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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) &€ uma doenga causada por
protozoarios do género Leishmania, transmitida ao homem durante o repasto
sanguineo de fémeas dipteras. A resisténcia e/ou a susceptibilidade a infecgao esta
relacionado a resposta imunologica e também aos mecanismos de escape do
parasito. Parasitos deste género podem permanecer no interior de macrofagos e
consequentemente escaparem de varios agentes microbicidas, incluindo o éxido
nitrico (NO). Para a producdo de NO, a enzima oOxido nitrico sintase induzivel
(INOS), requer L-arginina como substrato, porém o parasito também faz uso deste
aminoacido para a producdo de poliaminas, que sao essenciais para o seu 20
metabolismo. Este sequestro de L-arginina pela arginase do parasito acaba
comprometendo a producdo de NO pelo macrofago, consequentemente permitindo
ao parasito maior permanéncia e sobrevivéncia. Na tentativa de fornecer NO
exogeno, diversos complexos metalicos estdo sendo utilizados como possiveis
farmacos doadores de NO, dentre estes estdo os compostos de Ruténio. Neste
sentido, este estudo teve como objetivo investigar a atividade leishmanicida do
composto cis-[Ru(NO)(bpy)2(SO3)]PF6, bem como elucidar os mecanismos de agao
envolvidos. Nossos resultados demonstraram que o composto exerceu atividade
leishmanicida sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, bem como sobre formas amastigotas, durante os ensaios de
fagocitose. O mecanismo envolvido nesta atividade esta relacionado com a
capacidade deste composto em doar NO e também devido ao aumento na
expressao de Akt, NFkB e iNOS. Portanto, estes resultados evidenciam a
propriedade leishmanicida in vitro do composto cis-[Ru(NO)(bpy)2(SO3)]PF6,
podendo ser utilizado como alternativa terapéutica para o tratamento da
Leishmaniose.

Palavras-chave: Doadores de 6xido nitrico. Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Leishmanicida. Ruténio. Terapéutico.
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amazonensis. 2015. 59 p. Dissertation (Master’s degree in Experimental Pathology)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is a disease caused by parasites of
the genus Leishmania, transmitted to humans during the blood meal of
phlebotomines. The resistance and/or susceptibility of infection are related with the
immune response to the parasite as well as escape mechanisms. Parasites of this
kind may remain within macrophages and thus escape from various microbial agents,
including nitric oxide (NO). For the NO production, the inducible nitric oxide synthase
(INOS) requires L-arginine as a substrate, but also makes use of this parasite amino
acid to produce polyamines, which are essential for the parasite metabolism. This
kidnapping of L-arginine by arginase the parasite just committing NO production by
macrophages, thus allowing the parasite greater permanence and survival. In an
attempt to provide NO exogenous, various metal complexes have been used as
potential donor drugs, among these are the compounds of ruthenium. Thus, this
study aimed to investigate the activity of cis-[Ru(NO)(bpy)2(SO3)]PF6 and elucidate
the mechanisms involved. Our results demonstrate that the compound demonstrated
leishmanicidal activity on Leishmania amazonensis promastigotes and amastigotes
in during the phagocytosis assays. The mechanism involved in this activity is related
to the ability of this compound to donate NO and also due to the increased
expression of Akt, NFKB and iNOS. Therefore, these results show the property
leishmanicidal of compound and can be used as a therapeutic alternative for the
treatment of leishmaniasis.

Keywords: Nitric oxide donors. Ruthenium. Leishmania (Leishmania) amazonensis.






Figura 1:

Figura 2:

LISTA DE FIGURAS

Mapa mundial destacando as areas onde leishmaniose visceral,

cutadnea e tegumentar americana sdo0 endémicas..........ccceeeeveeeeennnnnnnn.

