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“Os sonhos nao determinam o lugar onde vocés vao chegar, mas produzem a
forca necessaria para tira-los do lugar em que vocés estdao. Sonhem com as estrelas
para que vocés possam pisar pelo menos na Lua. Sonhem com a Lua para que
vocés possam pisar pelo menos nos altos montes. Sonhem com os altos montes
para que vocés possam ter dignidade quando atravessarem os vales das perdas e
das frustragdes. Bons alunos aprendem a matematica numérica, alunos fascinantes
vao além, aprendem a matematica da emogao, que nao tem conta exata e que
rompe a regra da logica. Nessa matematica vocé sé aprende a multiplicar quando
aprende a dividir, sé consegue ganhar quando aprende a perder, s6 consegue

receber, quando aprende a se doar.”

(Augusto Cury, 2003)



RESUMO

Leishmaniose é uma doenca causada por um protozoario do género
Leishmania. E considerada uma doenca negligenciada, com altos indices em
paises em desenvolvimento. As op¢coes de quimioterapia sao limitadas e entre
elas os problemas mais comuns sao: a longa duragao do tratamento, o alto
custo, a resisténcia do parasito, a eficacia variavel entre cepas ou espécies, os
varios efeitos colaterais da droga e toxicidade. A necessidade de novos
agentes terapéuticos seguros, efetivos e menos téxicos é urgente. A co-
infeccao HIV/ILeishmania tem aumentado ao redor do mundo, mudando a
distribuicdo geografica e a incidéncia da doenca. O estudo da atividade de
metais de transicdao tem sido realizado desde a descoberta da atividade
antitumoral da platina (Pt) em 1965. Os complexos de paladio (ll) tém se
destacado especialmente por suas atividades biologicas variadas como antitumoral,
atividade antiprotozoaria, agcdo anti-inflamatéria e atividade leishmanicida, além de
apresentar menor toxicidade que a Pt. Devido a necessidade de novos agentes
terapéuticos, doze novos complexos de paladio(ll), obtidos a partir de dois ligantes
iminicos, foram sintetizados e caracterizados por andlise elementar, infravermelho
(IR) e espectroscopia '"H RMN. A avaliagdo in vitro dos ligantes e complexos foi
realizada sobre formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis e sua citotoxicidade determinada em macrofagos murinos, através do
teste MTT. A maioria dos complexos exibiram uma atividade leishmanicida que variou
de 5,72-53,01 mg /mL para o ICs,. A atividade dos ligantes foi melhorada apds a
coordenagao com o paladio e a substituicdo por alguns radicais aumentaram ainda
mais a atividade leishmanicida. Os compostos mais ativos foram o complexo de
cloreto (serie B) e os complexos de tiocianato (serie A e B). Os resultados
observados indicaram que os novos compostos além de apresentarem uma potencial
atividade leishmanicida possuem menor citotoxicidade e maior indice de seletividade
(IS > 1)que a Pentamidina, droga de referéncia. Portanto, esses novos compostos
sdo promissores agentes no tratamento contra a leishmaniose porém novas
avaliagcbes devem ser realizadas para determinacdo da toxicidade in vivo e
mecanismo de acio.

Palavras-chave: Complexos de Paladio(ll), Leishmaniose, Tratamento.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by a protozoan from the genus Leishmania. It is
considered a neglected disease with high endemicity in developing countries. The
chemotherapy options are limited and the common problems are: long duration of
therapy, high cost, parasite resistance, variable efficacy between strains or species,
several drug side effects and toxicity. The need for new safe and effective therapeutic
agents with less toxicity is urgent. The HIV/Leishmania co-infection has increased
around of the world, changing the geographical distribution and the incidence of the
disease. The study of transition metals activities has been conducted since the
discovery of the antitumor activity of platinum (Pt) in 1965. The complexes of
palladium (lI) have been noted especially for its various biological activities as anti-
tumor activity, anti-protozoal, anti-inflammatory action and leishmanicidal activity, and
to be less toxic than the Pt. Due to necessity of new therapeutic agents, twelve new
palladium (lI) complexes obtained from two imine ligands were synthesized and
characterized by elemental analyses, Infrared (IR) and '"H NMR spectroscopies. The
in vitro evaluation of ligands and complexes has been tested on promastigotes and
amastigotes form of Leishmania (Leishmania) amazonensis and its cytotoxicity
determinate on murine macrophages, by MTT test. Most complexes exhibited a
leishmanicidal activity which ranged from 5,72-53,01 ug/mL for ICs..The activity of
ligands were improved after coordination with palladium and the replacement by
some substituents had increased even more the leishmanicidal activity. The most
active compounds were chloride (serie A) and thiocyanate complexes (both series).
Besides the results indicated a potential leishmanicidal activity, the new compounds
have lower cytotoxicity and higher selectivity index that Pentamidine, a drug
reference. Therefore, these new compounds are promising agents in the treatment
against leishmaniasis but further evaluation should be conducted to determine in vivo
toxicity and mechanism of action.

Key-words: Palladium(ll) complexes, Leishmaniasis, Treatment.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.  Aspectos gerais da Leishmania e Leishmaniose

O género Leishmania é constituido de varias espécies de protozoarios
pertencentes da familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida, que se
caracterizam pela presenga de uma estrutura extracelular rica em DNA, denominada
cinetoplasto (LAINSON & SHAW, 1972). Em 1903, Leishman e Donovan
separadamente descreveram um protozoario num tecido de bago, que hoje é
chamado Leishmania donovani (HERWALDT, 1999). O parasito existe em duas
formas: e a forma intracelular amastigota (FIGURA 1A), que é ovalada, nao
apresenta flagelo visivel na microscopia otica, € encontrada no interior dos
fagolisossomos dos macrofagos do hospedeiro mamifero, onde sobrevivem e se
multiplicam e a forma extracelular promastigota (FIGURA 1B), que é fusiforme,
apresenta nucleo central e possui flagelo, organela relacionada a locomogao do
parasito no tubo digestivo do inseto (CROFT & COOMBS, 2003).

Figura 1. Formas evolutivas do protozoario Leishmania. A: amastigota; B:
promastigota; C: cinetoplasto.

Fonte: www.dbbm.fiocruz.br/.../images/ciclo2a.jpg
As leishmanioses se caracterizam pelo parasitismo intracelular do sistema

fagocitario mononuclear, a partir da picada do vetor flebotomineo-fémea infectado

com as formas promastigotas de Leishmania que, apds inoculagdo no hospedeiro
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vertebrado se transformam em amastigotas no vacuolo parasitéforo de macrofagos
(LAINSON & SHAW, 1992).

Seu ciclo envolve hospedeiro vertebrado como os mamiferos (canideos,
roedores € o homem) e répteis, e invertebrados, o vetor Phlebotomus spp. (Velho
Mundo), e Lutzomyia spp (Novo Mundo) (VILLINSKI et al.,, 2008), conforme
demonstrado nas etapas da Figura 2. O vetor é infectado por formas promastigotas
quando se alimenta de sangue contaminado (animal hospedeiro-reservatério ou o
proprio homem) contendo macréfagos que possuem amastigotas no seu interior.
Apos a lise do macrofago infectado as amastigotas transformam-se em
promastigotas, as quais aderem as microvilosidades do intestino médio do inseto.
Nesta fase, os parasitos sdo denominados prociclicos, e caracterizam-se por se
multiplicarem rapidamente por divisdo binaria, transformando-se, apds alguns dias
em promastigotas metaciclicos, que sdo muito méveis e ndo tém a capacidade de se
dividir. Os promastigotas metaciclicos, infectantes, migram para a probdscida do
inseto e sdo injetados com a saliva durante o préximo repasto sanguineo (BATTES,
1994).

Estagio no mosquito Estagio no mamifero
o O mosquito ingere sangue
e injetaformas promastigotas e Promastigotas sao

fagocitados pelos
macrifagos

\
o

Fromastigotas
transformarm-se em
amastigotas dentro dos
macrafagos

W\ /
-
Y D‘\ah

Dividem-se no

intestino e migram
para a proboscida

W

~

Mo intestino as amastigotas
transformarr-se nas formas promastigotas

F )
s > 2%
93 o ® e
B
L 2] @a f’ J Amastigotas multiplicamse nas
oo . “ células (incluindo os macréfagos) de
e varios tecidos
Ingestéo de células o
parasitadas
o Mosquito durante repasto

sanguineo ingere macréfagos
infectados com amastigotas

Figura 2. Ciclo evolutivo da Leishmania.

Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
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Durante o repasto sanguineo as formas promastigotas do parasito, via
probéscida do mosquito, infectam o hospedeiro vertebrado. Estas formas sao
ingeridas pelos macréfagos onde ocorre sua transformacao em formas amastigotas
que se reproduzem por divisdo binaria até que a célula se rompa e infecte outras
células fagociticas continuando assim o ciclo (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Os parasitos do género Leishmania séao classificados em dois subgéneros:
Leishmania (Leishmania) spp. e Leishmania (Viannia) spp. Os parasitos do
subgénero Viannia desenvolvem-se primeiramente no intestino posterior dos vetores
e depois migram para o intestino médio e anterior (secgao peripilaria). Os parasitos
do subgénero Leishmania desenvolvem-se apenas no intestino anterior e médio
(seccao suprapilaria) (LAINSON & SHAW, 1992). Ja foram descritas
aproximadamente 21 espécies de leishmania que podem infectar o homem e pelo
menos 30 espécies do mosquito transmissor flebotomineo (DESJEUX, 1996;
HERWALDT, 1999).

A Leishmaniose possui como caracteristica a diversidade de manifestagdes
clinicas e pode ser classificada em duas formas principais: leishmaniose visceral
(LV), a forma mais severa, também conhecida por Calazar, caracteriza-se pelo
aumento no volume do figado e bago, anemia, perda de peso e febre, geralmente
fatal quando néo tratada; e leishmaniose cutédnea (LC), que se apresenta por lesdes
unicas ou multiplas na pele, geralmente no rosto, bragcos e pernas; a forma cutanea
difusa, com lesdes nodulares persistentes no corpo inteiro pode ter cura espontanea,
porém quando as lesbes sao multiplas causa desfiguracdes que prejudicam o
individuo (DESJEUX, 2004).

