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Resumo

A leishmaniose, uma doenca parasitéaria infeciosa endémica de paises tropicais, é cada vez
mais uma preocupacdo mundial devido a fatores como o aquecimento global, a globalizacdo e a
atual Guerra Civil no Médio Oriente. Causada por diferentes espécies de parasitas pertencentes ao
género Leishmania, a leishmaniose pode manifestar-se em trés diferentes formas clinicas: cutanea
(CL), muco cutanea (MCL) e visceral (VL). Os tratamentos aprovados até a data baseiam-se em
sais de Sb(V) (estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina), anfotericina B (AmB),
isotionato de pentamidina, miltefosina e agentes antifingicos como o cetoconazol, o itraconazol e
o fluconazol. A elevada incidéncia de efeitos secundarios e de resisténcia a terapéutica atual cria
a necessidade de se encontrarem novos possiveis agentes terapéuticos menos agressivos.

Os complexos de ruténio, gracas a um conjunto de propriedades particulares deste metal
(e.g., redox, baixa toxicidade e semelhancas ao ferro), sdo um grupo que tem vindo a chamar a
atencdo da comunidade cientifica, estando ja descritos alguns compostos com atividade anti-
leishmania e baixa toxicidade.

Com este artigo pretende-se dar a conhecer o impacto da doenca da leishmaniose no mundo,
0 seu modo de propagacéo, as suas formas clinicas e tratamentos atuais, assim como apresentar
alguns exemplos de complexos de Ru(ll) e Ru(lll) com atividade anti-parasitaria. Abordar-se-a
como o estado de oxidagdo do metal, a natureza e geometria do ligando e a existéncia duma

coordenagdo completa sdo fatores determinantes para a atividade observada.

Abstract

Pharmacological Treatment of Leishmaniasis: Current Perspective and Development of
Anti-leishmania Ruthenium Complexes. Leishmaniasis, an infectious disease typical from
tropical countries, is growing to be a global health concern due to factors like global warming,
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globalization, and middle eastern civil wars. Caused by various species of the Leishmania genus,
leishmaniasis can manifest as three clinical forms: cutaneous (CL), mucocutaneous (MCL) and
visceral (VL). The approved treatments are based on Sb(V) salts (sodium stibogluconate and
meglumine antimoniate), amphotericin B (AmB), miltefosine and some anti-fungical agents such
as ketoconazole, itraconazole and fluconazole. The treatment is usually very toxic and aggressive
(sometimes lethal) and often drug resistance is observed. For that reason, it is urgent to find new,
less aggressive therapeutic agents.

Ruthenium complexes gather a very particular set of properties that are associated with the
metal centre: redox properties, low toxicity and iron mimicking properties. Such feat has placed
them on the spotlight of the scientific community. Some ruthenium compounds have already
demonstrated anti-leishmania action associated with low toxicity.

In this paper, we discuss the global impact of leishmaniasis, presenting its propagation mode,
clinical forms and current treatments. Emerging anti-leishmania Ru(ll) and Ru(l11) complexes are
presented, with a brief discussion on the impact of the oxidation state, the nature and geometry of

the ligand and the presence of a complete coordination towards activity.

1. Leishamaniose, uma doenca tropical negligenciada

A leishmaniose € uma doenca parasitaria infeciosa causada por varias espécies de parasitas
do género Leishmania, que pode desenvolver-se em humanos e caes. A sua principal incidéncia
ocorre nos paises de clima mais quente, estando classificada como uma doenca tropical
negligenciada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) [1]. A sua distribuicdo geografica ja
cobre, no entanto e nos dias de hoje, pelo menos 90 paises com tendéncia expansiva motivada
pelo aquecimento global que tem vindo a expandir o territorio dos flebotomineos (i.e., insetos
responsaveis pela transmissdo da doenca) [2-3]. Um estudo baseado no comportamento de
flebotomineos das espécies Neotoma floridana, N. micropus, Lutzomyia diabolica e L. antophora
(atualmente presentes no norte do México e no Texas), prevé a sua expansao para o centro dos
Estados Unidos da América (EUA) e sul do Canada, podendo inclusive em 2080 aumentar 70% o
risco de infecdo e possivel desenvolvimento da doenca na populacdo norte-americana [4]. Um
outro estudo prevé que entre 2060 e 2080 havera um risco maior de transmissdo de leishmaniase
nos paises da europa central e do norte como resultado da presenca de espécies com elevada
competéncia como vetor, quer por deslocacdo territorial, como serd o caso do Phlebotomus
perniciosus, quer pela expansao territorial de P. ariasi, P. mascittii, e expanséo territorial de P.