Ciclo biolégico Leishmania spp



Akt

BALB/c
C57BL/6
Células Th1
Células Th2
cNOS
ELISA
Gp63

H202
IL- 2
IL- 4
IL-10
INF-y
iNOS
LC
LCD
LCM
L-NAME
LTA
LV
LPS
NADPH

NFkB

LISTA DE ABREVIATURAS

Proteina Kinase B

Linhagem de camundongos isogénicos
Linhagem de camundongos isogénicos
Células T helper tipo 1

Células T helper tipo 2

Enzima 6xido nitrico sintase constitutiva
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Glicoproteina de 63Kda expressa na superficie de promastigotas e
amastigotas

Peroxido de Hidrogénio

Interleucina-2

Interleucina-4

Interleucina-10

Interferon-gama

Enzima 6xido nitrico sintase induzivel
Leishmaniose cutanea

Leishmaniose cutanea difusa
Leishmaniose cutaneo-mucosa

L-nitro arginina metil ester
Leishmaniose Tegumentar Americana
Leishmaniose Visceral
Lipopolissacarideo

Nicotinamida adenina dinnucleotideo fosfato

Fator nuclear kB



NO
NO2-
N203
NOS
02-
OH-
ONOO-
PCR
ROS
RNS

TNF-a

Oxido nitrico

Dioxido de nitrogénio

Didxido de dinitrogénio

Enzima o6xido nitrico sintase
Anion superéxido

Radical hidroxila

Peroxinitrito

Reacado em Cadeia da Polimerase
Espécies reativas de oxigénio
Espécies reativas de nitrogénio

Fator de necrose tumoral-a



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

3.1
3.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt nenn, 16
LEISNMANIOSES .. .coveiieiee et e e e e e aeae 16
Ciclo bIOlOGICO € VEION....... e 17
ReSPOSIa IMUNE ... e eees 20
DIagnOSHICO. ... 21
TratamMENTO ... e e 21
Oxido Nitrico (NO) e Compostos doadores de NO............c.coevueoeeeeeeeeeeeenn. 23
REFERENCIAS ...ttt st aese e, 27
(@] ] I LY 34
ODJELIVO GEIAI ... 34
Objetivos ESPECIfiCOS .......cooiiiiiiiiiiiiiiiee e 34
PRODUGCAO CIENTIFICA ..., 35
N (T o TR 35
ANEXOS ..ottt ——————————————————————————————————————————_ 59

Anexo 1 — Aprovacdo do Comite de EtiCa ......oveevvoeeeeeeeee oo, 59






16

1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas zoonoses, que ocasionalmente infectam
o homem, causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania. Podem ser encontradas em varias
formas clinicas e as principais ocorréncias observadas nos pacientes podem ser
classificadas também conforme seus aspectos patologicos e imunoldégicos (NEVES,
2011). Apresenta-se através de diferentes formas clinicas, como Leishmaniose
Visceral (LV) e Leishmaniose Cutanea (LC), que afetam aproximadamente 350
milhbes de pessoas no mundo todo. Dados recentes indicam que a doenca é
endémica em 98 paises (Figura 1), com mais de 1,6 milhGes de novos casos por ano
e mais de 20.000 mortes/ano (ALVAR et al., 2012).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € comumente encontrada nas
Américas, a qual é caracterizada por Ulceras na pele e mucosas, com bordas
salientes e fundo granuloso com aspecto de exsudato purulento devido a presenca
de infec¢Bes secundarias, que agrupa trés tipos:

- Leishmaniose Cutanea (LC): é caracterizada pela formacdo de ulceras
Unicas ou multiplas confinadas na derme, com a epiderme ulcerada. A densidade de
parasitos € grande nas fases iniciais da infeccao, com tendéncia a Ulceras cronicas.

- Leishmaniose Cutanea Mucosa (LCM): um dos aspectos mais tipicos sdo as
lesBes intensas que chegam a comprometer as mucosas e cartilagens. Trata-se de
um processo lento e crénico e as areas mais comumente afetadas sdo a boca,
faringe e nariz.

- Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD): caracterizada pela formacéo de lesdes
difusas por toda a pele, sem formacao de ulceras, porém contém grande nimero de
amastigotas. A disseminacdo do parasito é através de vasos linfaticos ou migracéo
de macrdéfagos parasitados.

