagos. Com isso, a células fagocitica ficara desprovida de mecanismos
defesa, pela alta quantidade de parasitos e entdo sofrera lise. O rompimento dessas células
ocasionarda a consequente liberagdo de formas amastigota, as quais infectardo novas

células, estendendo a infec¢do para outras células saudaveis do hospedeiro vertebrado.
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Figura 3- Ciclo de vida da Leishmania. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Adaptado para portugués. Disponivel em: https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/bvology.html.

2.4. Tipos de Tratamento da leishmaniose

Atualmente, o tratamento possui op¢des de drogas de primeira e segunda escolha.
A determinacdo da droga a ser utilizada depende do estado de satde que o paciente se
encontra, da forma clinica da doenga, do farmaco e da presenga ou auséncia de doengas
associadas. Além disso, a espécie de parasito também interfere na resposta dada por cada

organismo.

As drogas de primeira escolha utilizadas sdo os antimoniais pentavalentes (Sb>").
Os antimoniais podem ser utilizados sob duas formas: estibogluconato de sodio (SSG) ou
antimoniato de meglumina (Glucantime) (SANTOS et al., 2008). Os Sb>" apresentam
diversos efeitos colaterais, sendo observado: artralgia, mialgia, nausea, vomito, sensagdo
de plenitude gastrica, dor abdominal, prurido, febre, astenia, cefaleia, tontura, insonia,
edema. Esta medicagdo também atravessa a barreira transplacentéria, € eliminada em
pequenas quantidades no leite materno e pode impregnar o tecido nervoso fetal. Seu uso
¢ contraindicado em gestantes, cardiopatas, nefropatas ou hepatopatas. (LIMA et al.,

2007, BRASIL, 2007, OLIVEIRA et al., 2011). No Brasil o Sistema Unico de Satde


https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/byology.html
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(SUS) fornece esse medicamento, que deve ser aplicado diariamente durante um periodo
de no maximo vinte dias € no minimo quarenta dias via intramuscular ou intravenosa

(MARCONATO, 2007).

Caso a droga de primeira escolha ocasione uma resposta terapéutica insatisfatéria
na impossibilidade do seu uso em caso de resisténcia do parasita ou de intolerancia ao
medicamento € necessario a existéncia de outra droga para dar continuidade ao processo
de tratamento. Existem remédios de segunda escolha tais: Anfotericina B, Aminosidina,
Pentamidina e Imunoterapias com Interferon (MARCONATO, 2007). Destacam-se,
portanto, a anfotericina B e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de

pentamidina) (LIMA et al., 2007, BRASIL, 2007, SUNDAR, CHAKRAVARTY, 2015).

A anfotericina B ¢ considerada a droga de primeira escolha no tratamento de
gestantes. E contraindicada em pacientes cardiopatas, hepatopatas e nefropatas, pois
alguns efeitos adversos podem acometer os pacientes, a saber: anafilaxia,
trombocitopenia, dor generalizada, convulsoes, calafrios, febre, flebite, anemia, anorexia,
diminui¢@o da fungdo tubular renal e hipocalcemia dos doentes. A anfotericina B também
pode ser encontrado na forma lipossoma. Assim a droga apresenta maior tolerancia dos
pacientes devido a menor quantidade de efeitos colaterais. Porém, a limitag@o para o seu
emprego em grande escala € o seu custo elevado e necessidade de infusido venosa (LIMA

etal., 2007, BRASIL, 2007, OMS, 2010).

A pentamidina, outra droga secundaria de grande importidncia vem sendo
amplamente utilizada na regido Norte do pais, pela vantagem do custo geral em relacdo
aos SB>', além do menor tempo de administragdo do farmaco ao paciente (AMATO et

al., 2007; BRASIL, 2007; NEVES et al ., 2011).

Como visto, os tratamentos disponiveis possuem sérias limita¢Ses relacionadas a
efeitos colaterais graves, resisténcia dos parasitos, estabilidade do medicamento,
seguranc¢a a saude do paciente e alto custo de producdo, dificultando a administragio
desses farmacos em paises mais pobres. Sendo assim, os regimes de tratamento
disponiveis apresentam significativas falhas terapéuticas e s@o muito toxicos. A
ocorréncia de recaidas e relatos de resisténcia medicamentosa de abandono do tratamento

sdo cada vez mais frequentes (COPELAND; ARONSON, 2015).