alexandri, P. neglectus, P. papatasi, P. perfiliewi e P. tobbi [5].
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A globalizacdo também contribui para a propagacdo de doencas infeciosas. Ndo sO se
registou uma duplicacdo no nimero de viajantes internacionais [6], como também se verifica a
internacionalizacdo do intercambio e comercializagdo de produtos como o sangue e derivados [7],
que presentemente ndo sdo testados para leishmaniose. Além disso, 0 nimero crescente de
conflitos no Médio Oriente e Norte de Africa tem causado ondas de migracdo e a consequente
criacdo de campos de refugiados onde os individuos vivem confinados em espacgos pequenos, sem
condicdes sanitarias e com fortes caréncias alimentares [8]. Estes campos tém sido o foco de
surgimento de vérias epidemias de leishmaniose.

A leishmaniose é, assim, um problema mundial, com os Gltimos dados da OMS, referentes a
2018, a reportar 1039 casos de leishmaniose cutanea (CL) (com excecdo da Turquia que s6 em

2016 reportou 1089 casos importados) e 140 casos importados de leishmaniose visceral (VL) [1].

1.1. Formas clinicas

A leishmaniose inicia-se ap6s a picada da mosca da areia, quando a forma promastigota do
parasita é introduzida no sangue do individuo e hé a consequente infecdo das células imunitéarias
a volta do local (Figura 1). Esta pode evoluir para uma das trés diferentes formas clinicas,
classificadas como: cutanea (CL), confinada apenas a pele; mucocutanea (MCL), que afeta ndo
apenas a pele, mas também as mucosas, e por fim a visceral (VL), a forma mais severa da doenca

que afeta a corrente sanguinea e érgdos viscerais.
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Figura 1 - Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania no corpo humano (a azul) e na
mosca da areia (a vermelho). (imagens adaptadas da Servier Medical Art by Servie, link:
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1.1.1. Cuténea (CL)

A leishmaniose cutanea é a forma clinica mais abundante, sendo frequente na América do
Sul, Asia, Europa e Africa. E também a forma mais comum em viajantes e em 2016 foi registado
um total de 42 paises com CL [1].

A doenca manifesta-se por lesdes cutaneas que se podem desenvolver semanas ou meses
apos a exposicdo. Estas lesbes podem ser desde papulas (idénticas as manifestadas em peles
acneicas), placas nodulares e ulceras. Na maioria dos casos, as lesdes desaparecem apds alguns
meses ou até dois anos depois do contégio, deixando o doente imune. No entanto, em doentes
imunodeprimidos ou fragilizados, podem prevalecer durante anos [9].

A terapéutica usa essencialmente os sais de antiménio, com exce¢do dos EUA onde se usa
preferencialmente o cetoconazole [10]. Em doentes sem acesso aos sais de antiménio, foram
relatados tratamentos bem-sucedidos com itraconazole [11]. Estes medicamentos sdo injetaveis,

no entanto podem ainda ser utilizados tratamentos topicos em casos mais ligeiros.

1.1.2. Mucocutanea (MCL)

Frequente em paises como o Brasil, Peru e Bolivia, a leishmaniose mucocutanea afeta os
tecidos do nariz, do palato e da faringe. Pode causar desfiguramento facial provocado pela
destruicdo parcial ou total das mucosas. A doenca € também muitas vezes designada por “uta”
nos paises dos Andes [12], e em tempos da civilizacdo peruana antiga, chegou a ser vista como
um castigo divino. O tratamento segue as linhas gerais do indicado para a CL, onde sdo usados
medicamentos injetaveis como 0 cetoconazole, o itraconazole e os sais de antiménio e/ou
tratamentos topicos em casos mais ligeiros, sendo adaptado de acordo com o diagnostico de cada

Caso.

1.1.3. Visceral (VL)

A leishmaniose visceral ocorre principalmente no Brasil, no Este Africano e no Sudeste
Asiatico. E um tipo de manifestacio da doenca que afeta a corrente sanguinea e 6rgos vitais tais
como o baco, o figado e a medula 6ssea. O seu periodo de incubagdo pode variar entre semanas a
meses. Os sintomas sdo geralmente crises irregulares de febre, perda de peso, anemia e aumento
do volume da viscera afetada. Quando ndo tratada, é fatal em 95% dos casos, contando assim
com cerca de 70000 mortes anualmente [13-14]. O tratamento €, pois, essencial, sendo usados
como medicamentos de primeira linha os sais de Sb(V) ou, nos EUA, a anfotericina B (AmB) ou

a miltefosina. Os compostos da familia dos “azdis” também podem ser utilizados quando o
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diagnostico mostra infecdo por estirpes a eles sensiveis. Mais detalhes sobre cada tipo de

medicamento, seu modo de atuacao e efeitos secundarios sdo apresentados na sec¢do seguinte.