A doencga geralmente se manifesta depois de varias semanas ou meses apos a
infeccdo dependendo da resposta imune do hospedeiro e as propriedades de
viruléncia da espécie infectante. Existe uma relagdo de dependéncia de complexas
interacbes entre o parasito e o0 hospedeiro vertebrado, que determinam a
apresentacao clinica e o curso evolutivo das leishmanioses (HARKER, 1992).

As principais manifestagdes clinicas da forma visceral séo febre, tosse, dor
abdominal, diarréia, epistaxe, esplenomegalia, hepatomegalia, caquexia e
pancitopenia (GUERIN et al 2002; DAVIDSON, 2005). A LV pode apresentar-se

assintomatica a que evidencia os fatores de suscetibilidade do hospedeiro como
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idade, estado nutricional e resposta imune (MURRAY et al. 2005). Grande parte da
Leishmaniose Visceral na india e no leste da Africa é causada pela Leishmania
donovani, na regiao do Mediterraneo L. infantum e no Novo Mundo a L. chagasi e L.
amazonensis (GUERIN et al., 2002; WHO, 2005).

Herwaldt relatou a existéncia de variagdes da leishmaniose visceral e cutanea.

Na leishmaniose visceral existe a variagdo leishmaniose dérmica pds-calazar

(LDPC), uma leishmaniose cutanea crénica (DESJEUX, 2004) que se desenvolve
depois da melhora da forma visceral. A LDPC pode estar associada com uma forma
reincidente da doenca visceral e se manifesta por diversos tipos de lesdes na pele,
predominantemente na face. Os individuos com LDPC podem servir como
hospedeiros reservatérios de infecgao (HERWALDT, 1999).

A leishmaniose cutédnea pode ser causada pelas seguintes espécies no Velho
Mundo L. fropica, L. major, L. aethiopica, L. infantum e L. donovani; e no Novo
Mundo L. major, L. chagasi e espécies do complexo L. mexicana, especialmente L.
mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis e as espécies do subgénero Viannia
[L. (V.) braziliensis, a L. (V.) panamensis, a L. (V.) guyanensis e a L. (V.) peruvianal.
As variagbes de leishmaniose cutédnea sédo a leishmaniose muco-cutanea (LMC),
cutaneo-difusa (LCD) e a leishmaniose recidiva.

A LMC pode ser causada pelas espécies do subgénero Viannia especialmente
pela L. (V.) braziliensis, mas também pela L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis e
L. amazonensise, caracteriza-se por lesdes tardias que surgem apds a cura de uma
lesdo cutanea (WALTON, 1987), causa mutilagdes, comegando com ulceras na pele
que abrangem especialmente nariz e boca (DESJEUX, 2004).

A LCD, causada pela L. aethiopica (Velno Mundo) e espécies L. mexicana
(Novo Mundo), € uma doenga crénica, progressiva, poliparasitica variante, de longa
permanéncia e dificil tratamento devido a deficiéncia na resposta imune celular
mediada, se manifesta por lesdes de pele papulosas ou nodulares deformantes nao-
ulcerativas que se distribuem amplamente na superficie corporal onde se encontram
macrofagos em abundancia repletos de formas amastigotas (WALTON, 1987;
DESJEUX, 2004).

A leishmaniose recidiva, doenga crénica, hiperérgica tipicamente manifestada

por uma unica lesdo facial que aumenta com o passar dos anos, geralmente é
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causada pela L. tropica e L. major e pode ser encontrada no Ird e Iraque e regides
préoximas (HERWALDT, 1999).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) foi identificada no Brasil pela pri-
meira vez em 1895, a qual representa uma protozoose que tem como principal agen-
te etiologico a Leishmania Viannia braziliensis (SAMPAIO, 2002). Caracteriza-se por
apresentar lesdes cutaneas, geralmente ulcerosas, associadas com comprometi-
mento da mucosa oronasal, por isso foi denominada leishmaniose tegumentar por
abranger tanto a forma cutanea como a forma mucosa da doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005). De acordo com o Ministério da Saude, (2005), atualmente s&o reco-
nhecidas dez espécies que causam a doenga Leishmania (L.) amazonensis,
Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) nalffii, Leishmania (V.) shawi, Leishma-
nia (V.) lainsonii, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) peruviana, Leishmania
(V.) panamensis, Leishmania (L.) mexicana e Leishmania (L.) venezuelensis.

A leishmaniose (visceral e cutanea) € considerada no Brasil, de acordo com o
Ministério da Saude, como a sexta doenga infecciosa com maior incidéncia
confirmada. O numero de casos anuais de leishmaniose tegumentar passou de
4.560 a 28.712, no periodo de 1980 a 2004. Aumento ainda mais expressivo foi
registrado em relagdo a leishmaniose visceral, com 163 casos em 1.980 e 3.366
casos em 2004. A expansao na distribuicdo geografica dos casos de leishmaniose
cutanea no Brasil também é bem evidente, pois em 1994 havia registro de casos
autoctones em 1861 municipios, distribuidos entre 20 estados da federagdo. Em
2002, observou-se expansao da doenca para 2.302 municipios, distribuidos por
todos os estados. As regides nordeste e norte sdo as de maior incidéncia, seguidas
pela regido centro-oeste, sudeste e sul (MS/FUNASA, 2002).

A Leishmania Visceral é prevalente em Bangladesh, india, Nepal, Sudao e
Brasil. Estes paises juntos somam 90% da leishmaniose visceral de todo mundo.
Estima-se 500.000 novos casos por ano com uma taxa de mortalidade de 59.000
(DESJEUX, 2004). Estima-se cerca de 1,5 milhdes de novos casos de leishmaniose
cutdanea, mais de 90% localizados no Afeganistdo, Argélia, Iran, Iraque, Arabia
Saudita e Siria e no Brasil e Peru. Entretanto a distribuicdo geografica dos casos de
leishmaniose tem sido alterada devido a migragdo das areas rurais para as areas
urbanas, de novos trabalhadores (estrangeiros) para areas endémicas, refugiados

de guerras civis como no leste da Africa e viajantes (HERWALDT, 1999;
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SCHWARTZ, HATZ & BLUM, 2006).

Os casos de LV na América Latina sdo descritas em pelo menos 12 paises,
sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, predominantemente na regido
Nordeste. A doenga possui uma correlagdo com a pobreza, acometendo as classes
com baixos recursos financeiros em regides com servigos de saude precarios
(ALVAR, 2006). No Brasil foi demonstrado um aumento na incidéncia e letalidade
desta doencga entre 1994 a 2004, principalmente em individuos nao tratados e em
criancas desnutridas (MINISTERIO DA SAUDE, 2005; MALAFAIA, 2008).

Diagnodsticos incorretos, variagdes de resposta do hospedeiro, afecgdes
inaparentes, subnotificagdes, sdo algumas das causas para a dificuldade em se
estabelecer a real prevaléncia da leishmaniose (MARZOCHI, 1992; BERMAN, 1997).

O diagnodstico da leishmaniose pode ser realizado através de testes
parasitologicos e sorolégicos. Os testes parasitologicos sdo positivos quando na
microscopia encontram-se formas amastigotas em laminas coradas por Giemsa ou
Leishman. Outro teste parasitologico é feito por meio da observagao da mobilidade
de formas promastigotas em culturas isoladas apds 2 semanas. Na LV a observagao
pode ser realizada na microscopia de aspirados de baco, figado e linfonodos
(DAVIDSON, 2005). Pode-se preparar cultura de bidpsias de pele nas LC e LCPC e
lesdes da mucosa na LMC. Os testes imunoldgicos usados sédo aglutinacao direta,
teste de anticorpo imunofluorescente e ELISA. A hipersensibilidade tardia no teste de
Montenegro & muito util nas formas de leishmaniose cutdanea e muco-cutanea,
porém geralmente se mostra negativa nas formas cuténeo-difusa e visceral.
Técnicas moleculares como a PCR (reagdo em cadeia de polimerase) também sao
usadas podendo auxiliar na identificacdo e quantificacdo de leishmania, porém
possuem alto custo (DAVIDSON, 2005). Modificagdes nas técnicas com PCR estéo
sendo testadas, como um meétodo relatado por Spanakos e colaboradores (2008),
capaz de detectar o parasita diretamente de amostras de sangue de pacientes com
LV.

A incidéncia da leishmaniose tem aumentado devido a alguns fatores como: o
aumento de viagens internacionais (viajantes, soldados), a alteragcao do habitat do
vetor, o aumento da patogenicidade ou da transmissdo de doengas como HIV
(SCHWARTZ, HATZ & BLUM, 2006)

O grande interesse na doenga nos ultimos anos € devido ao aumento do
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numero de infectados, principalmente no caso de migragdes (para areas endémicas)
e de pacientes com AIDS. O parasito, através do seu ciclo de vida, desenvolveu um
mecanismo unico de adaptagcdo que assegura sua sobrevivéncia ao meio, tanto no
sistema digestivo do vetor quanto no sistema imune do hospedeiro vertebrado,
inibindo o0 mecanismo de defesa celular deste (CUNNINGHAM, 2001).

A co-infecgao leishmania x AIDS tem sido relatada em todas as partes do mundo,
e ha uma preocupacado quanto esta associacdo (MORENO et al., 2000; TOMAS,
2000; REMME, 2002). Desde o comecgo da epidemia global de HIV, anualmente os
numeros de casos de leishmaniose associada com o virus tem aumentado. Co-
infeccao com HIV pode ativar infecgdes latentes de leishmania, aumentando assim o
nivel de transmissdo da leishmaniose (MOLINA et al.,, 2003). Sampaio e
colaboradores (2002) relataram alguns casos de co-infecgéo Leishmaniose/AIDS no
Brasil. Ambos os agentes infecciosos compartiham o mesmo alvo celular.
Leishmania infecta e se multiplica dentro de macréfagos e o HIV também invade e
se replica nas mesmas células, alem das células T CD4 (CRUZ et al., 2006). A
presenca desses numa mesma célula pode causar implicagdes importantes na
expressao e distribuicao dessas doencas. A imunodepressao induzida pelo HIV na
infecgao viral tende a predominar sobre resposta celular causada pelo parasito,
implicando na capacidade de reconhecimento da Leishmania pelas células (OLIVER
et al., 2003).