Nesse sentido, a crescente resisténcia do parasita aos medicamentos sugere que as

terapias utilizadas atualmente precisam ser reconsideradas, € novas sejam descobertas
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para que acontega a reducdo das chances de efeitos colaterais toxicos e de custos, além

da diminui¢do do surgimento de resisténcia (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

2.5. Ruténio

No ambito da terapéutica, a Quimica Bioinorganica ou Bioquimica Inorganica,
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 cisplatina, um complexo de Platina (III) (ROSENBERG; VANCAMP; KRIGAS,
1965).

A cisplatina representou um marco histérico por ter propriedades que
possibilitaram o uso no tratamento de cancer, além de diferentes tumores (ROSENBERG
et al, 1965; WOZNIAK et al., 2004). Nesse sentido, com os efeitos dos complexos de
cisplatina sendo positivos foi cada vez mais evidenciado por estudos a utilizagdo de
complexos metalicos para diferentes patologias (KOMEDA; CASINI, 2012; PEREIRA
etal., 2015).

A partir disso, destaca-se o ruténio, um metal de transi¢do, pouco abundante que
geralmente ¢ encontrado na natureza, e faz parte dos metais do grupo da platina (Rh, Pd,
Os, Ir e Pt) (SILVA; GUERRA, 2012). Estudos destacam os complexos de ruténio na
quimica bioinorganica através de testes como os de citotoxicidade em células tumorais,
as quais o complexo reflete positivamente nessa avaliagdo biologica e com isso, estdo em
fase de testes clinicos (ALESSIO et al., 2001; KOSTOVA, 2006; KOMEDA; CASINI,
2012). Além disso, aliteratura aponta estudos que realizaram a avaliag@o citotoxica contra
parasitos, virus e bactérias (CLARKE, 2003; ANTONARAKIS, EMADI, 2010; MJOS,
RVIG, 2014; MEDICI et al., 2015). Como por exemplo na malaria, doenga de chagas e
leishmaniose (ALLARDYCE; DYSON, 2001; BARBOSA et al., 2014; MEDICI et al,
2015).

Os estudos envolvendo aplicagdo de complexos metalicos em doengas parasitarias
teve inicio com os pesquisadores Williamson e Farrel (FARRELL, 1989; FARRELL,;
WILLIAMSON; MCLAREN, 1984). Este estudo analisou a atividade de complexos de
platina relacionados as ac¢des tripanossomicidas que possibilitou o desenvolvimento de

novas pesquisas com o enfoque de aprimorar os complexos para que eles atuem
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diretamente sobre as biomoléculas do parasito. Isso ocorre devido ao composto permitir
mudangas na sua estrutura quimica e atacar diretamente o sitio alvo do parasito

(NAVARRO et al., 2010; CABALLERO; SALAS; SANCHEZ-MORENO, 2015).

Trabalhos recentes tém mostrado o potencial de complexos de ruténio contra
parasitos Leishmania (COSTA et al., 2017; COSTA et al., 2019). Costa e colaborares
(2017) mostraram a a¢do de novos complexos de ruténio (II) em diferentes espécies de
Leishmania e ainda observa¢do que os complexos interferem com o processo de
infectividade do parasito (COSTA et al., 2017). Em 2019, o mesmo grupo mostrou as
vias de morte envolvida no processo de citotoxicidade de tais complexos (COSTA et al,,

2019).

3. Objetivo
Com base nos dados até entdo expostos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de 3 novos complexos de ruténio (II) e seu precursor sobre a viabilidade de formas

promastigota de Leishmania (Vianna) braziliensis.

3.1. Objetivos especificos
Realizar testes por meio da analise de citotoxicidade dos complexos em relagdo

as formas promastigotas. Tais complexos receberam a denominagdo de E2, E3 e E4.