2. Medicamentos para o tratamento da leishmaniose — origens, modo de acgéo e
complicagdes

A gama de medicamentos disponivel para o tratamento da leishmaniose é relativamente
pequena e inclui dois sais de antimonio pentavalente, a anfotericina B (AmB), o isotionato de
pentamidina, a miltefosina e uma familia de compostos designada genericamente por “azois” -
cetoconazol, itraconazol e fluconazol. De realcar que, com excecdo dos sais de antimonio
pentavalente, os restantes medicamentos para a leishmaniose ja existiam comercialmente com
outras indicacdes terapéuticas, tendo sido ampliado a sua gama de indicagdes. Por exemplo, a
AmB e os “azdis” foram inicialmente desenvolvidos enquanto agentes antifingicos e a
miltefosina resultou de estudos para desenvolvimento de agentes antineoplasicos. Este facto

ilustra a caréncia de esfor¢os no desenvolvimento de novos farmacos para a leishmaniose.

2.1. Sais de antimdnio pentavalente

Os compostos a base de Sh(V) aprovados para leishmaniose sao o estibogluconato de sddio e
antimoniato de meglumina (Figura 2). O uso de sais de antimoénio para a leishmaniose ja tem
mais de um século, tendo sido reportado pela primeira vez em 1913 o tartarato de antimonio
trivalente como agente para a VL [15]. Por ser um agente extremamente toxico, foram realizados
estudos subsequentes sobre 0s seus mecanismos de toxicidade, conduzindo consequentemente a
descoberta dos sais de antimoénio pentavalente correntemente em uso. Os compostos desta familia
foram reportados pela primeira vez na década de 1920 para o tratamento da VL [16] e tém-se
mantido em uso, com mais ou menos alteracdes, até a data. Ainda assim, pelo facto de serem
compostos amorfos, a elucidacdo da sua estrutura sé recentemente foi conseguida. Para o
antimoniato de meglumina comercial, por exemplo, estudos por espetrometria de massa sugerem
que a forma mais abundante consiste em duas unidades de meglumina coordenadas com um iao
de antiménio, mostrando ainda a presenca de complexos do tipo 1:1, 2:2 e oligbmeros de
composicdo diversa [17]. O modo de atuagdo destes farmacos permanece por confirmar, havendo
um modelo que sugere toxicidade intrinseca para Sh(V), enquanto que um segundo modelo
aponta para reducéo in vivo a compostos de Sh(l1l) que, por sua vez, induzem apoptose [18].
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos dois sais de antimoénio pentavalente usados no

tratamento da leishmaniose cutanea. A esquerda, estibogluconato de sédio, o Unico desta classe

aprovado nos EUA,; a direita, representacdo genérica do antimoniato de meglumina.

Os sais de antimonio pentavalente sdo recomendados pela OMS como farmacos de primeira
linha para o tratamento de todos os tipos de leishmaniose [18]. Nos EUA, o Unico farmaco desta
classe aprovado pela agéncia do medicamento norte-americana (FDA) é o estibogluconato de
sodio, mas este é usado como medicamento de segunda linha, ou seja, quando os de primeira
escolha (ver Seccdo 2.2) falham, quando os doentes sdo intolerantes a estes ou quando a estirpe
Ihes é resistente.

Os sais de antimonio pentavalente apresentam uma toxicidade consideravel, sendo frequente,
nas doses terapéuticas, a ocorréncia de dores musculares e nas articulacdes, elevacdo de enzimas

hepaticas e, mais raramente, cardiotoxicidade (que é grave em 9% dos doentes) [19].

2.2. Anfotericina B (AmB) - uma molécula pleiotropica

A Anfotericina B (AmB) (Figura 3) € um agente antimicrobiano que apresenta atividade
contra a Leishmania spp e certos fungos. Tem uma grande afinidade para lipidos, tais como as
lipoproteinas (quando em circulagdo), e esterdis membranares, como o ergoesterol da membrana
do parasita [20-22]. Apos ligacdo, forma canais ionicos capazes de desregular o balanco eletrélito
e, consequentemente, causar a morte das células.