As principais estratégias para o controle da doenga consistem na busca de
pessoas infectadas, o seu tratamento, o controle do vetor e dos hospedeiros
reservatorios (DESJEUSX, 2004). Maigon e colaboradores (2007) relatam a
importancia no controle do vetor flebotomineo devido a sua participacdo na
adaptacdo do parasito, sua sobrevivéncia, diferenciagdo e transmissao no
hospedeiro vertebrado. A eliminagao de reservatorios e a campanha antivetorial sdo
medidas de controle que poderiam proteger os individuos de areas com risco de
infeccdo. No entanto, todas essas medidas sdao de aplicagdo limitada nas
leishmanioses por diversos motivos, entre os quais podemos destacar (a) a
variedade de vetores e reservatérios que mantém o ciclo de transmissdo, mesmo na
auséncia de infeccdo humana; (b) dificuldade no controle vetorial; (c) falta de
medicamentos eficazes; (d) elevado grau dos efeitos colaterais causados pelos

medicamentos preconizados atualmente e (e) dificuldade no diagnostico das
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leishmanioses que podem ser confundidas com muitas doencgas tropicais.

1.2. Tratamento

O tratamento das leishmanioses € limitado, principalmente em funcdo das
poucas drogas terapéuticas disponiveis com alguma eficacia comprovada, as quais
sdo na sua grande maioria de aplicacao injetavel (GUERIN et al., 2002). Segundo o
Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose visceral do Ministério da Saude
(2005), a droga de primeira escolha para o tratamento s&o os compostos
pentavalentes antimoniais. Existem também as drogas de segunda linha como a
anfotericina B, anfotericina B lipossomal, paromicina, aminosidina tépica, miltefosine,
interferons, cetoconazol e itraconazol, e pentamidina.

No Brasil, os compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes, foram
utilizados pela primeira vez no tratamento da leishmaniose tegumentar em 1913 por
Gaspar Vianna. Na década de 40, os antimoniais pentavalentes, Sb(V), foram intro-
duzidos na terapia médica por apresentarem efeitos colaterais e toxicidade reduzi-
dos, quando comparados a forma trivalente. Atualmente, os derivados pentavalentes
sado considerados a primeira opgao para o tratamento das leishmanioses, podem ser
administrados via intramuscular ou intravenosa e estdo disponiveis em duas formu-
lagbes, o estibugluconato de sédio (Pentostam®) (FIGURA 3) e o antimoni-
ato-N-metil glucamina ou meglumine (Glucantime®) (MINISTERIO DA SAUDE,
2006).
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Figura 3. Estrutura quimica do antimonial pentavalente Pentostam® (estibogluconato
sodico).
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O mecanismo de agao dos antimoniais pentavalentes ainda ndo esta bem es-
clarecido, mas ha evidéncias de que poderiam agir desencadeando apoptose (SE-
RENO et al., 2001). O uso em gestantes, portadores de cardiopatias, nefropatias e
hepatopatias € contra-indicado (MS, 2002). O tratamento, geralmente hospitalar, re-
quer repetidas doses; sua duragdo pode ser de 28 dias para LV ou de 20 dias para
LMC e casos ndao complicados de LC. No entanto, o aumento da incidéncia de
leishmaniose e a co-infeccdo-AlIDS podem estar relacionados a resisténcia na me-
Ihora clinica. A resisténcia aos antimoniais ja apresenta indices de 1% em pacientes
da Africa e mais de 70% na india. Adicionalmente, o tratamento apresenta efeitos
colaterais, entre os quais podemos incluir pancreatite (mais severa em pacientes
HIV-positivo), leucopenia, arritmias, antralgia e mialgia, trombocitopenia, letargia,
anorexia, dor de cabeca, nauseas, vomitos, paladar de sabor metalico, faléncia re-
nal, artrite e tremor (DAVIDSON, 2005).

Na india, onde a resisténcia aos pentavalentes é mais comum, a Anfotericina
B (FIGURA 4) é um poderoso agente anti-leishmanicida de primeira linha. O trata-
mento requer hospitalizagdo e monitoracdo laboratorial durante um més. E eficaz
contra leishmaniose muco-cutanea, a qual ndo possui boa resposta ao tratamento
com os antimoniais. Sua via de administracdo € intravenosa e a dose esta no limite
da toxicidade, apresentando efeitos como anafilaxia, trombocitopenia, anorexia, ane-
mia, dor muscular, febre, tremor, calafrio, disfungao renal, entre outros (KHAW & PA-
NOSIAN, 1995).

HO

Figura 4. Estrutura quimica da anfotericina B

Seu mecanismo de acdo consiste na alteracao da permeabilidade seletiva da
membrana através da formacao de poros, o que leva a morte celular. A anfotericina

B lipossomal, (Ambisome®), demonstra efetividade, acdo rapida, maior tolerancia e
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menor toxicidade, porém possui alto custo, mas tem sido usada em pacientes resis-
tentes aos antimoniais ou em pacientes HIV-positivo intolerantes a estes (GUERIN et
al., 2002; DAVIDSON, 2005).

Por sua vez, a Pentamidina (FIGURA 5), € uma diamina aromatica com acéao
limitada devido sua toxicidade, normalmente utilizada como droga de segunda linha
quando antimoniais ndo se mostram eficazes, porém na India ja foi demonstrado um
aumento na sua resisténcia frente a doenca (GUERIN et al., 2002). Seu mecanismo
de acao ainda é incerto, mas seus efeitos sobre o parasito incluem ligacdo ao DNA
do cinetoplasto (CROFT & COOMBS, 2003) sendo a proposta mais aceita, a inibicdo
da topoisomerase mitocondrial (KRAMP et al, 2005).
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Figura 5. Estrutura quimica da pentamidina.

Um antibiético da classe dos aminoglicosideos, a Paromicina (FIGURA 6),
também conhecido por Aminosidina tem demonstrado atividade efetiva contra LV e
pode ser combinada com antimoniais pentavalentes, sendo as 2 drogas injetadas
em diferentes locais de aplicagdo. Estudos na fase clinica ainda ndo estado
completamente concluidos, mas sabe-se que por via parenteral pode causar
ototoxicidade, gerando problemas de controle motor e do equilibrio (GUERIN et al.,
2002). Aminosidina tépica de 15% em cloridrato de metilbenzeténio é efetiva na

leishmaniose cutanea causada por L. major (DAVIDSON, 2005).
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Figura 6. Estrutura quimica da paromicina.
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Alternativamente, a Miltefosine (Impavido®, Figura 7), uma droga anticancer al-
quilfosfolipidica usada desde a década de 80 tem se mostrado uma nova promessa
no tratamento das leishmanioses. A apesar de nao ser o composto mais ativo contra
parasitos da Leishmania em testes in vitro e in vivo foi identificado como um dos
mais recentes agentes de uso oral usados no tratamento da leishmaniose (CROFT &
ENGEL, 2006). Esta droga foi testada no Novo Mundo, mas sua eficacia foi variavel
quando utilizada em leishmaniose muco cuténea, causada pelo parasito do subgé-
nero Viannia (HERWALDT, 1999). Os mecanismos de ag&o da miltefosina contra a
Leishmania ainda n&o sdo bem entendidos. Sabe-se que esta droga é capaz de blo-
quear a sintese e alterar a composi¢cao da membrana do parasita. A dose preconiza-
da para adultos € 100 mg por dia, por 28 dias. Seu uso ja esta licenciado contra as
leishmanioses visceral e cutdneo. Nao pode ser administrado a mulheres gravidas
por ser teratogénica e apresenta os seguintes efeitos colaterais: nauseas, vomitos,

diarréia e pode causar insuficiéncia renal (DAVIDSON, 2005).
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Figura 7. Estrutura quimica da miltefosine.

Por sua vez, o Interferon, um imunomodulador biolégico estudado desde 1980,
pode promover a atividade dos antimoniais no tratamento de LV e LC suprimindo o
sinal de inibicdo entre macréfagos e células T causado pela infecgdo. Alguns
exemplos de imunomoduladores sao imidazoquinolina e imiquimode (imiquimod);
possuem alto indice de cura, mas seu alto custo os exclui (CROFT & COOMBS,
2003).

Ja o Cetoconazol e o Itraconazol tém se mostrado efetivos contra leishmaniose
cutanea causada pela L. major ou L. mexicana e pouco ativos contra L. fropica, L.
aethiopica e L. braziliensis. Todavia, possuem efeitos colaterais como ginecomastia,
diminuigdo da libido, teratogenicidade e hepatotoxicidade, que deve ser

periodicamente acompanhada durante o tratamento (BALANA-FOUCE et al., 1998).



21

Ha mais de 20 anos a TDR (Tropical Disease Research - Pesquisa de doencgas
Tropicais) apoiada pela Organizagdo Mundial de Saude tem financiado pesquisas na
producao de vacinas (WHO, 2005). Atualmente, ainda n&o ha disponivel uma vacina
efetiva contra as leishmanioses devido as inumeras dificuldades como: a diversidade
antigénica, o numero de espécies que afetam os seres humanos, a variedade de
reservatorios e vetores e as diferentes formas clinicas da doenca.

De acordo com o Ministério da Saude (2005) existe uma vacina contra a
leishmaniose visceral canina registrada no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, porém sem constatagao de seu custo-beneficio e efetividade para o
controle de reservatorio da leishmaniose visceral canina em programas de saude
publica. Dentre as ag¢des de vigilancia e controle da Leishmaniose Visceral, as
relacionadas ao reservatorio doméstico (cao) sdo consideradas as mais polémicas,
devido a indicacdo da eutanasia de caes infectados e a contra-indicacdo do
tratamento canino como ferramentas para bloqueio da transmissao vetorial.

No Brasil, os surtos descritos na literatura estdo associados com a presenga de
caes soropositivos (RESENDE, 2007). Em varias regides geograficas a epidemia
canina precedeu a epidemia humana (CAMARGO-NEVES et al., 2001; OLIVEIRA et
al., 2001). Ha evidéncias de que animais tratados mantém a capacidade de infectar
os insetos flebotomineos. Diante desses fatos a Secretaria de Vigilancia e Saude
(2009), considera que o tratamento canino representa risco para a saude publica,
podendo o reservatério de caes tornar-se um risco a populagdo com possibilidade de
desenvolver resisténcia de parasitos contribuindo para a disseminagcdo da doenca
(SILVA et al, 2001; MIRET et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008).