Todos os experimentos também foram analisados em relagdo a molécula precursora (E).

4. Metodologia

Trata-se de uma pesquisa laboratorial desenvolvida com o apoio de infraestrutura
do Laboratério de Bioquimica e Toxinas Animais (LABITOX). Classifica-se como
quantitativo, ja que, possibilita a mensurag@o de viabilidade e consequente interpretacio
dos resultados. Além de ser depende de insumos laboratoriais, conta com equipamentos
especificos para manuteng@o do parasito. Ressalta-se que em cada fase do procedimento

¢ seguido um protocolo padrio.
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4.1. Obtencao e preparo dos complexos de ruténio (II)

Os complexos de ruténio (II) utilizados neste trabalho foram sintetizados e
gentilmente concedidos pelo Professor Dr. Gustavo Von Poelhsitz do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. Os novos complexos foram sintetizados
sob uma base precursora, denominada E, cis-[RuClz(dppm):]; a qual deu origem a 3
novos complexos de ruténio, por meio de substitui¢do simples do cloro (Cl) por 3
diferentes ligantes. Assim, os novos complexos foram denominados de E2, cis-
[Ru'(TTA)(dppm)2]PFs;  E3 cis-[Ru'(TFBr)(dppm)]PFs; e  E4 cis-

2 2

[Ru'(TFF)(dppm).]PFs (Figura 4). O controle de todos os procedimentos de sintese, bem
como de caracterizagdo quimica dos complexos de ruténio (II) foram desenvolvidos sob

responsabilidade do Professor Dr. Gustavo Von Poelhsitz.

A)

///
{/
’/,,"l

AN A
J O

Precursor E: cis-[RuCl,(dppm),] P-P:dppm:1,1-bis-(difenilfosfina)metano

E2: cis-[Ru(TTA)(dppm),)]PF¢ E3: cis-[Ru(TFBr)(dppm),)]PF¢ E4: cis-[Ru(TFF)(dppm),)]PFg¢

Figura 4- Estrutura quimica de 3 novos complexos de Ruténio (II) utilizados neste trabalho. A figura mostra
a estrutura da molécula precursora (Precursor E) utilizado como base para a sintese dos novos complexos.
A parte inferior da figura exibe os ligantes inseridos no precursor E por substituigio simples do cloro (Cl),
gerando assim, os novos complexos denominados E2, E3 ¢ E4.
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4.2, Cultura de parasitos

Formas promastigota de Leishmania (Viannia)  braziliensis  (cepa
MHOM/BR/75/M2904) foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), pH 7,4,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB); 1% de penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) e 2% de glicose — meio LIT completo - e mantidos em

incubadora B.O.D a 23+0,5°C.

4.3. Preparo e contagem de parasitos para o ensaio de citoxicidade

Para a analise de citotoxicidade, formas promastigota cultivadas em meio LIT
completo foram dispostas em um tubo Falcon de volume total de 15 mL, o qual foi
submetido a um processo de centrifugagdo durante 7 minutos, ndo refrigerado, 2000
rotagdes por minuto (RPM) para a obtengao do precipitado. O sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspenso em 1000uL de meio LIT completo para realizar a contagem de
parasitos na suspensdo. Na etapa seguinte, uma aliquota da suspensdo de parasitos foi
diluida em paraformaldeido 1% em tampao cacodilato de sodio e aguardou-se 10 minutos
para a fixag@o dos parasitos. Apds esse processo, 10ul. da amostra fixada, em diluigdo
adequada para contagem de células, foi disposta em camara de Neubauer para a contagem
visual da quantidade de parasitos em microscopio Optico (Nikon Eclipse 801). Parasitos
foram contados em quatro quadrantes. O nimero de parasitos obtidos foi dividido por 4
para obten¢@o quantidade média de parasitos por quadrante. Na sequéncia, foi utilizada a

formula a seguir para a determinagdo da concentragdo de parasitos por mL.