Durante varios anos, acreditou-se que a formacao de poros membranares era o Unico modo
de acdo da AmB. Presentemente, sabe-se que € um composto pleiotrdpico, ou seja, capaz de
interferir com multiplos alvos biomoleculares. Assim, para além da formacao dos poros, a AmB
liga-se ao ergosterol e causa bloqueio funcional [22], o que torna o parasita menos invasivo visto
que o ergosterol é necessario para a fusdo da membrana do parasita com a das células
hospedeiras. A AmB também provoca formacdo de espécies reativas de oxigénio e aumento do
nivel de calcio citosélico, causando a despolariza¢cdo da membrana mitocondrial e consequente
libertagdo do citocromo C (Cyt C) com ativacdo das caspases que levam a apoptose (uma forma
programada de morte celular) [23]. A AmB tem ainda atividade imunoestimuladora por induzir a
producdo, por parte das células imunes do hospedeiro, de interleucinas, moléculas mediadoras da
resposta imune [24-25].
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Figura 3 - Estrutura quimica da Anfotericina B (AmB), em cima, e esquema representativo dos
seus efeitos sobre a membrana do parasita por ligacdo ao ergosterol, em baixo.

A AmB ¢é administrada via endovenosa e usada no tratamento das trés formas de
leishmaniose. E 0 medicamento de primeira escolha em alguns paises, como os EUA e o
Bangladesh [26], e para pacientes co-infetados com VIH ou pacientes que apresentam resisténcia
aos sais de Sh(V) [27-28]. Como desvantagem, é frequente o desenvolvimento de resisténcia por
parte do parasita, 0 que se pensa resultar de mutacfes genéticas na enzima 14-a-desmetilase que
conduz a alteracdes ao nivel do metabolismo do ergoesterol e consequente redugdo do mesmo
[29]. Além disso, a superexpressdo de genes como o LAAPx (gene da enzima ascorbato
peroxidase) também foi detetada em estirpes de L. donovani resistentes a AmB, desempenhando
um papel fundamental na protecédo do efeito do stress oxidativo causado pelo medicamento [23].
Mais desvantagens incluem a possivel ocorréncia de efeitos toxicos, que sdo mais comuns ao
nivel do rim mas podem também afetar o sistema nervoso central [30]. Em alguns pacientes, pode

ocorrer reacdo anafilatica logo apos a injecao [26].
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2.3. Miltefosina, um medicamento com multiplas ac¢des

A miltefosina (Figura 4) foi originalmente desenvolvida para atuar como agente
antioneoplésico. A sua estrutura quimica € andloga a dos fosfolipidos, o que Ihe confere afinidade
para varios alvos biomoleculares. Possui assim um leque de a¢des variado que inclui a sobre-
expressdo de metacaspases (enzimas pro-apoptoticas) [31], a perturbacdo da funcdo da enzima
reparadora celular metionina aminopeptidase 2 (MAP2) [32], o bloqueio da maquinaria de
replicacdo celular [33], a perturbacdo dos niveis intracelulares de Ca?* [34,35] e a indugdo de

stress oxidativo a nivel mitocondrial [36].

Figura 4 - Estrutura quimica da miltefosina.

A miltefosina esta aprovada para o tratamento da leishmaniose desde 2002, sendo o Unico
medicamento ativo por via oral que esta disponivel [37]. Por ter um bom tempo de semi-vida no
paciente, pode ser usada em combinacdo, por exemplo com AmB que é dada em dose Unica,
sendo seguida de tratamento ambulatério com miltefosina por 28 dias [38]. Os efeitos
secundarios fazem-se sentir principalmente a nivel gastrointestinal, o que esta associado a forma
de administracdo. Incluem nauseas, émese e diarreia. Ha risco moderado (2-3%) de toxicidade
renal e hepatica graves. No entanto, apesar das suas multiplas acdes, estudos clinicos ja
reportaram resisténcia a mesma por parte dos parasitas [39].

2.4. Isotionato de pentamidina

O isotionato de pentamidina (Figura 5) esta aprovado nos EUA como medicamento érféao,
exclusivamente para o tratamento de pneumonia causada pelo fungo unicelular Pneumocistus
carinii. Possui também atividade contra tripanosomatideos, sendo recomendado pela OMS para o
tratamento da leishmaniose e fazendo parte da lista de medicamentos essenciais desta

organizacéo [40].
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Figura 5 - Estrutura quimica do isotionato de pentamidina, aqui representado na sua forma
neutra.
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O seu modo de acdo ndo esta bem estabelecido, embora tenha ja sido demonstrado que
interfere com a sintese das bases do ADN [41]. Recentemente, mostrou-se também que a forma
dicatiénica do medicamento liga-se covalentemente a uma proteina transmembranar do tipo
aguagliceroporina [42], ou seja, uma proteina capaz de transportar agua (e glicerol) através da
membrana celular.

A forma ativa é a dicatidnica mas, a pH basico do limen intestinal, 0 medicamento encontra-
se na forma neutra, mais apolar e menos soltvel, o que impede a sua absor¢do. Assim, tem de ser
administrado por via endovenosa. Usa-se em primeira linha no tratamento de infegbes por
Leishmania aethiopica e como medicamento de segunda linha no tratamento de VL e CL com
outras espécies a ele sensiveis. A principal limita¢do ao seu uso advém da possibilidade de causar

toxicidade irreversivel em alguns pacientes.