Nas Américas existem pelo menos 11 espécies de Leishmania, das quais sete
ja foram identificadas no Brasil como causadoras de LTA. Destas espécies, seis
pertencem ao subgénero Viannia — Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi,

Leishmania (Viannia) lindenberg e Leishmania (Viannia) shawi — e uma espécie do



1
2

Vo] (o] ~N A Uupbhw

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

17

subgénero Leishmania — Leishmania (Leishmania) amazonensis (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

SR ]
R I AA ( 2 b K 42
S T N %

Visceral
Cutdnea/Mucocutidnea
Visceral + Cutanea/Mucocutanea

Figura 1: Mapa mundial destacando as areas onde leishmaniose visceral, cutanea e tegumentar
americana sao endémicas (HANDMAN, 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2011), a leishmaniose esta
diretamente associada a fatores sociais, além de ambiental e do clima que
influenciam diretamente a sua epidemiologia. No caso da LC, os paises mais
afetados séo Brasil, Coldmbia, Peru e Bolivia. Anualmente, existem cerca de 64.000
casos, com cerca de 60.000 da forma cutanea e mucosa, e 4.000 de leishmaniose
visceral.

Esta doenga é transmitida pelo inseto vetor encontrado em 88 paises das
regibes tropicais e subtropicais de todo o mundo. A infec¢do por Leishmania pode
dar origem a um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que vao desde Ulceras
da pele com auto-cura, até lesées de mucosa desfigurantes e infec¢des viscerais
fatais (BOGITSH et al., 2005).

1.2 Ciclo biolégico e vetor

Estes protozoarios sdo transmitidos pelo inseto vetor, o qual € a fémea
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infectada que serve como hospedeiro intermediario, pertencente a ordem Diptera,
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia no novo mundo
ou Phlebotomus no velho mundo. No Brasil sdo conhecidos como mosquito palha,
birigui e tatuquira (BATES, 2007; KILLICK-KENDRICK, 1999; MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

As principais espécies envolvidas na transmissdo de LTA sdo: Lutzomyia
whitmani, L. flaviscutellata, L. umbretilis, L. intermedia, L. wellcomei e L. migonei,
ainda que as espécies de Leishmania estdo associadas a espécies de
flebotomineos, como por exemplo, L. (L.) amazonensis é transmitida por L.
flaviscutellata e L. (V.) braziliensis por L. whitmani, L. wellcomei e L. intermédia.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Estes parasitos sdo heteroxénicos, onde seu ciclo de vida apresenta
diferentes formas de desenvolvimento tanto em hospedeiros vertebrados, quanto em
invertebrados. Esta caracteristica € importante para a adaptacdo e sucesso do
parasito entre o vetor e hospedeiro (BARRETT et al., 2003; SIMPSON et al., 2004).

Sao caracterizados por duas formas, onde a forma promastigota € alongada,
com flagelo ligado ao cinetoplasto que emerge a partir de uma invaginacdo da
membrana plasmatica. O comprimento do flagelo é rigorosamente controlado ao
longo do ciclo de vida do parasito, especialmente sob a forma promastigota, onde é
essencial para a mobilidade e a sobrevivéncia no interior do hospedeiro
invertebrado, jA a forma amastigota possui caracteristica morfolégica arredondada
com flagelo curto ndo exteriorizado (GLUENZ et al., 2010).

O ciclo deste parasito comeca quando o flebotomineo fémea infectado pica o
hospedeiro para se alimentar (Figura 2). Durante o repasto sanguineo, o inseto
injeta saliva que impede a coagulacdo do sangue. Através disso, formas
promastigotas metaciclicas s@o inoculadas na pele do hospedeiro (TEIXEIRA et al.,
2013). No repasto sanguineo, muitas substancias sdo liberadas, induzindo o
recrutamento de neutréfilos e macréfagos para a pele. Os parasitos inoculados na
pele do hospedeiro e invadem primeiramente os neutréfilos, que sdo rapidamente
recrutados (PETERS et al., 2008), para logo apés infectar os macrofagos, que sao
importantes para o estabelecimento e amplificacéo da infec¢ao.
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Flebotomineo durante repasto sanguineo

Promastigotas se dividem no inocula formas promastigotas metaciclicas
na pele do hospedeiro T
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dentro do macrofago

Figura 2: Ciclo biologico da Leishmaniose (ESCH; PETERSEN, 2013).