Concentra¢io = Média do nimero de parasitos por quadrante x 10* (fator de corre¢do

da camara de Neubauer) x Fator de diluigdo no preparo da amostra

4.4. Ensaio de Citotoxicidade por MTT

A técnica de MTT mede a viabilidade celular com base no dano induzido nas
mitocdndrias. O principio deste método € a avaliagdo da atividade de desidrogenases

mitocondriais, quantificadas pela redu¢do do MTT ( brometo de [3-(4,5- dimetiltiazol-
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2yl) -2,5- difenil tetrazolium]) (um sal de colorag@o amarela soltivel em 4gua) a formazan
(cristais de coloragdo purpura, insoluveis em agua) (LI; SONG, 2007).

Para a realizagdo do teste foram necessarias 2 placas com 96 pogos para o
experimento, conforme mostrado na (Figura 5). Cada amostra de complexo foi testada
em quadruplicada para uma maior precisdo, os valores de concentra¢do da droga foram
diminuindo conforme a pipetagem seriada, de maneira que o valor da concentragio

sofresse reducdo pela metade, ou seja, dilui¢do dupla seriada.

Apos essas defini¢des, foi adicionado as placas meio de cultura contendo
diferentes concentragdes dos complexos de ruténio (E, E2, E3 e E4). Nos po¢os da coluna
1 de cada uma das linhas foi adicionado 100uL de cada complexo na concentragdo inicial
de 200 uM. Nos pogos das colunas 2 a 11 foram adicionados S0uL. de meio LIT completo.
Prosseguiu-se entdo com a diluigdo dupla- seriada. Assim, ao final do processo de
dilui¢do, os pogos 1 a 11 passaram a conter SOuLl. de meio LIT completo contendo as
concentragdes de 200; 100; 50; 25; 12.5; 6,25; 3,125; 1,56, 0,78; 0,39; 0,19 uM de cada
complexo a ser testado. A coluna 12 das linhas de a — d continham somente meio LIT
completo (100 pL), sendo, portanto, o branco do experimento. A coluna 12 das linhas e -
h continham 50 pL. de meio LIT completo sem complexo de ruténio e parasito

caracterizando, portanto o controle de viabilidade celular do experimento.

Ap0s o preparo das placas com meio de cultura contendo ou ndo complexo de
ruténio, em cada pocgo foi adicionado 50 pL da suspensdo de parasitos em cada pogo das
placas para obtengdio de uma concentragdio final de 5x10°parasitos/pogo. Nos pogos da

coluna 12, linhas a-d ndo foram adicionados parasitos (branco do experimento).

. 000000000000
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TO00000000000
00000000000 0E
“000000000000"
000000000000
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Figura 5- Layout das placas de 96 pogos para a realizagdo do ensaio de MTT. As setas azuis indicam a
direcdo da diluigdo seriada para obtengido das diferentes concentragdes. Em rosa, destacam-se 0s pogos
contendo apenas o meio de cultivo LIT completo (branco). Em azul, estdo os pocos contendo parasitos em
meio LIT completo ¢ sem complexo de ruténio (controle). Os complexos de ruténio (I1) foram testados em

quadruplicatas.

Apos o preparo das placas os parasitos foram mantidos em incubadora de B.O.D
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 23+0,5°C por 72 horas. Apos incubagéo, 20 uL do
reagente MTT (Smg/mL) foram adicionadas em cada pogo da placa, as quais foram
mantidas sob protecdo da luz por 3 horas. Apds esse tempo a reagdo foi parada por meio
da adi¢do de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) a 10% HCL 0,01 em PBS o qual também

contribui para a solubilizag@o dos cristais de formazan.

Ap6s a adigdo de SDS as placas foram mantidas em repouso por 12 horas, sob
prote¢do da luz em incubadora de 5% de COz e 37°C. Apos este tempo as placas foram
submetidas a leitura de absorbancia em 570 nm na leitora de placas (Multiskan GO
Thermo Scientific) que demonstra a quantidade de luz absorvida por determinado
elemento. Os valores de absorbancia obtidos foram analisados no software
GraphPadPrism versdo 6, para a determinacdo da citotoxicidade promovida pelos

complexos de ruténio em relagdo aos parasitos controle.
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4.5 Determinacao de citotoxicidade e calculo do ICso

Apos a obtengdo dos dados pela leitura de placa, foi necessario realizar os calculos
de viabilidade celular, para consequente avaliacdo da citotoxicidade dos complexos de
ruténio (II). Ressalta-se que a analise de viabilidade celular envolve a utilizagdo de
ferramentas que qualificam e/ou quantificam células “vivas”, ou seja, células

metabolicamente ativas em uma cultura (ROGERO et al., 2000).