2.5. Cetoconazol, itraconazol e fluconazol, medicamentos alternativos para o tratamento da
leishmaniose cuténea

Os medicamentos derivados do imidazol (cetoconazol) e dos triazois (itraconazol e
fluconazol — Figura 6) sdo genericamente denominados de ‘azois’ e pertencem todos a classe dos

agentes antifungicos.
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Figura 6 - Estrutura quimica dos agentes antifungicos da familia dos ‘azoéis’ (itraconazol em
cima, cetoconazol a esquerda e fluconazol a direta) utilizados no tratamento da leishmaniose
cutanea.
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A sua atividade consiste em inibir a biossintese de ergoesterol por bloqueio da enzima
lanoesterol 14-a-desmetilase. O ergosterol € o principal esterol na membrana celular de algumas
leveduras e bolores [43-45], bem como na membrana celular dos parasitas da leishmaniose. O
reaproveitamento deste grupo de medicamentos deve-se ao facto de terem a lanoesterol 14-a-
desmetilase como alvo comum [46].

Os ‘azoéis’ sao administrados por via oral no tratamento da CL (embora para alguns haja
também formas injetaveis). O itraconazol ndo tem efeitos secundarios de monta [47] e pode ser
uma boa alternativa em pacientes que ndo respondem aos farmacos de primeira linha [11]. O
cetoconazol e o fluconazole podem causar alguns efeitos secundarios reversiveis, como a
elevacao das enzimas hepaticas, mas trazem a vantagem duma acao curativa em CL comparavel a

dos farmacos de primeira linha [48-49].

2.6. LimitacOes ao uso e perspetivas futuras

Dos medicamentos aqui apresentados, aqueles que sdo mais utilizados no tratamento da
leishmaniose sdo, em geral, administrados de forma parenteral. Apenas a miltefosina e os ‘azois’
sdo de uso oral, mas a miltefosina é uma droga de segunda escolha e as indicagdes terapéuticas
dos ‘azo6is’ sdo restritas a forma cutdnea de leishmaniose. Mesmo novos agentes, como a
paromomicina, aprovada para leishmaniose na india e em estudo em alguns paises do norte de
Africa [50], trazem uma repeticdo dos mesmos problemas e limitacdes: a paromomicina é um
medicamento j& comercializado como antibiético, tem uma toxicidade ndo negligenciavel e, mais
uma vez, requer administracdo parentérica. Assim, a norma é que o tratamento implique injecdo
ou, no caso da AmB na forma lipossomal, perfusdo, o que frequentemente provoca dor e inchacgo
no local da puncdo. Mais ainda, os regimes terapéuticos sdo prolongados, podendo demorar
varias semanas e requerendo o internamento ou deslocagfes frequentes ao hospital com custos
para 0 paciente. A este quadro soma-se a ocorréncia de reagBes indesejaveis associadas a
toxicidade dos medicamentos. Muitas vezes, o resultado é a desmotivacdo dos pacientes, que
abandonam o tratamento antes de estar completo. Estas razdes reforcam a necessidade de

encontrar possiveis novos agentes terapéuticos contra a doenca.

3. Em busca de novos farmacos — o papel dos complexos de ruténio
A descoberta de um tratamento universal para a leishmaniose continua a ser um enorme
desafio, 0 que se deve, em grande parte, a complexidade da fisiopatologia da infecdo. Neste

sentido, estdo a ser desenvolvidas vérias linhas de investigagdo de novas moléculas ativas, que
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incluem a avaliacdo de produtos naturais [51] e de novos compostos organicos derivados de
farmacoforos conhecidos, como, por exemplo, azaesterois, diamidinas aromaticas e 8-
aminoquinolinas [50]. Existem também grandes esforcos para a identificagcdo de novos alvos
terapéuticos por metodologias in silico [52-53] e o desenvolvimento de compostos metalo-
organicos, que trazem uma maior diversidade estrutural e, por consequéncia, leque de acdes [54].

Uma das abordagens a ter em consideracao, logo no passo de sintese de novos agentes, € a
sua atividade redox e a consequente contribuicdo para a acumulacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que podem matar as células parasitarias. Neste sentido, os complexos metalicos
tém ganho terreno na comunidade cientifica especializada na &rea. Em particular, foi observada
atividade anti-Trypanosomatidae para complexos de ferro, rénio, manganésio e ruténio [54].