O processo de fagocitose comeca com a formacédo de pseuddpodes, e a partir
disto o parasito é internalizado no vacuolo parasitéforo. Neste vacuolo, as formas
promastigotas metaciclicas transformam-se em amastigotas e logo ap0s ocorre a
fusdo com o lisossoma, formando o fagolisossoma. As amastigotas comecam a se
proliferar, promovendo a ruptura do macroéfago liberando os parasitos. Essas formas
podem invadir novos macréfagos ou serem ingeridas pelo flebotomineo durante o
repasto sanguineo (STUART et al., 2008). No inseto, quando as amastigotas
chegam ao intestino, se diferenciam em promastigotas prociclicas. As formas
promastigotas se dividem por fissdo binaria e se fixam nas microvilosidades no
epitélio do intestino. Ap6s um periodo, estas formas se diferenciam em
promastigotas metaciclicas infectantes. Todo este processo de diferenciacdo é
chamado de metaciclogénese. Consequentemente, durante a alimentacdo do
flebotomineo, formas promastigotas metaciclicas sao liberadas infectando um novo
hospedeiro.

Uma vez interiorizada, a promastigota metaciclica se transforma na forma
amastigota, que possui na membrana a proteina gp63, cuja agdo proteolitica
degrada enzimas lisossomais, dando a amastigota resisténcia para sobreviver no
ambiente acido do fagolisossoma (AWASTHI et al., 2004; UMAKANTI; SINGH,

2009). Outros mecanismos de escape do parasito sdo: a inibicdo da fusao do
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fagosossoma com o lisossoma (NYLEN; AKUFFO, 2009), como também, a
capacidade do parasito de diminuir a atividade da enzima oéxido nitrico sintase
induzivel (INOS), responsavel pela producdo de 6xido nitrico, importante agente

leishmanicida produzido quando macroéfagos estéao ativados (DA SILVA, 2010).

1.3 Resposta Imune

O modelo de infeccdo de LC mais estudado € com a espécie Leishmania
major (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Este modelo de infeccéo é importante para
se conhecer a resposta imune associada a cicatrizacao da lesdo em camundongos
C57BL/6 que séao resistentes a infeccao e desenvolvem um padréo de resposta Thi,
com producao de Interleucina-2 e Interferon-y e também respostas relacionadas com
a susceptibilidade ao parasito, como acontece em camundongos BALB/c, que
apresentam um padréo de resposta Th2, com producéo de IL-4 e IL-10.

Em contraste com a infec¢cdo por L. major, a maioria dos camundongos sao
susceptiveis & L. amazonensis, incluindo C57BL/6, apresentando lesdes crbnicas.
Na infeccdo por L. amazonensis, a resisténcia e a susceptibilidade ndo esta
estritamente relacionada com o desenvolvimento de uma resposta Thl e uma
resposta Th2, respectivamente.

Muitos fatores parecem estar associados com a susceptibilidade a L.
amazonensis. Em primeiro lugar, o parasito € capaz de inibir a maturacédo de células
dendriticas e subsequente producéo de IL-12 por estas células, podendo impedir o
desenvolvimento de uma resposta Thl exacerbada (AFONSO; SCOTT, 1993). Além
das falhas na resposta imunoldgica adquirida, as funcdes efetoras de macrofagos
também ficam comprometidas. O parasito desenvolveu estratégias adaptativas para
escapar das defesas do hospedeiro, incluindo a inativagcdo do complexo NF-kB, que
suprime a expressao de iINOS por macréfagos infectados, favorecendo a replicacdo
e 0 sucesso da infeccdo por L. amazonensis (CALEGARI-SILVA et al., 2009). Além
disso, a morte de amastigotas de L. amazonensis por macréfagos exige elevados
niveis de oxido nitrico e também de anion superoxido (MUKBEL et al., 2007).

Macrofagos sé@o as principais células-alvo para a replicagdo do parasito, e
como se sabe, estes sdo capazes de matar organismos intracelulares, mas
Leishmania tem a capacidade de subverter os mecanismos antimicrobianos e

persistir em longo prazo no processo de infeccdo dentro destas células,
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apresentando uma vantagem para o parasito e um grande desafio para o hospedeiro
controlar esta infeccdo. Estes macrofagos totalmente ativados podem produzir
moléculas leishmanicidas, como o6xido nitrico (NO) e mediadores oxidativos,
eliminando os parasitos de forma eficaz. Alternativamente macréfagos ativados
preferencialmente ativam a via arginase para produzir poliaminas e aumentar a
replicacdo do parasito e sua sobrevivéncia (KREIDER et al., 2007; NOEL et al.,
2004).