A pesquisa por novos agentes terapéuticos tem como principio obter um
composto que apresente alta seletividade de ligagdo com seu alvo farmacoldégico,
seja toxico para o parasita, porém ndo cause danos as células humanas
hospedeiras. Uma estratégia para o desenvolvimento de novos farmacos com
atividade leishmanicida é através da identificagdo das diferencas metabdlicas e
bioquimicas entre hospedeiro e o parasito tornando-se um alvo para drogas.
(SANTOS, 2004; SHUKLA et al, 2009).

1.3. Pentamidina e outras Diaminas Aromaticas
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As diaminas aromaticas tiveram seu uso iniciado no tratamento da
leishmaniose em 1939 com a pentamidina, considerada a primeira droga estavel
com menor toxicidade e administrada pela via intramuscular ou endovenosa.
Atualmente € usada em casos clinicos nao responsivos aos antimoniais
pentavalentes. E considerada droga de segunda linha e apresenta efeitos colaterais
como taquicardia, nauseas, vomitos, dor de cabeca, hipotensao, nefrotoxicidade:
hiperglicemia, podendo causar diabetes, hipotenséo, e outros efeitos téxicos como
trombocitopenia, anemia, neutropenia e indugdo de enzimas hepaticas (BALANA-
FOUCE et al., 1998; HATH et al, 2003).

A pentamidina apresenta uma atividade clinica significante, entretanto, ha um
aumento na sua resisténcia, principalmente na india (DAVIDSON, 2005). O seu
modo de agao ainda ndo esta completamente elucidado, ha evidéncias de ligagao ao
DNA na atividade biologica de derivados da diamina. Conforme modelo descrito por
Athri e colaboradores (2006), ha formacdo de um complexo na fenda menor da
sequéncia de DNA ricas em adenina e timina (minor groove AT) que altera a acéo de
uma ou mais enzimas na transcricdo do DNA. A interacdo das diaminas com DNA,
ocorre através de uma ligagao reversivel da droga a superficie do minor-groover AT
do DNA do cinetoplasto e cromossomal (BALANA-FOUCE et al., 1998). Na
Leishmania, o DNA do cinetoplasto é o alvo inicial das diaminas. A interagdo com
acidos nucléicos causa uma alteragdo na estrutura terciaria e consequentemente
inibe a replicagdo, transcricdo ou ambas (GAROUFIS.; HADJIKAKOU.;
HADJILIADIS, 2009).

Outros mecanismos de acédo também sio propostos pela pentamidina no
cinetoplasto do parasita como a inibicdo de proteases de serina (MORTY et al.,
1998), a pertubagao no metabolismo poliamina (CALONGE et al., 1996) e a inibicao
da Topoisomerase II.

As topoisomerases (TOPs) sao consideradas como um novo alvo para futuras
drogas antitripanosomatideas, pois atuam em varios aspectos do metabolismo dos
acidos nucléicos e estdo envolvidas com a diminuicdo da tenséao torsional da rede de
DNA do cinetoplasto, quebrando-a e formando mini-circulos, processo este que
ocorre antes da replicacdo (SHAPIRO, 1994; CHEESMAN, 2000; DAS et al., 2006).

Estudos recentes mostraram diferencas nas interagcbes entre as TOPs

humanas e do parasita. A acao citotdéxica da pentamidina foi demonstrada mediante
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a inibicdo da enzima topoisomerase I, que desencadeia o processo programado de
morte celular (programmed cell death process), ou também chamado de apoptose,
um processo regulado geneticamente para o “suicidio” da célula. O fenbmeno da
inducdo da apoptose causado por uma droga vem sendo estudado devido sua
extrema importancia para a evolugao da terapéutica (JEAN-MORENO, 2006; SINGH
& DEY, 2007).

As diaminas sdo compostos de grande interesse para o desenvolvimento de
novos farmacos de acao antiparasitaria. Os trabalhos recentes relatam uma proé-
droga sintética com efeito oral e menor toxicidade que a pentamidina, denominada
furamidina, que esta na fase 3 dos testes clinicos contra a Trypanosoma brucei
gambiense (ATHRI et al., 2006, SILVA et al.,, 2007). Novos compostos derivados
diaminicos testados por Costa e colaboradores (2009) apresentaram atividade
leishmanicida contras as formas promastigotas das cepas de Leishmania
amazonensis e L. chagasi.

Como uma estratégia para a formagédo de uma nova droga leishmanicida, com
maior poder de acdo e menor efeito téxico, combinacbes com complexos
organometalicos tém sido testados, como foi relatado por MBONGO e colaboradores

(1998) que testaram o sinergismo do complexo de Iridio ligado a pentamidina.

1.4. Importancia dos Metais

A Quimica Inorgénica Medicinal teve suas origens nos trabalhos de Paul
Ehrlich, prémio Nobel em Medicina e Fisiologia em 1908. Fundador da quimioterapia
introduziu as primeiras idéias sobre relagdes estrutura-atividade e o conceito de
indice terapéutico, que utilizou em complexos metalicos. Os seus primeiros estudos,
relacionando a estrutura a atividade, foram feitos para compostos inorgénicos de
arsénio (BERALDO, 2005). Alfred Werner, considerado o pai da Quimica de
Coordenacao pelo desenvolvimento de sua teoria para explicar a estrutura e a
ligacdo quimica nos complexos metalicos de cobalto, foi o primeiro quimico
inorganico a receber um prémio Nobel de Quimica em 1913 (BERALDO, 2005).

O uso dos metais na medicina vem sendo praticado ha aproximadamente 5000
anos. Os egipcios usavam cobre para esterilizar a agua 3000 anos a.C. e 0 ouro

eram empregados na fabricagdo de medicamentos na Arabia e na China ha 3500
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anos, mais em razao da natureza preciosa do metal do que de suas propriedades
medicinais (THOMPSON & ORVIG, 2003). Dentre os demais usos dos metais na
medicina encontram-se os antiacidos que utilizam os metais como aluminio, bismu-
to, os alcalino terrosos como calcio e magnésio, na forma de carbonatos, hidroxidos,
silicatos e 6xidos que neutralizam o excesso de acido através da lenta liberagédo de
base no estomago (AIROLDI, 1994.), antidiabéticos utilizando vanadio, zinco e cobre
(YOSHIKAWA et al., 2009), o carbonato de litio no tratamento do transtorno bipolar
(FARIAS, 2005).

A atividade de compostos metalicos no tratamento de doencgas infecciosas €&
relatado desde a antiguidade. Atualmente tem sido descrito metais com atividades
biolégicas como: lantanio(ll), gadolineo(ll) e paladio(ll) com atividade antibactericida
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, o tratamento da sifilis utilizando
compostos a base de arsénio, platina, paladio e ruténio sendo utilizados como
antiparasitarios contra Doenc¢a de Chagas (VIEITES et al., 2009), o ouro utilizado no
tratamento de artrite (SHRIVER, 2008).

Nos ultimos anos ocorreu um aumento no estudo dos metais e de seu papel no
organismo. O papel das metaloproteinas na saude humana e nas doengas tem
direcionado estudos em diregdo a Quimica Bioinorganica. Ferro, zinco e cobre séo
os metais de maior concentragdo encontrados no corpo humano. A deficiéncia de
algum deles pode acarretar sérias complicagcdes, por exemplo, o Zinco, que esta
envolvido em varias fungdes enzimaticas incluindo transcrigdo e regulagdo do DNA,
oxidagao e hidrélise, quebra de ligagées peptidicas como também na formagao de
ligacbes fosfodiesteres. Proteinas ligadas ao zinco tem sido estudadas como um
novo alvo terapéutico contra o cancer por participarem de fungdes biolégicas como
maturacéo, regulacédo de degradagéo de proteinas, regulagdo no nivel de hormonios
e no controle do ciclo celular. Algumas organelas também s&o potenciais alvos
terapéuticos, como a mitocéndria que possui como fung¢ao a regulagao na produgao
de energia, no metabolismo, nas reac¢des redoxes e na morte celular programada
(FARREL, 2002). Em situagdes de excesso de ions metalicos, agentes quelantes
sdo utilizados para tratar intoxicagdo enddgena (Doenga de Wilson (Cu) ou
Talassemias (Fe)) ou exdégena (pela ingestao) (AIROLDI, 1993).

Os metais possuem uma caracteristica que os torna importantes como

componentes (funcionais e estruturais) dos seres vivos, € a sua propensdo em
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perder elétrons formando ions com cargas positivas enquanto as biomoléculas como
proteinas e DNA sao ricas em elétrons. Essa atragdo entre cargas opostas conduz a
uma interagao entre ions metalicos com moléculas biologicas.

Ha inumeras possibilidades de formar estruturas diferentes devido aos variados
numeros de coordenagédo (CASTILLO-BLUM, 2000). Essa diversidade é acrescida
pela associagdo de diferentes metais, ligantes e tipos de reagdes. Na literatura tem
sido descrito a sintese de novos compostos pelas rea¢des de adigao ou substituigao
por grupos radicalares como haletos ou pseudohaletos (grupos cujas propriedades
sdo analogas aos atomos de halogénio). De modo distinto, esses grupos
demonstraram diferentes atividades bioldgicas, como € descrito por Tripathi e
colaboradores (2006) sobre a atividade antimicrobiana do tiocianato, e 0 aumento da
atividade antitumoral de complexos paladados apds substituicdo pelo haleto bromo

relatado por Moro e seu grupo (2009).