Os complexos de ruténio tém demonstrado resultados bastante promissores ja que
apresentam um conjunto de propriedades que os torna excelentes candidatos ao tratamento da
leishmaniose: 1) as suas propriedades redox permitem-lhes interferir com 0s mecanismos
antioxidantes dos parasitas [55]; 2) apresentam toxicidade significativamente inferior aos sais de
antiménio(V) correntemente utilizados; 3) uma vez na circulacdo sanguinea do paciente, podem
facilmente ser biotransportados por ligacéo a transferrina, o que evita interagdes indesejadas [55];
4) apresentam elevada tolerabilidade gracas as suas propriedades idénticas ao ferro. O ruténio
pode ainda potenciar a atividade dos complexos contra os parasitas. De facto, foi ja identificado
um mecanismo celular de captacdo de ferro, bem como receptores da transferrina, em algumas
espécies de Leishmania. Assim, e gracas a0 mimetismo Ru - Fe resultante do facto de
pertencerem ao mesmo grupo da tabela periddica, as vias de entrada de ferro e seus compostos
poderdo oferecer formas privilegiadas de acesso dos complexos de Ru as células do parasita [56,
57].

Em muitos dos exemplos que se apresentam a seguir, é feita a coordenacdo de compostos
organicos ativos contra a Leishmania com um precursor de ruténio para formar complexos
inorganicos seletivos. A atividade dos complexos resultantes é tipicamente superior a dos ativos
organicos neles usados como ligando, pelo que alguns autores referem este efeito como ‘sinergia

metal-ligando’.

3.1. Complexos inorganicos de ruténio

Um dos exemplos mais paradigmaticos de complexos com sinergia metal-ligando data de
2014 e emprega o lapachol, um composto de origem boténica usado tradicionalmente para tratar
varios tipos de infe¢cdes. Os complexos com ele formados estdo representados na Figura 7. A sua

esfera de coordenacdo estd preenchida por ligandos de elevada inércia cinética (i.e., pouco
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labeis), como a trifenilfosfina (PPhs), e diferentes ligandos polipiridilo: 1,10-fenantrolina (phen)
em 1, 2,2’-bipiridina (bpy) em 2, 4,4’-dimetilbipiridina em 3 e 4,4’-dimetoxibipiridina em 4. As
suas atividades sdo elevadas e bastante superiores a do lapachol, quer contra a forma
promastigota, quer contra a forma amastigota, internalizada em macréfagos, de L. amazonensis.
Contudo, também sdo tdxicos para macrofagos nédo infetados (da linha J744), conforme indicado

pelos valores relativamente baixos de I1Cso obtidos nestas celulas (Tabela 1) [58].

/ AN ) PF6 ) PF6

P B P, T\P

Ru. y ~ | ™o

N ! P
o |y orlc
=
@OR X
— p— — R pu—

1 phen,R=H 5 R = n-butilo, X =H
2bpy, R=H 6 R=S-CH;, X=H
3 bpy, R = CHs 7 R=0-CHj, X = OH

4 bpy, R = O-CHj
Figura 7 - Representacdo estrutural dos complexos de Ru(ll) e fenilfosfinas que tém como
ligandos ativos o lapachol (1-4) e p-alquilbenzoatos (5-7).

Outro estudo, conduzido em 2017 por Mbnica S. Costa et al., incidiu também sobre
complexos de Ru(ll) e ligandos fenilfosfina, que apresentam ainda trés diferentes p-
alquilbenzoatos como ligandos ativos (complexos 5-7 na Figura 7) [56]. Os alquilbenzoatos séo
compostos branqueadores por inibicdo da tirosinase [59], uma enzima que nos humanos esta
envolvida na producdo de melanina e cuja expressdo aumenta exageradamente nos doentes com
leishmaniose [60]. Os complexos 5-7 apresentam boa atividade leishmanicida em promastigotas
de L. amazonensis, L. brasiliensis e L. infantum, com valores 1Cso na ordem dos micromolar e,
em alguns casos, ja na ordem dos nanomolar (Tabela 1). Porém, tal como os da série anterior,
apresentam alguma toxicidade contra macrdéfagos, o que podera estar relacionado com a presenga
de ligandos de fenilfosfina, ja que o precursor [Ru(Ph2P-CH2-PPh2)>Cl2] (que sé possui ligandos
difenilfosfina, PhoP, e dois atomos cloro) também apresenta toxicidade assinalavel em
macrofagos (Ultima linha da Tabela 1). De facto, a seguranca toxicologica das fenilfosfinas
carece de mais estudos, conhecendo-se apenas a toxicidade por inalacdo de fenilfosfina e

trifenilfosfina em ratos. Nestes modelos animais, os valores de LD50 foram determinados em
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1,55 e 47,8 umol/L, respetivamente (concentracdo expressa em micromoles por volume

atmosférico) [61].