% Viabilidade Celular = (Absorbancia da amostra — X Controle Negativo) x 100

X Controle Negativo — X Branco

% Citotoxicidade = 100- (100% Viabilidade Celular da amostra)

O parametro denominado ICso refere-se a medida quantitativa que indica quanto
de uma substancia € necessaria para inibir um dado processo biologico em 50%. Neste
experimento a analise foi realizada com o auxilio do programa “Graphpad Prism 6”. Para

obten¢do dos resultados foi necessario escolher regressdo ndo-linear “Variable Slope”.

4.6. Analise Estatistica
Os dados de absorbancia obtidos na leitura do ensaio MTT foram denotados como

média + desvio padrdo de 2 experimentos em quadruplicada, os quais foram realizados
de forma independente. Todos os dados foram primeiramente analisados para distribui¢do
normal. As diferencas de significancia foram determinadas pelo “one-way” ANOVA,
utilizando o programa “GraphPad Prism 6” (GraphPad Software Inc, San Diego, USA).

Os dados foram considerados estatisticamente significativos para p < 0,05.

S. Resultados
Os efeitos citotdxicos dos novos complexos de ruténio em formas promastigota

de Leishmania (V.) braziliensis estdo apresentados na Figura 6. Os dados mostram que
todos os 3 novos complexos causaram efeito citotoxico nos parasitos e que tal efeito foi

concentragdo-dependente.
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A molécula precursora E ndo promoveu efeito citotoxico, uma vez que mesmo na
maior concentrag@o ensaiada (200 uM) a toxicidade celular foi inferior a 10%. Por outro
lado, os novos complexos de ruténio, apos substituigdes dos cloros por seus ligantes,

exibiram toxicidade relevantes em concentragdes a partir de S0 uM.

O calculo do ICso mostrou valores muito proximos para os complexos E2, E3 e
E4. Os valores de ICso foram de 61,12 uM, 56,2 uM e 59,1 uM para os complexos E2,
E3 e E4, respectivamente (Tabela 2). Como esperado, os dados obtidos com o precursor
E ndo possibilitaram o calculo do ICso, devido a auséncia de toxicidade. Embora os
valores de ICso tenham sido muito proximos, podemos inferir que o complexo E3 exibiu

uma melhor eficacia em rela¢do aos demais complexos.

Curvas de dose-efeito dos complexos de ruténio (II) em

L. (V.) braziliensis
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Figura 6- Curvas dosc-efeito de novos complexos de ruténio (II) em formas promastigota de L. (1)
braziliensis, obtidas através do ensaio de MTT. Parasitos foram tratados com os novos complexos por 72h.
Os graficos mostram o efeito citotdxico dos complexos em fungio da concentragdo dos diferentes
complexos, no qual onde -3,69 log representa a maior concentragio (200uM) e -6,70 log representa (0,19
uM). A citotoxicidade estd mostrada em porcentagem em relagio a parasitos controle, cultivados por 72h
na auséncia de complexo, sendo considerado, portanto, como 100% de viabilidade.

Complexo de ruténio (II) Leishmania (V.) braziliensis
ICso (uM)
(Intervalo de confianga de 95%)

E (precursor) >200
E2 61,12 (58,11uM -64,28uM)
E3 56,2 (53,82uM-58,77uM)
E4 59,1 (55,42 pM-63,22uM)

Tabela 2-Tabela que indica a citotoxicidade dos complexos de ruténio (IT) em valores de 1Csq analisados
através do software GraphPad Prism 6.