Portanto, a ativacdo do macrofago pode levar a resultados diferentes da
infeccdo, estas duas vias utilizam a L-arginina como um substrato comum para as
suas atividades enzimaticas. Diante disso, L-arginina esta dividida entre a vida e a
morte destes parasitos, e seu metabolismo é um fator determinante para o resultado
da infec¢do (PELUFFO et al., 2004; POPOVIC et al., 2007).

1.4 Diagnéstico

Para o diagnéstico da LTA € necessaria associacdo entre dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais, que incluem pesquisa parasitoldgica e imunoldgica.
Muitas vezes as lesdes podem ser confundidas com hanseniase, sifilis, micoses e
até mesmo cancer (SINGH, 2006).

No exame parasitoldgico é realizado bidpsia da leséo, analisando parametros
histopatolégicos, esfregacos direto corados, também cultivo in vitro para
identificacdo de formas promastigotas, ensaio imunoenziméatico (ELISA), e também
extracdo de DNA realizado por PCR (REITHINGER et. al, 2007).

O teste de Intradermorreacdo de Montenegro é o mais utilizado no Brasil,
onde o objetivo deste € avaliar a reacdo de hipersensibilidade tardia do paciente. Foi
padronizado antigeno de formas promastigotas mortas que oferece melhores
resultados, onde no caso de testes positivos verifica-se a formacdo de uma reacao

inflamatoria, como um ndédulo (NEVES, 2011).

1.5 Tratamento

O tratamento das leishmanioses € realizado com a utilizacdo de farmacos

guimioterapicos. Diversos farmacos sao utilizados e estdo disponiveis para o
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tratamento da doenca, mas o antimonial pentavalente utilizado ha mais de 50 anos,
ainda é o farmaco de primeira escolha (AREVALO et al., 2007).

O tratamento da LTA foi implantado pelo médico brasileiro Gaspar Vianna,
em 1912, com o uso do antimonial tartaro emético. Esta substancia se constituiu
durante muito tempo como étima acao terapéutica em todo o mundo. No momento
utiliza-se antimoniais pentavalentes como farmaco de primeira escolha, o
Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina), e também Pentostan®
(estibogluconato de sédio) (NEVES, 2011).

O Ministério da Saude e a OMS recomendam para o tratamento da LTA, a
utilizacado de 20 mg de antimonio pentavalente/kg durante 20 dias, no caso da forma
cutanea e difusa, ou durante 30 dias para a forma mucosa da doenca, podendo ser
repetido o tratamento caso haja falha terapéutica (OMS, 2011).

Durante o tratamento, pode haver efeitos colaterais como nauseas, vomitos,
febre e cefaleia, além de ocorrer resisténcia do parasito ao tratamento e algumas
complicacbes como cardiotoxicidade e elevacdo das enzimas hepatocelulares
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

A Anfotericina B e a Pentamidina foram escolhidas como farmacos de
segunda escolha para o tratamento da leishmaniose. A anfotericina B é utilizada
como antifingico, pois ela interage com esterdis da membrana do fungo, tendo
como prioridade o ergosterol. Leishmania também possui esterdis similares ao
ergosterol em sua membrana, 0 que explica a sua acdo contra este parasito
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

No tratamento das leishmanioses, a Pentamidina tem sido muito utilizada,
pois alguns casos apresentam resisténcia ao tratamento com antiménio. O
mecanismo de acdo da Pentamidina inclui a inibicdo da sintese de poliaminas, um
nutriente para Leishmania. Mas sua utilizacdo pode causar efeitos colaterais como
hipotensao, hipoglicemia, diabetes, nefrotoxicidade, taquicardia (CROFT et al, 2006).
A via de administracdo normalmente é intramuscular, mas pode ser realizado
também por via endovenosa ou local. Porém, estes tratamentos apresentam
algumas contra-indicacdes como em caso de: gravidez, diabetes, nefropatias com
insuficiéncia renal e cardiopatias. A medicacdo pode produzir alguns efeitos
colaterais como: nauseas, vomitos, cefaléia, hipoglicemia, hipotensdo durante a

infusdo, aumento de ureia e creatinina (FUNASA, 2000).
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7

O miltefosine € um novo farmaco que mostrou-se mais eficaz na
leishmaniose visceral, e pacientes com leishmaniose cutanea difusa e mucosa
também ja foram tratados (SUNDAR et al.,, 2002). Esse farmaco tem atividade
leishmanicida devido a sua interferéncia nas vias metabdlicas do parasito e na
inducdo a apoptose, e € o primeiro a ser utilizada via oral para tratamento (SOTO;
SOTO, 2006).