1.5. Possibilidade leishmanicida de fototerapia associada a metais

A possibilidade de combinacdo entre droga Iluz-drogas, para matar
microorganismos foi descoberto a mais de 100 anos. (MOAN et al., 2003). Esta nova
modalidade terapéutica € chamada de Terapia Fotodindmica (TFD), oficialmente
reconhecida no Canada, Japao, Estados Unidos e em alguns paises da Europa. TFD
consiste na administracdo de um agente fotossensibilizante, por diferentes vias, e
sua subsequente ativacéo pela luz para produzir espécies reativas de oxigénio que
destroem seletivamente o tecido alvo. O direcionamento da acdo é baseado na
localizagdo preferencial do fotossensibilizante nos tecidos e na aplicacdo da luz
apenas na regiao de interesse. Desde entdo, este novo modelo de terapia estava
sendo usado preferencialmente no tratamento de tumores cujas principais vantagens
frente as outras técnicas de tratamento de tumores estdo relacionadas
principalmente ao seu carater relativamente nao-invasivo, quando comparado a
cirurgia, ao direcionamento preciso, a seguranga na administracdo repetida em
relagéo a radioterapia (DEROSA, 2002; NOWIS, 2005). Além do uso no tratamento
antitumoral, TFD tem sido utilizado em outros tipos de tratamento como no
dermatolégico contra alopecia, acne, psoriase, bactéria e estética (MITRA,
STABLES, 2006; BUGGIANI et al., 2008).
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O tratamento de infecgbes por agentes intracelulares € um desafio tanto na
area de saude quanto na area econdmica. Muitos microrganismos utilizam o interior
das células como refugio contra defesa celular do organismo, o que dificulta o
acesso de agentes quimioterapicos. Esse obstaculo pode promover uma selecao de
mutantes resistentes (AKILOV, 2006).

O uso da TFD concentrava-se em patdgenos extracelulares e muitos estudos
foram realizados confirmando atividade contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Devido a inespecificidade de sua agao “toxica”, a capacidade dos
microrganismos em desenvolver resisténcia € menor (AKILOV, 2006).

Recentemente pesquisa na area da fototerapia tem realizado testes contra
parasitos intracelulares como Leishmania entre outros, evidenciando a associagao
entre a TFD e complexos metalicos (GARDLO, 2003; SOUZA, 2006). Os resultados
obtidos do teste realizado por Bristol e colaboradores (2006) sugerem a
possibilidade de usar a FTD em macrofagos infectados com Leishmania

minimizando os danos ao tecido.

1.6 Compostos Organometalicos com atividade sobre DNA

Uma categoria de compostos contendo metais na estrutura, os
organometalicos, tem sido objeto de recentes estudos. Estes compostos possuem a
habilidade em adquirir diversas formas estruturais através de variados modos de
ligacdo promovendo uma propriedade fisico-quimica capaz de intermediar a
coordenagao dos compostos e as moléculas organicas (ALLARDYCE, 2005 apud
DORCIER et al., 2008). A estabilidade do complexo é determinada por diversos
fatores como estados de oxidacdo do metal, a biomolécula e geometria de
coordenacgao, estrutura tridimensional do complexo formado, estequiometria e
disponibilidade das biomoléculas para coordenacéao (BENITE et al. 2007). Sua acao
sobre o DNA foi descoberta na década de 60, quando Lerman descobriu que tinturas
de acridina eram capazes de se ligar aos acidos nucléicos pela sua insergcéo entre
as bases de pares de polinucleotideos por intera¢gdes ndo covalentes (LERMAN,
1961; BIVER, SECCO, VENTURINI, 2008). Este processo foi chamado de
intercalacdo, que demonstrou a capacidade de alterar profundamente a estrutura
secundaria do nucleotideo (BIVER, SECCO, VENTURINI, 2008).
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As evidéncias sobre os danos causados pela a acdo de metais sobre o DNA
foram comprovadas e relatadas em varios artigos, como a atividade anticancer
citada por Gastaldo e colaboradores (2008). Todavia, mesmo tendo acéao
comprovada sobre os acidos nucléicos, poucos metais foram testados (LIU et al.,
2007). BRUIIJNINCX and SADLER, (2008) ressaltam a importancia dos compostos
organometalicos para o campo da medicina através da pesquisa de novas
interagdes com o DNA.

A interagcdo entre complexos com metais de transicdo e o DNA tem sido
estudada por mais de décadas como promissores agentes terapéuticos. Os metais
intercaladores de DNA, através de interagdes com os acidos nucléicos, podem
alongar a fita de DNA causando uma alteragcdo na sua estrutura secundaria. A
interacao, covalente ou nao-covalente, entre os metais e a dupla-hélice do DNA
pode ocorrer na forma de trés ligagdes: intercalagéo, ligagdo na fenda (groove
binding) e efeitos externos eletro-estatico (LIU et al., 2007). Liu e colaboradores
(2004) citam varios exemplos de complexos metalicos (di e multi-nuclear) capazes
de provocar a hidrélise do DNA com ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), praseodimio
(Pr), cério (Ce), lantaneo (La) e cobalto (Co).

Em 1965, Rosenberg descobriu as propriedades anti-tumorais da cisplatina
(cis-diaminodicloroplatino(ll)). Desde entdo analogos de complexos de platina e pa-
ladio estao sendo estudados (ROSENBERG, 1965; CORBI et al., 2007). A platina é
um elemento quimico pertencente a triade do Grupo-10 na classificacao periddica
dos elementos, além do niquel e do paladio. Estes metais possuem facilidade em
formar complexos quadrado-planos, em detrimento aos demais metais de transigao.
Esta geometria € ideal para a modelagem molecular de drogas intercaladoras no
DNA. Sua insergao entre os pares de bases nitrogenadas vizinhas do DNA ocorre
através de forcas de Van der Waals e em fungdo da sua planaridade estrutural
(FARRELL, 1989).

A cisplatina tem um alto poder de cura em tratamentos de cancer (mamario,
ovario, testiculos) porém possui alta toxicidade, o que limita sua dose (BRUIJNINCX,
SADLER, 2008). Os principais efeitos colaterais sdo nefrotoxicidade, hepatotoxicida-
de, neurotoxicidade e ototoxicidade (BUTOUR, WIMMER, CASTAN 1997, CORBI et
al., 2007). Sua acéao anti-Leishmania foi testada comprovando indugcao a morte celu-

lar e apoptose (TAVARES et al., 2007). Por sua vez, o mecanismo de inibicdo do
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crescimento do parasito ocorre pela produgdo de radicais livres, bio-reducio e inte-
ragcdo com DNA (VIEITES et al., 2008).

Outros estudos da atividade antitumoral de complexos metalicos sédo relatados
por varios pesquisadores como o ouro(lll), isoeletrénico a platina que também apre-
senta atividade antitumoral, a atividade do ruténio (Ru) e rédio (Rh) citados por Dor-
cier e colaboradores (2008), o niquel (Ni) e cobalto (Co) citados por Liu e coaborado-
res (2007), o paladio (Pd) por TuSek-boZc e colaboradores (2008) e o cobre (Cu) ci-
tado por Miernicka e colaboradores (2008).

A atividade dos metais sobre a Leishmania foi descrita por alguns autores como
Navarro e colaboradores (2003) que testaram a atividade leishmanicida de
complexos de cobre (Cu) sobre formas promastigotas de Leishmania braziliensis
comprovando sua interagdo com o DNA do parasita. Além disso, também ja foi
relatada a atividade do ouro (Au) sobre culturas de promastigotas de L. mexicana
interagindo sobre o DNA por intercalacédo (NAVARRO et al., 2008). Raychaudhury e
colaboradores (2005) também demonstraram atividade de complexos com estanho
sobre Leishmania donovani.

Os complexos contendo paladio(ll) tém chamado a atengdo como uma
alternativa para novas drogas com base metdlica, visto que sua coordenacgéo
geométrica e processo de formagao de complexo sao similares aos da platina (Il)
(TUSEK-BOZC et al., 2008), entretanto é menos téxico ao organismo (QUIROGA;
NAVARRO-RANNINGER, 2004). Dentre suas propriedades tém se destacado suas
varias atividades biolégicas como anti-cancer (CORBI et al., 2006), alterando a
conformagao da dupla-hélice do DNA (MATESANZ et al., 1999); atividade anti-
protozoaria contra a Entamoeba histolytica com ICs, (concentragdo minima inibitoria
de 50% dos parasitos) menor que Metronidazol®, droga de referéncia (HUSAIN,
BHAT, AZAM, 2008); agao anti-inflamatodria 10-15% melhor que a droga padrao
Diclofenaco® (SHAHEEN et al., 2008), a atividade tripanocida causando stress
oxidativo e danos ao DNA (OTERO, et al, 2006) e a atividade leishmanicida (MESA-
VALLE et al.,, 1996). Essa caracteristica do paladio pode ser utilizada como uma
promissora droga no combate a leishmaniose.

Metha e Shaha (2006) ressaltam a preocupagdo quanto a resisténcia do
parasito Leishmania spp. aos metaldides, pois ja foi confirmado a existéncia de

resisténcia cruzada de metaldides como o arsénio e o antimdénio. Ambos induzem
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morte celular pela fragmentagdo celular que é precedida por um aumento das
espécies reativas de oxigénio (ROS). Esta situagao enfatiza a importancia da estudo
e o desenvolvimento de novos compostos no tratamento contra a leishmaniose.

Os complexos organometalicos contendo paladio em sua estrutura tém se
revelado um promissor agente terapéutico apresentando uma atividade bioldgica
diversificada, desde anti-inflamatéria a antiprotozoaria, além de possuir conhecida

atividade anti-tumoral.
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2. ARTIGO

O artigo mostra os resultados da sintese, caracterizagcdo e atividade
leishmanicida de doze novos complexos de paladio(ll) e de seus respectivos ligantes
sobre formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e
avaliac&o da citotoxicidade sobre macréfagos murinos.
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Abstract

Leishmaniasis, considered a neglected disease, is caused by a protozoan from the
genus Leishmania. The chemotherapy options are limited and have common
problems: long duration of therapy, high cost, parasite resistance, variable efficacy
between strains or species, several drug side effects and toxicity. The
HIV/Leishmania co-infection has changed the geographical distribution and the
incidence of the disease. Due to necessity of new therapeutic agents, twelve new
palladium(ll) complexes, obtained from two imine ligands, were synthesized and
characterized by elemental analyses, Infrared and 'H NMR spectroscopies. The in
vitro evaluation of ligands and complexes has been tested on promastigote and
amastigote forms of Leishmania (Leishmania) amazonensis and its cytotoxicity on
murine macrophages. Most complexes exhibited a leishmanicidal activity which
ranged from 5.72-53.01 pg/mL to the ICso. The ligands activities were improved after
coordination with palladium and the replacement by some substituents has increased
even more the leishmanicidal activity. Complexes with chloride and thiocyanate were
the most active, with better selectivity index (SI > 1) and less damage on mammalian
cells when compared to a reference drug pentamedine. These compounds are
promising agents for leishmaniasis treatment and the results emphasize the potential

properties of compounds with transition metal for medical applications.