6. Discussiao

O estudo avaliou a eficiéncia de 3 novos complexos de ruténio (II) perante as
células promastigota de Leishmania (V.) braziliensis. As analises foram feitas com o
complexo E (precursor) que ndo apresentou resposta citotoxica contra 0s parasitos.
Importantemente, os novos complexos derivados do precursor E exibiram respostas
significativas em relag@o a toxicidade celular dos parasitos, sugerindo que as alteragdes

quimicas realizadas nos 3 novos complexos foram responsaveis pela citotoxicidade.

O complexo E3 destacou-se por exibir o menor valor de ICso em relagdo aos
demais complexos. Entretanto, valores muito préximos ao do complexo E3 também
foram observados para os complexos E2 e E4. Os ligantes dos 3 complexos s8o bastante
semelhantes, sendo as modificagdes mais evidentes a presenca de enxofre (S), bromo (Br)
e fluor (F) nas estruturas ciclicas dos ligantes de E2, E3 e E4, respectivamente. Tendo em
vista os valores de ICso muito proximos, pode-se sugerir que a toxicidade promovida por

tais moléculas esteja relacionada com as porgdes estruturais que sdo comuns para os 3
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diferentes ligantes. Ainda, dados da literatura mostram que estes mesmos complexos
também sdo efetivos contra promastigota da espécie Leishmania (L.) amazonensis
(MACEDO, 2018). No caso, os valores de ICso foram de 4,8 pM, 3,9 uMe 24,7 uM para
os complexos E2, E3 e E4, respectivamente. Assim, tais novos complexos, apesar de
apresentarem efeito em L. (V.) braziliensis, mostraram-se mais efetivos contra L. (L.)
amazonensis. Apesar disso, vale ressaltar que L. (V.) braziliensis causa a forma
mucocutdnea e ¢ de dificil cura, portanto encontrar um tratamento € de extrema

importancia.

De acordo com Macédo, a atividade bioldgica sobre a Leishmania (I.)
amazonensis acontece pela presenca de ligantes fosfinicos, moléculas que provocam uma
maior lipoficilidade e auxilia, portanto, na interacdo entre os complexos e a célula

promastigota (MACEDO, 2018).

Outro estudo, utilizou os complexos de ruténio com outras cadeias ligantes em
células promastigota de Leishmania (V.) braziliensis. Os resultados obtidos mostraram
valores de ICso bem baixos (Complexo 1, ICso de 9,09 uM; Complexo 2: ICso de 3,28
ugM; Complexo 3, ICsode 0,86 uM), sendo que tais valores foram observados apds 24h
de incubagdo com os complexos (COSTA et al, 2016).

Em relag@o as drogas de escolha como tratamento, elas apresentaram ICso de 3,9
uM para Pentamidina (FARIA et al., 2013); 15,6 uM para Anfotericina B (PALADI et
al., 2012) e 25,6 uM para Glucantine (RAMIREZ-MACIAS et al,, 2012) e. Todos os
estudos foram realizados in vifro com células promastigota de Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis; e Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania

(L.) infantum, respectivamente.

Dessa forma, fica evidente a necessidade de mais experimentos, testando outras
espécies do parasito Leishmania, bem como realizar teste de toxicidade em células
normais do hospedeiro com o intuito de melhor entender o efeito desses complexos no
parasito, assim como em células hospedeiras. Como também realizar maiores
modificagles estruturais com o intuito de reduzir a toxicidade para o macrofago e

aumentar poténcia contra o parasito.
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7. Conclusio

O presente estudo demonstrou que 3 novos complexos de ruténio (II) (E2, E3 e
E4) apresentam uma significativa citotoxicidade em promastigotas de L. (V.) braziliensis.
Tal toxicidade sobre as células promastigota de Leishmania (V.) braziliensis foi detectada
apos 72 horas de incubagdo. Por fim, € importante ressaltar que novos ensaios para a
averiguacdo da toxicidade em formas promastigota e amastigota de diferentes espécies
sdo necessarios, bem como ensaios em macrofagos de mamiferos para que se obtenha
mais informagdes acerca do indice de seletividade desses complexos e seu potencial uso

para tratamento na leishmaniose.
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