Em consonancia com a falta de medicamentos seguros e os efeitos
secundarios graves causados pela quimioterapia disponivel, hA uma necessidade

urgente em identificar novas terapias.

1.6 Oxido Nitrico (NO) e Compostos Doadores de NO

O NO é encontrado em estado gasoso, contém um elétron desemparelhado, e
possui meia-vida de 5 a 10 segundos, especialmente frente a outras moléculas
paramagnéticas, tais como oxigénio molecular (O;) e anion superoxido (O3)
(BARRETO et al., 2005).

A sintese do NO é resultado da oxidacdo do aminoé&cido L-arginina, o qual é
convertido em L-citrulina e NO, onde esta reacdo é catalisada pela enzima oxido
nitrico sintase (iINOS). Estudos bioquimicos e andalises de aminoacidos revelaram
que existem isoformas onde representam uma familia de proteinas e,
aparentemente, sao produtos de trés genes distintos. Assim, as isoformas da NOS
sdo classificadas em duas categorias, a NOS constitutiva (cNOS) que é dependente
de ions calcio (Ca,+) e de calmodulina da qual fazem fazer a enzima éxido nitrico
sintase neuronal (NNOS) e a enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), e a
outra categoria € a NOS induzivel (iNOS), também conhecida como NOS2, que esta
presente em macréfagos e outras células ativadas por citocinas (DUSSE et al.,
2003).

A INOS atua na producdo de NO, exibindo uma importante resposta
microbicida dessas células aos patdégenos. A enzima Arginase, compete com a iNOS
pela L-arginina, onde os parasitos modulam a resposta das células através da
ativacdo desta. Este mecanismo leva a deplecdo de L-arginina, com alteracdo na
producdo de NO pelo hospedeiro e aumento da producao de poliaminas essenciais

ao crescimento e diferenciacdo do proprio parasito (WANASEN; SOONG, 2008).
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Entre varios mecanismos efetores, a producdo de NO pela iINOS desempenha
um papel fundamental contra infecgbes por bactérias intracelulares, tais como
Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica e
parasitos, Leishmania e Trypanosoma cruzi (FANG, 2004).

Parasitos do género Leishmania residem e replicam-se em vacuolos
parasitoforos dentro de fagoécitos mononucleares, incluindo macrofagos (KAYE;
SCOTT, 2011). A inducao de INOS € um processo totalmente organizado que exige
a ativacao concomitante das vias STAT e NF-kB (FARLIK et al., 2010). Tipicamente,
experimentos in vitro mostraram que a combinacdo de IFN-y com LPS ou TNF-a
desencadeia eficientemente a expressao de iINOS em macrofagos (LIEW et al.,
1990; XIE et al., 1993).

Ao contrario das espécies reativas de oxigénio (ROS), que estédo
concentradas no fagossoma, o NO ¢€ sintetizado no citoplasma da célula. De |4, ele
pode chegar ao vacuolo parasitéforo e gerar compostos toxicos, como o peroxinitrito
(ONOO-) (BOGDAN et al., 2000), ou se difundir para fora da célula (BOGDAN,
2001). Sendo assim, através da sua difusdo o NO pode exercer a sua atividade
antimicrobiana a uma distancia maior. Isto poderia explicar como NO atua para
controlar os parasitos em células que ndo parecem expressar iNOS.

Apbés a fagocitose dos agentes patogénicos, macréfagos geram anion
superoéxido (O;) através do complexo de NADPH-oxidase. O, pode ser dismutado a
peréxido de hidrogénio (H.0,), um oxidante que facilmente se difunde através da
membrana e tem a propensao para gerar o radical hidroxila altamente reativo (OH")
através da sua reagdo com o ferro (FANG, 2011).