Keywords: Palladium(ll) complexes, Leishmaniasis, treatment.
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1. Introdution

Leishmaniasis is a group of tropical diseases caused by kinetoplastid parasites
of about 20 species of the genus Leishmania sp. which is transmitted to the
vertebrate host by the bite of the phlebotomine sandfly. The protozoan parasite
Leishmania has the ability of adapting in vertebrate and invertebrated hosts with
different forms between flagellated extracellular promastigote and nonflagellated
intracellular amastigote [1]. There are two main clinical manifestations, cutaneous
and visceral (kala-azar) leishmaniasis. According to the World Health Organization,
WHO, leishmaniasis is an emerging and uncontrolled Category | disease and
constitutes a major public health problem. It can be found in more than 80 countries
hosting 350 million people and the number of new cases of cutaneous and visceral
leishmaniasis is estimated at 1.5 million and 500,000 annually, respectively [2-4].
People of all ages are at risk of infection with leishmaniasis if they live or travel to
endemic regions. Currently, its geographical distribution has changed and the risk
has increased due to the incidence of HIV/Leishmania co-infection [5], changing their
expression and allowing the dissemination of parasites [6, 7].

There are no effective vaccines available, the drugs used to treat the disease
are limited and remain less than satisfactory. The first-line chemotherapy is based on
pentavalent organoantimonials (Pentostam®, Glucantime®, both drugs have been
used for over 60 years). Amphotericin B, pentamidine and miltefosine are used in
cases of antimonial resistance [8], although some regions have reported resistence
[9]. However, these agents have common problems: long duration of therapy, high
cost, parasite resistance, variable efficacy among strains or species, several drug
side effects and toxicity [10].

In fact, between 1975-1999 only 16 new drugs were introduced for the
treatment of neglected diseases [11]. Thus, there is an urgent need to search for
safer, cheaper and more effective treatments against leishmaniasis. In this context,
transition metal complexes activities have been studied since 1965, when Rosenberg
discovered the antitumor properties of cisplatin [12,13]. Palladium(ll) complexes have
become an interesting alternative as metal-based drugs, besides its antitumor activity
they have significant applications in biological systems as antiviral, anti-inflammatory

[14], antimalarial, antifungal, antimicrobial [15] and antiprotozoal activities [16].
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In this work, the synthesis and characterization of two series of new cyclopalla-
dated complexes from two imine ligands are reported. The complexes of formulas
[Pd4(LA)A(X)s] were obtained from the ligand N,N'-bis[(1E)-(4-methoxyphenyl)methy-
lene]benzene-1,4-diamine (HLA) (1) (series A, 2-7) where n = 2 or 3, X = CI (2), N3
(3), NCO (4), SCN (5), Br (6), | (7) and the complexes of formulas [Pd4(LB).(X)] were
obtained from the ligand N,N'-bis[(1E)-(4-methoxyphenyl)methylenelbenzene-1,2-di-
amine (H.LB) (8) (series B, 9-14) where n = 2 or 3, X = Cl (9), N5 (10), NCO (11),
SCN (12), Br (13) e | (14). Compounds were studied by elemental analyses, Infrared
(IR) and 'H NMR spectroscopies and in vitro evaluations on Leishmania (Leishma-
nia) amazonensis promastigotes, intracellular amastigotes growth and cytotoxicity on

murine macrophages.

2. Methods

2.1. Materials

All the compounds were synthesized at room temperature and the reagents

were purchased from commercial sources and used without further purification.

2.1.1. Physical Measurements

Elemental analyses of carbon, nitrogen and hydrogen were performed on a
Perkin-Elmer CHN 2400 microanalyzer. The elemental analyses of Pd were obtained
by Thermogravimetric Analysis (TG) on a thermobalance TA-Instruments Q600.
Melting points (m.p.) were determinated on a Marconi (PFMII) apparatus. IR spectra
were recorded in solid state using KBr pellets on a Shimadzu— IR — Prestige 21
spectrometer in the 4000—400 cm™ range. '"H NMR spectra were obtained from

CDClI; solutions on a Bruker AC-200 spectrometer working at 200 MHz for 'H.

2.1.2. Syntheses of series A: compounds 1-7

The ligand, compound 1, was synthesized as follows: a suspension of

anisaldehyde 1.170 g (8.60 mmol) in ethanol (2 mL) was added dropwise to an
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ethanolic solution (20 mL) of p-phenylenediamine 0.470 g (4.30 mmol). The reaction
mixture was stirred at room temperature for 3 h. A green solid was formed after
cooling for 24 h. The precipitate was filtered off and washed with ethanol, water and
ethylic ether and dried under vacuum.

The complex [PdsLA;3Cls], compound 2, was synthesized as follows: a solution
of the corresponding ligand 1 0.400 g (1.16 mmol) in methanol (20 mL) was slowly
added dropwise to the solution containing palladium(ll) chloride 0.411 g (2.32 mmol)
and lithium chloride 0.197 g (4.46 mmol) dissolved in methanol (50 mL). The resulting
solution was stirred at room temperature for 6 h. An orange precipitate was formed
which was filtered off and was washed with ethanol, water and ethylic ether and dried
under vacuum. The complexes 3-7 were synthesized as follows: a solution of
compound 2 0.300 g (0.19 mmol) in acetone (50 mL) was mixed with a 5 mL water
solution of the corresponding salts NaN3; 0.049 g (0.76 mmol), KCNO 0.049 g (0.76
mmol), KSCN 0.062 g (0.76 mmol), KBr 0.09 g (0.76 mmol) and Kl 0.126 g (0.76
mmol) at room temperature. In all cases the mixture was stirred for 2 h and the solids
formed were filtered off, washed with acetone, water and ethylic ether and dried
under vacuum. The structure of the compounds 2-5 (Fig. 1) and 6-7 (Fig. 2) are

shown below.

Figure 1. Proposed structure of compounds 2-5 [PdsLAsX4] X = CI (2), N3 (3), CNO
(4), SCN (5).
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Figure 2. Proposed structure of compounds [PdsLA-X4] X = Br (6) e | (7).

Ligand 1, HLA. Yield: 87%, Amaxt) (MECN) = 354, A (MeCN) = 282: m.p.:
205°C, IR (cm™): V(CH)ar 3066, V(C-H)aipnate 2958, V(C-H)aipnaic 2841, v(C=N) 1614,
V(C-N) 1508, V(C-0) 1022, 5(C-H)aromatc 848. Anal. C22H200:N, (344.40 g mol™) C, H,
N.

Complex 2, [Pd4LA;Cl.]. Yield: 93%, Amax1) (MeCN) = 336, Amaxz) (MeCN) = 271,
m.p.: 260°C(dec.), IR (cm™): V(CH)aromatic 3116, V(C-H)aiiphatic 2933, V(C-H )aiiphatic 2841,
v(C=N) 1593, v(C-N) 1510, v(C-O) 1018, &(C-H)a-1 835. Anal. CesHs0sNsClsPds
(1,594.68 g mol™) C, H, N, Pd (TG).

Complex 3, [PdsLAs(Ns)a]. Yield: 81%, Anaxt) (MECN) = 327, Amaxz) (MeCN) = 271;
m.p.: 145°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatic 3123, V(C-H)aiphatic 2922, V(C-H )aiphatic 2855,
v(C=N) 1600, v(C-N) 1510, v(C-O) 1024, &(C-H)aromatic 835. Anal. CesHss0sN15Pds
(1,622. 94 g mol™) C, H, N, Pd (TG).

Complex 4, [Pd:.LA;NCO]. Yield: 82%, Amaxty (MECN) = 351, Amaxz) (MeCN) =
274; m.p.: 180°C (dec), IR (cm™): V(CH)aromatc 3117, V(C-H)aiphaic 2929, V(C-H)aiphatc
2839, v(C=N) 1600, V(C-N) 1510, v(C-O) 1026, &(C-H)aomaic 835. Anal.
CesHssO0sNeClePds (1,622. 93 g mol") C, H, N, Pd (TG).

Complex 5, [PdsLA;SCN.]. Yield: 85%, Amax1) (MECN)= 310, Amaxz) (MeCN) = 252;
m.p.: 146°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatic 3002, V(C-H)aiiphatic 2931, V(C-H)aiphatic 2833,
V(C=N) 1602, v(C-N) 1510, v(C-O) 1028, &C-H)aromaic 827. Anal. CroHssO6N10SsPds
(1,687.19 g mol™) C, H, N, S, Pd (TG).

Complex 6, [PdiLA;Brd]. Yield: 90%, Amax1) (MECN)= 331, Amaxz) (MeCN) = 267:



49

m.p.: 230°C (dec.), IR (cm™): V(CH)uomatc 3116, V(C-H)aipnatic 2927, V(C-H)aiphatc 2852,
v(C=N) 1593, V(C-N) 1510, v(C-O) 1018, 5(C-H)aromatc 833. Anal. CasHzsO4N:BrPds
(1,430. 07 g mol") C, H, N, Pd (TG).

Complex 7, [PdiLA;L]. Yield: 88%, Amaxi) (MECN)= 344, Ay (MeCN) = 268;
m.p.: 165°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatic 3115, V(C-H)aiiphatic 2924, V(C-H)aiiphatic 2831,
v(C=N) 1575, v(C-N) 1494, v(C-O) 1022, 5(C-H)aromatc 831. Anal. CasHssOsNslsPds
(1,618.07 g mol™): C, H, N, Pd (TG).

2.1.3 Synthesis of series B: compounds 8-14

The synthesis of the ligand 8 was performed by a modification of a previously
reported procedure [17]. Anisaldehyde 1.170 g (8.6 mmol) in ethanol (2 mL) was
added dropwise to an ethanolic solution (20 mL) of o-phenylenediamine 0.460 g
(4.30 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h. A yellow
solid was formed after cooling for 24 h. The precipitate was filtered off and washed
with ethanol, water and ethylic ether and dried under vacuum.