Tabela 1 - Atividade leishmanicida dos complexos 1-7 em comparagdo com o0
lapachol e com o precursor [Ru(Ph2P-CH2-PPh,),Cl] (Ph = fenilo).

L. braziliensis L. infantum

Composto L. amazonensis I1Cso (1LM) ICso (M) ICs0 (M) Macréfagos,

. - : . ICso (UM)
promastigotas  amastigotas promastigotas ~ promastigotas

1 >10 0,07 £ 0,002 — 0,33£0,08

2 0,18 £ 0,04 0,17 £0,01 — — 1,0 £ 0,46

3 0,42 +0,03 >10 — — 6,7+13

4 1,60 +£0,44 n.d. _ _ 1,9+13

Lapacho| 12,4 £0,69 >10 — > 10

5 7,52 — 9,09 12,59 8,73

6 0,70 — 3,28 3,17 1,85

7 0,52 — 0,86 1,75 2,14

Precursor 15,48 — 3,93 19,46 62,24

Notas: Os valores de ICso sd0 expressos como média + s.d, excepto quando o s.d. ndo foi disponibilizado
na literatura; n.d. significa ndo determinado.

Os compostos 1-4 e o lapachol foram testados com 72h de tempo de incubagéo e a sua toxicidade avaliada
em macréfagos de rato da linha J774; os compostos 5-7 e precursor foram testados com 24h de tempo de
incubacdo e a sua toxicidade avaliada em macrofagos de rato da linha RAW 264.7.

Também em 2017, Marzena Fandzloch et al. reportaram complexos de Ru(ll) e Ru(lll) com
ligandos labeis como o cloro e o dimetilsulfoxido (DMSO) tendo apenas um ligando ativo: um
andlogo da purina. Os complexos foram testados contra promastigotas de L. infatum, L.
brasiliensis e L. donovani [62]. O estudo demonstrou a presenca de sinergia de acdo metal-
ligando, mostrando ainda que a geometria de coordenacdo e o estado de oxidacdo do Ru s&o
fatores determinantes na atividade. Os dois complexos mais potentes, 8 e 9, estdo representados
na Figura 8. Note-se que estes apresentam diferentes estados de oxidacdo para o ruténio, que é
Ru(ll) para o complexo 8 e Ru(lll) para o complexo 9. Esta diferenca traduz-se numa rapida
hidrélise em meio aquoso do complexo 9; porém, a adicdo de cloreto de s6dio ao meio induz
igualmente a rapida hidrélise do complexo 8, pelo que in vivo poderdo ter perfis semelhantes. O
complexo 8 é o mais ativo, com valores de ICso a oscilar entre 9,2 + 0,7 e 41,8 + 3,3 uM
(dependendo da espécie de Leishmania), enquanto que com 9 os valores se situam entre 46,1 +
3,7¢e 62,0 +4,9 uM. Estes complexos tém a grande vantagem de se mostrar indcuos em estudos
in vitro, com toxicidade em macrdfagos e células epiteliais de rim (linha Vero) a apresentar
valores de 1Cso acima de 300 uM para 8 e de 800 uM para 9. Ainda assim, deve ressaltar-se que a
presenca de ligandos labeis, com espectavel hidrolise in vivo rapida e facil, podera implicar a sua
interacdo com um maior nimero de alvos do hospedeiro. Poderd, portanto, perder-se alguma

atividade por interacdo com multiplos alvos, bem como surgir algum efeito toxico indesejado.
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Estudos futuros deverdo incluir a avaliacdo, em modelos animais, da dose eficaz e da seguranca
destes complexos, para melhor se compreender a sua viabilidade como novos agentes

terapéuticos.

o] CI
)-N/,,, wDMSO )‘ N’//, WCl

CI/ | “pmso H- o’ “pmso
DMSO H CI

Figura 8 - Estrutura quimica dos dois complexos mais potentes do estudo conduzido por
Marzena Fandzloch et al: 8 cis, fac—[RuClz(dmso)s(tmtp)] e 9
mer-[RuCls(dmso)(OH,)(tmtp)]-2H.0 (tmtp = 5,6,7-trimetil-1,2,4-triazolo[1,5-a]-pirimidina)
[62].

3.2. Complexos organometalicos de ruténio

Os complexos organometélicos de ruténio (caracterizados por uma ligagdo C-Ru) também
tém sido um importante foco de estudo enquanto candidatos a novos agentes leishmanicidas,
nomeadamente os complexos de ruténio e arenos com geometria do tipo ‘banco de piano’ (Figura
9). Estes trazem as vantagens de permitir incorporar uma variedade vasta de ligandos (X, Y, Z) e
de grupos funcionais no anel areno (R), e de usar diferentes anéis na posicdo do areno, sendo
mais comuns o arilo ou o ciclopentadienilo. A diversidade estrutural é importante para modular
as propriedades fisico-quimicas e bioguimicas destes complexos e, consequentemente, a sua
atividade bioldgica.