The complex [Pd4LB;sCls], compound 9, was synthesized as follows: a solution
of the corresponding ligand 8 0.500 g (1.45 mmol) in methanol (20 mL) was slowly
added dropwise to the solution containing palladium(ll) chloride 0.515 g (2.90 mmol)
and lithium chloride 0.246 g (5.80 mmol) dissolved in methanol (50 mL). The resulting
solution was stirred at room temperature for 6 h. Brown precipitate was formed which
was filtered off and was washed with ethanol, water and ethylic ether and dried under
vacuum. The complexes 10-14 were synthesized as follows: a solution of compound
9, 0.300 g (0.19 mmol) in acetone (50 mL), was mixed with a 5 mL water solution of
the corresponding salts NaN; 0.049 g (0.76 mmol), KCNO 0.049 g (0.76 mmol),
KSCN 0.062 g (0.76 mmol), KBr 0.090 g (0.76 mmol) and KI 0.126 g (0.76 mmol) at
room temperature. In all cases, the mixture was stirred for 2 h and the solids formed
were filtered off, washed with acetone, water and ethylic ether and dried under
vacuum. The structure of the compounds 9 (Fig. 3) and 10-14 (Fig. 4) are shown

below.



Figure 3. Proposed structure of compounds 9 [PdsLB;Cly].
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Figure 4. Proposed structure of compounds [PdsLB2Xs] X = N3 (10), CNO (11), SCN

(12), Br (13) and | (14).

Ligante 8, H.LB. Yield: 89%, Amax:) (MECN) = 370, Amaxz (MeCN) = 283; m.p.:
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90°C, IR (Cm-1): V(CH)aromatic 3007, V(C'H)aliphatic 2926, V(C'H)aliphatic 2835, V(C=N) 1600,
V(C-N) 1508, v(C-0) 1026, 8(C-H)aromaic 746. Anal. Ca2Hz002 N2 (344.40 g mol'): C, H,
N, Pd (TG).

Complexo 9, [Pd.LB:ClLy]. Yield: 83%, Amax1) (MECN) = 277, Amaxz) (MECN) =253;
m.p.: 260°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatc 3068, V(C-H)aipnatic 2933, V(C-H)aiphaic 2832,
v(C=N) 1598, v(C-N) 1510, v(C-O) 1020, &(C-H)aromatic 758. Anal. CesHss0sNsClsPd4
(1,596. 68 g mol") C, H, N, Pd (TG).

Complexo 10, [Pd,LB: (N3) 4]. Yield: 48%, Amax(1) (MeCN) = 328, Anaxz) (MeCN) =
255; m.p.: 190°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatic 3057, V(C-H)aiiphatic 2933, V(C-H )aiphatic
2837, v(C=N) 1598, Vv(C-N) 1510, v(C-O) 1020, &(C-H)aromatic 754. Anal.
Ca4H360sN16Pds (1,278. 54 g mol™) C, H, N, Pd (TG).

Complex 11, [Pd,LB,NCO,]. Yield: 51%, Amaxt) (MECN) = 318, Anaxz) (MeCN) =
282; m.p.: 182°C (dec.), IR (6m™"): V(CH)aromaic 3061, V(C-H)aiphaic 2933, V(C-H)aiphatic
2839, v(C=N) 1598, V(C-N) 1510, v(C-O) 1008, &(C-H)aomaic 756. Anal.
CasH360sNsPds (1,278. 53 g mol') C, H, N, Pd (TG).

Complex 12, [Pd,LB,SCN.]. Yield: 68%, Amaxr) (MECN) = 279, Anaxz) (MECN) =
249; m.p.: 148°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatic 3059, V(C-H )aiphatic 2931, V(C-H)aighatic
2835, v(C=N) 1598, v(C-N) 1510, v(C-O) 1024, 5(C-H)a: 758. Anal.
CusH30sNsSsPd, (1,342. 79 g mol") C, H, N, Pd (TG).

Complex 13, [PdiLB.Bry]. Yield: 65%, Amaxy (MECN) = 271, Apaxz (MeCN) =
248; m.p.: 208°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatic 3069, V(C-H aiighatic 2962, V(C-H )aiphatic
2839, v(C=N) 1598, V(C-N) 1510, v(C-O) 1020,  &(C-H)aromatc 758. Anal.
CasH360:N4BrsPd, (1,430. 08 g mol™) C, H, N, Pd (TG).

Complex 14, [PdsLB:ls]. Yield: 70%, Amax(r) (MECN) = 267, Anaxz) (MeCN) = 264;
m.p.: 107°C (dec.), IR (cm™): V(CH)aromatc 3005, V(C-H)aiphatc 2966, V(C-H)aipatic
2833, v(C=N) 1597, v(C-N) 1510, v(C-O) 1024,  &(C-H)aromaic 758. Anal.
CasH3s0:NalsPds (1,618. 08 g mol) C, H, N, Pd (TG).
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2.2. In vitro Antileishmanial activity

2.2.1. Parasites

Promastigotes of L. (L) amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269), were
maintained at 25 £+ 1°C by weekly subpassages in Schneider’s Drosophila medium
(Sigma,USA) at 25°C supplemented with 10.0% (v/v) heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS) and 1.0% penicillin (10000 Ul/mL)/streptomycin (10.0 mg/mL) (Sigma,
USA) in 50 mL culture flasks [18].

2.2.2 Promastigotes assay

Parasites were harvested in log-phase of growth and were counted in
Neubauer’s chamber, resuspended in fresh culture medium and adjusted to a
concentration of 1 x 10° parasites/mL. The culture was incubated on a 24-well plate
in Schneider’'s medium for 72 hr in the presence of different concentrations of
compounds. Drugs were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) which final
concentration never exceeded 0.6% v/v, and added to the culture media to give 0.1—
70 ug/mL final concentrations. After 72 h of incubation, the surviving parasites were
counted in a Neubauer’s chamber and compared with controls, with only DMSO and
no drugs in concentration of 0.6% v/v, and the inhibitory growth concentration (ICso)
was expressed as the concentration at which compound induces 50.0% of reduction
in parasite proliferation. All tests were performed in triplicate on three different
occasions. Pentamidine isethionate (Sigma, USA) and Amphotericin B were used as

the reference drugs [19].

2.2.3 Intracellular amastigotes assay

Macrophages were collected from the peritoneal cavity of female Swiss mice by
washing with PBS (phosphate buffered saline) and seeded at 8 x 10° per well on a
glass slides of 13 mm (Nunc, USA) and left at room temperature for 30 minutes for
attachment. The cell viability was determinated with trypan blue test and counted in

Neubauer’s chamber. Then, the non-adherent cells were removed by one-step
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washing with PBS and the incubation was performed in a RPMI 1640 medium
(Sigma, USA) supplemented with 10.0% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS) and 1.0% penicillin (10000 Ul/mL)/streptomycin (10.0 mg/mL) for 24 h at 37°C
in a humidified chamber containing 5% CO, to become adherent. The macrophage
culture was infected with stationary phase promastigotes (5 parasites/host cell)
during 24 h at 37°C with 5% CO,. Non-internalized parasites were removed by
washing with PBS and the infected cells were incubated with different concentrations
of the compounds (in the range of 0.1-70 pg/mL) dissolved in DMSO at the final
concentration of 0.6% v/v for 72 h at 37°C and 5% CO., . After 72 h of incubation, the
cells were washed with PBS; the slides were fixed with methanol, stained with 10.0%
Giemsa and examined under an oil immersion objective of the light microscope. At
least 200 macrophages were counted per well for calculating the percentage of
infected cells. The in vitro sensitivity percent inhibition was calculated in relation to
the control, only with DMSO, for the determination of ICs, value [20]. All tests were
performed in triplicate on two different occasions and Pentamidine isethionate

(Sigma, USA) was used as the reference drug.

2.2 4. Cytotoxicity evaluation

The cytotoxic effect of the compounds expressed as cell viability was assayed
on mice’s peritoneal macrophages by using a colorimetric method as described by
Mossman [21] with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazoliumbromide
(MTT). A suspension of 8 x 10° cells/well was incubated in RPMI 1640 medium
supplemented with 10.0% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and 1.0%
penicillin (10000 Ul/mL)/streptomycin (10.0 mg/mL) were added to each well in 24-
well plates for 24 h at 37°C in a humidified chamber containing 5% CO.. After 24 h,
the non adherent cells were removed by washing with PBS. Thus, several
concentrations of the compounds (in the range of 0.1 to 70.0 ug/mL) were added to
the wells containing the cells. These substances were solubilized in DMSO at the
final concentration of 0.6% v/v and the plates were incubated for 72 h more. Then,
the non adherent cells were removed by washing with PBS and 50.0 pl of MTT was
added to each well at concentration of 5.0 mg/mL, and incubated for four hours more.

After this, the medium was removed and 600.0 pl of DMSO was added to each well
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and it was homogenized for 15 min. The cytotoxicity of the compounds was
determined by the amount of formazan, a product generated by the indicator of cell
viability which is directly proportional to the number of living cells by measuring the
optical density (OD) of each well, at 570nm, in comparison to the control (0.6%
DMSO and in the absence of any drug). The percentage of inhibition was calculated
as followed: percentage = [(OD contror “ODarugs)/(ODcontrot X 100)] [19].

Experiments were carried out in triplicate on two different occasions and
Pentamidine isethionate (Sigma, USA) was used as the reference drug. To evaluate
the selectivity of the compounds, the in vitro selective index (SI) was calculated
according to the following formula and corresponds to the ratio between cytotoxic

and antiparasitic activity on amastigote form: Sl = (CCs/ ICs) [22].

2.2.5 Statistical analysis

All experiments were carried out in triplicate, and repeated three times. The
50% inhibitory concentration (ICs) and the Cytotoxic Concentration of 50% (CCs)
were determined by non linear regression model (r>>0.9) followed by variance

analysis (ANOVA). Differences were considered at the 0.05 level of significance.

3. Results and Discussion

The synthesis and characterization of transition metal complexes have been
studied as a new option for leishmaniasis treatment due to the limitation of the
conventional therapy [23]. Throughout Rosenberg’s search about biological activity of
cisplatin in 1965, the interaction of platinum (Pt) complexes on inhibition of cell
division and replication processes was proposed by its action as intercalative DNA
binding [24,25]. Since that, several biological assays with transition metals
(ruthenium, cobalt, platinum, palladium, rhenium and gold) have been reported in the
literature [26-32]. Recently Pt complexes have been tested and demonstrated
antitrypanosomal and antileishmanial activities besides its antitumor action [33,34].
Palladium (ll) is from the same group as platinum, both are soft Lewis acids and have
geometric similarities forming square-planar coordination geometry. This coordination

can enhance the metal’s ability for intercalative binding and Pd complexes showed



55

less toxicity than Pt [15]. Besides the anti-tumor and anti-microbial activities, other
properties of palladium (Pd) complexes have been evaluated as antifungal,
antiprotozoal and anti-inflammatory activities [14, 15, 28]. Thus, Pd complexes have

been showed as innovated metal-based candidates.

3.1. Spectroscopic characterization

Elemental analyses for the synthesized ligands and cyclopalladated complexes
were in agreement with the proposed formulae and the data from compound 8 have
been reported and discussed previously [17]. The &(C-H)...1 bands recorded in the IR
spectra for series A appears at approximately 827-848 cm™ while series B were
observed at approximately 746-758 cm™. The coordination of the ligands with
palladium was evidenced by shift of v(C=N) band of the ligands 1 and 8 at 1614 and
1600 cm”, respectively, to lower frequencies at approximately 1575-1602 cm™ for
series A and 1597-1598 cm™ for series B [35].

'H NMR spectra performed (Table 1), confirm the structures of the synthesized
complexes, and the results are in agreement with those of the IR spectroscopy. After
the coordination, the effect of the metal is apparent for the protons that are located
close to the coordinating atoms. These modifications indicate the difference between

the ligands para and ortho isomers.

Table 1 - '"H NMR Chemical Shift Values (3, ppm) of the ligands (1 and 8) and the Pd
complexes [Pd4(LA)n(X)s] and [Pd4(LB)n(X)s] at 200 MHz.
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H 2a 21a D6
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(8)
'HNMR
0 (ppm)
24, 6a, 124, 13,, 13a, 14a, 3a, s,
8ac; 264 9., 18,
Compound 214, 234 154, 164 16a 15a 204, 24,
1 3.79-3.82 6.90 — 6.95 7.18 - - 7.76 —7.81 8.37
2 3.83 6.93-6.96 7.19 - - 7.76-7.79 -
3 3.82-3.83 6.93-6.97 7.19 - - 7.76-7.79 -
4 3,88-3.90 6.98-7.01 7.26 - - 7.83-7.88 -
5 3.79-3.82 6.83-6.95 7.19 - - 7.76-7.79 -
6 3.90 6.99-7.92 7.26 - - 7.83-7.84 -
7 3.87-3.90 7.00 7.26 - - 7.83 -
8 3.81-3.89 6.74-7.03 - 7.29 7.64 7.88-7.90 8.49
9 3.92 7.02-7.05 - 7.28 7.51 7.85-7.88 -
10 3.90 7.00-7.02 - 7.26 7.55 7.83 -
11 3.35 7.04-7.15 - - 7.51 7.86-7.94 -
12 3.89 6.99-7.02 - 7.26 7.49 7.83-7.86 -
13 4.69 5.96 - 6.82 7.49 7.29 -
14 3.89 6.99-7.02 - 7.26 7.51 7.83-7.86 -

3.2. In vitro Antileishmanial activity

As a search for new therapeutic agents, we have evaluated the growth inhibition

action of fourteen compounds synthesized (1-14) against promastigote, intracellular
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amastigote forms of L. (L.) amazonensis, and their cytotoxicity on intraperitoneal

macrophages.

100
80
60

40

% Growth Inhibition

20

5pg/ml 10 pg/ml 15 pg/ml 20 pg/ml

Figure 5. Percentage of growth inhibition on promastigotes of Leishmania (L.)
amazonensis by ligand 1 (dash line), complex 2 (dot line) and complex 5 (solid line).
Promastigotes were cultured for 72 h in the presence of different concentrations of
compounds (5, 10, 15 and 20 pg/mL).

A screening test was performed to evaluate the effect of the compounds on
promastigote forms and the concentrations used on Fig. 5 were considered
significant with p < 0.05 when compared with control. The result showed a dose-
dependent inhibition of growth after the incubation time. Complex 2 showed a
considerable increase in percentage of inhibition growth when compared with the
free ligand 1 and complex 5 improved the inhibition even more than complex 2. The
improvement of leishmanicidal activity of Pd complexes is observed after the
coordination with the metal and a better response was followed by the replacement
of chloride by the thiocyanate. Moro and col. [36] reported a better activity after the
replacement for a different substituent.

For comparison, the ICs, values of the compounds are shown in Table 2 and
ranged from 2.23 to over 70.00 ug/mL. The ICs values were used to determine
comparatively the leishmanicidal activity from the series A and B compounds. The
inhibitory effect of the compounds against the promastigote forms shows some

different responses between series A from B.
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Table 2 - IC50 values of the inhibition growth of the ligands and their palladium (II)

complexes against promastigote forms of Leishmania (L.) amazonensis.

Promastigotes ICs,

(ug/mL)*
1 20.83
15.04
3 25.58
4 >70.00
5 9.84
6 35.64
7 16.89
8 2.23
9 5.91
10
11
12
13

Compound

5.72
8.27
6.31
6.37
14 8.26
Pentamidine 0.44
Amphotericin B 6.95
* Test vs control ( p <0.05).

The values of series A were over 10 yg/mL while the ICs, values of series B
were under this concentration and the activity were similar among them. The
leishmanicidal activities follow a trend that can be observed as series B > series A.
Between the free ligands, the compound 8 was more effective than 1. Complex 5
presented the lowest value of series A and its ICs is about half the value of ligand 1.
In comparison to the complexes with the same substituent from series A and B,
complex 11 was almost 8.5-fold more active than the complex 4. The replacement of
azide by the bromide decreased the inhibition activity of the complex from series A
while in series B the effect was the opposite. The cyanate complex from series A had
an unsatisfactory action.

In addition, the reference drug pentamidine presented the lowest value,
however the compounds from series B possess an aproximate ICs, value when
compared with amphotericin B, another leishmanicidal drug. The ICs, of compound 4
was not exactly determinated due to the high value.

After the test on promastigote forms, nine compounds were chosen randomly to

be evaluated against intracellular amastigotes (Table 3).
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Table 3 - Leishmanicidal activity of the ligands and palladium (Il) complexes on
intracellular amastigotes forms of Leishmania (L.) amazonensis and their cytotoxicity

effects on peritoneal macrophages murine.

Amastigotes? Cytotoxicity °
Compound ]
ICso (Mg/mL)* CCso (Mg/mL)*
1 41.70 21.56 0.61
2 28.28 20.10 0.71
5 14.84 25.36 1.71
7 39.14 nd nd
8 25.97 20.2 0.78
9 21.74 35.20 1.62
11 53.01 nd nd
12 20.84 33.40 1.60
13 28.82 nd nd
Pentamidine 6.62 3.82 0.58

nd = not determinated.

2 Concentration for decrease of 50% infected macrophages in treated vs
nontreated wells.

® Cytotoxic concentration for 50% murine macrophages.

¢ Sl = ratio between CC50 and IC50.

* Test vs control ( p<0.05).

Leishmania parasites have two cycle stages, one in the invertebrate vector and
another in the vertebrate host. The promastigote forms, after invading the mamalian
cells, are transformed to the nonflagellated amastigote, which multiply in the
macrophages in their vertebrate hosts. The in vitro assay on intracellular amastigotes
in intraperitoneal mouse model is able to simulate a correlation with the in vivo
response [37, 38].

The biological evaluation on amastigote forms, exhibited the need of a higher
concentration to inhibit 50% of growth. The values ranged from 14.84 to 53.01 pug/mL
to the 1Cs, showing two fold more the concentration value from promastigote test.
This may have occurred due to the difficulty to reach the parasite within
macrophages [19]. Ligand 8 was more effective than the ligand 1 and after the
coordination with the metal-center, the complexes had their activities increased
where series B proved to be better than A. The most active replacement was with

thiocyanate, either in series A as in B. The following trend is observed in the
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increasing of activity from both series: free ligand < complexes Cl < complexes SCN.

The activity of thiocyanate has been proved in different biological assays as
anticancer, antibacterial and antifungal at relatively low concentrations because of its
property to bind to proteins and act as a non-competitive inhibitor [20, 39, 40]. These
results indicate that thiocyanate increase biological effects while the action of cyanate
complex 11 was disappointed on amastigotes assay.

To identify the selectivity of binding of compounds to the parasites with either no
or minor effect on cells host, the cytotoxicity assay was determinated on peritoneal
macrophages murine (Table 3). The Cytotoxic Concentration (CCs) values for the
compounds were around 20-30 pg/mL. The macrophage’s viability was determinated
with trypan blue test by counting in Neubauer's chamber and the percentage of
viability was over than 90.0 %. The percentage of infectiveness to the cells from the
control was over than 95.0 %.

Although pentamidine exhibited the lowest ICs, value on promastigote and
amastigote forms, all the compounds showed less cytotoxicity than this drug.

The Sl value greater than 1 exhibited is considered more selective against the
parasite than the mammalian cells [22]. All the compounds possess a selective index
higher than pentamidine. It was observed that compounds 12, 9 and 5 were the less
cytotoxic compounds on murine macrophages, possessing the highest values. For
comparison purposes 5 and 12, both complexes, were 6.7 and 8.7 fold less toxic

than pentamidine.

4. Conclusion

Twelve new palladium complexes of formula [Pd4(LA)n(X)s] and [Pds(LB).(X)4]
were synthesized and characterized. The preliminary results indicate a structure-
activity relationship the leishmanicidal activity of the complexes may be modifed by
the coodination with the metal and the different substituents on the ligand [41, 42]. In
general, all palladium complexes showed more potent biological activity in vitro than
other Pt(Il) and Rh(l) complexes evaluated against L. donovani promastigotes and
amastigotes (ICs=100 mg/mL) [43] and exhibited less cytotoxicity than pentamidine,
a leishmanicidal drug. Furthermore, the most potent complexes were the chloride

complex for serie A and the replaced complexes with chloride and SCN for both
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series, which were verified to be more active against the parasite and less damaging
on mammalian cells. Detailed evaluation about their mechanism of action is
necessary. The results obtained in the present study are promising for leishmaniasis

disease and are interesting options for further in vivo studies.
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