Os exemplos mais relevantes de complexos organometalicos de ruténio para tratar a
leishmaniose advém de estudos conduzidos por A. Sanchez-Delgado et al. que, entre 2012 e
2013, sintetizaram duas familias de complexos de ruténio com p-cimeno (4-
metilisobutilbenzeno): uma tendo como ligando ativo o cetoconazole (KTZ) [54], e outra tendo o
clotrimazole (CTZ) [55,63,64]. Regra geral, a atividade anti-parasitaria destes complexos é
superior a dos respectivos ‘azéis’, confirmando-Se a ocorréncia de sinergia metal-ligando. Os
compostos mais ativos das duas familias estdo representados na Figura 9. Os complexos com
CTZ, 10 e 11, destacam-se pela sua elevada atividade contra promastigotas de L. major, ja na
ordem dos nanomolar. Por outro lado o complexo com KTZ é o que apresenta melhor margem de
seguranca, com uma atividade leishmanicida de 0,8 uM e auséncia de toxicidade in vitro em

todas as linhas celulares de mamifero em que foi testado (Tabela 2). Os complexos 10 e 11 foram
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também testados contra amastigotas de L. major internalizados em macréfagos peritoneais de
ratos, com bons resultados (IC70 =29 nM para 10 e ICs0 =1 uM para 11).

R uso dos medicamentos N\/\§ Cl
@ 'azdis' como ligandos: LN O
| cetoconazole (KTZ)

Ru
\\ol \ % clotrimazole (CTZ) O
< -
Y

complexos com geometria clotrimazole
em 'banco de piano'

H@@

I\\ ) O‘ \
. O & O
10, ligando CTZ 11, ligando CTZ

12, ligando KTZ

Figura 9 - Representacdo esquematica da geometria de complexos organometalicos do tipo
‘banco de piano’ e estruturas quimicas dos complexos 10-12, que contém como ligandos
ativos o clotrimazole (CTZ) ou o cetoconazole (KTZ) [62,63].

Tabela 2 - Actividade leishmanicida dos complexos 10-12 em comparagdo com o
clotrimazole e o cetoconazole.

Composto L. major promastigotas Macro6fagos Células tipo osteoblasto Fibroblastos
I1Cs0 (LM) I1Cs0 (LM) 1Cs0 (LM) 1Cs0 (LM)
10 0,015 + 0,004 — >75 —
11 0,45 +0,15 — 6,55 + 1,69 —
clotrimazole 1,6+0,5 — >75 —
12 0,8+1,32 >75 120 >120
cetoconazole 1,9+05 >75 120 >120

Notas: Os valores de I1Cso sdo expressos como média + s.d.; os compostos 10, 11, 13, cetoconazole e
clotrimazole foram testados com 96h de tempo de incubagdo; a sua toxicidade foi avaliada em macrofagos
de rato (linha RAW 264.7) e células humanas (fibroblastos da linha Hs27 e osteosarcoma da linha U2-OS
HTB-96, que mimetiza o osteoblasto).
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4. Conclusédo

A procura de novos agentes terapéuticos para a leishmaniose tem sido cada vez mais urgente
devido ao aumento da sua taxa de propagacdo pelo mundo inteiro, aliada aos problemas
associados aos tratamentos atuais, que se revelam pouco eficazes.

Na vasta gama de possiveis novos tratamentos, os complexos metalicos de ruténio tém
emergido na comunidade cientifica como potenciais novos medicamentos devido as suas
propriedades. Como se pretendeu demonstrar ao longo deste artigo, estes complexos de ruténio,
enquanto agentes anti-leishmania, sdo bastante promissores, apresentando uma atividade superior
quando comparados a dos seus ligandos isolados. Além disso, muitos destes complexos
demonstraram ser seletivos, ndo apresentando toxicidade significativa para com os macréfagos.

Em suma, podemos concluir que os complexos de ruténio sdo uma familia de compostos
promissora para a atividade anti-leishmania, mas que ainda carecem de mais estudos sistematicos
e do desenvolvimento de uma mais ampla variedade de estruturas para se poder compreender
melhor a relacdo entre algumas caracteristicas (como o estado de oxidacdo do metal, a natureza e
geometria do ligando, entre outros) e a sua atividade. Estudos atempados poderdo dar origem a
uma biblioteca de novos compostos, e suscitar novas areas de investigacdo, para que a

leishmaniose ndo venha a ser um problema em paises como Portugal daqui a umas décadas.
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