E provavel que a atividade leishmanicida que emana de iNOS envolva uma
grande quantidade de compostos de NO, incluindo o diéxido de nitrogénio (NO,),
diéxido de dinitrogénio (N2O3) e peroxinitrito (ONOO-), que sdo gerados na reacao
de NO com O, e O,". Em particular, a forte agdo do ONOO™ tem mostrado mediar a
toxicidade contra Leishmania (LINARES et al., 2001), muito provavelmente através
da nitracdo e/ou oxidacao de proteinas de membrana destes parasitos (RADI, 2013).
Estas moléculas séo cruciais para controlar a carga parasitaria durante o
desenvolvimento da leishmaniose cutanea e visceral (KHOURI et al., 2009). Sabe-se
também que tanto espécies reativas de oxigénio (ROS) como espécies reativas de
nitrogénio (RNS), podem mediar citotoxicidade através da oxidacdo ou nitrosilagdo

de ti6is de cisteina em proteinas essenciais para a funcdo celular (VAZQUES-
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TORRES, 2012; LINARES et al., 2008). Além disso, o efeito leishmanicida de NO
pode ser parcialmente atribuido a inativacéo do fator de viruléncia cisteina protease
através de nitrosilacdo de residuos cataliticos (SALVATI et al., 2001; BOCEDI et al.,
2004).

A fim de sobreviver no fagolissoma, este parasito tem desenvolvido um
sistema distinto para a defesa contra as espécies reativas derivadas do hospedeiro.
Estes parasitos sdo conhecidos por diminuir ativamente a producdo de ROS e RNS,
interferindo na montagem da NADPH-oxidase (LODGE; DESCOTEAUX, 2006), ou
através da ruptura das vias de sinalizacdo que regulam a transcricdo de INOS
(WILKINS-RODRIGUEZ et al., 2010).

Curiosamente, a susceptibilidade a ROS e RNS é altamente variavel entre as
espécies de Leishmania e aos seus estagios de desenvolvimento, apesar de dados
gendmicos indicarem que todas as espécies sequenciadas possuem sistemas
antioxidantes semelhantes. Por exemplo, L. mexicana, L. amazonensis, L. pifanoi
apresentam uma melhor resisténcia ao ROS e RNS, in vitro (SOONG et al., 2012).
Além disso, amastigotas sdo mais resistentes a atividade leishmanicida de RNS em
comparacao com promastigotas (BARR; GEDAMU, 2003).

As diversas atividades de NO em meio biolégico tem aumentado o estudo da
sua interacdo com complexos de metais, como por exemplo, 0 ruténio, que tem
como principal objetivo utilizar estes compostos como possivel substancia
transportadora de NO em condi¢Bes bioldgicas (FORD; LORKOVIC, 2002).

Os compostos de Ruténio estdo sendo utilizados devido aos seus efeitos
farmacoldgicos e também por exibirem caracteristicas quimicas semelhantes as do
metal ferro, presente nas enzimas de sistemas bioldgicos. E importante citar que
esses complexos podem controlar infeccbes causadas por T. cruzi (SILVA et al.,
2010), Paracoccidioides brasiliensis (PAVANELLI et al. 2011) e L. major (PEREIRA
et al. 2010), e também séo eficazes contra células cancerigenas (CLARKE et al.
1999). Além disso, os compostos de ruténio possuem excelentes propriedades
como: baixa citotoxicidade contra as células do hospedeiro; alta solubilidade em
agua (TFOUNI et al., 2012), e capacidade de liberar NO controladamente (SOUZA et
al., 2006), justificando o grande interesse destes como doadores de NO.

Estudos analisaram que alguns doadores utilizados em formas promastigotas
e amastigotas, inibiram a atividade mitocondrial do parasito (MAUEL; RANSIJN,
1997).
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Para uma melhor liberacdo do NO, e nitrosilagdo dessas moléculas de
ruténio, é necessaria a adicdo de um redutor biolégico como o &cido ascorbico. De
fato, estudos comprovaram que a adicdo deste, aumentou a acdo leishmanicida do
complexo (PEREIRA et al., 2010).

Silva e colaboradores (2007) relataram que estudos realizados in vitro e in
vivo utilizando compostos trans-[RUNO(NH3)4SO3]PF6 e [RuNO(Hedta)] contra T.
cruzi mostraram que estes apresentaram acdo tripanocida sem promover danos a
células do hospedeiro.

Foi confirmado que complexos de ruténio, por exemplo [RuCl2(clotrimazol)2]
(SANCHEZ-DELGADO et al., 1993) e trans-[Ru(benznidazol)(NH3)4S02](CF3S03),
(SILVA ET AL., 2009), atuam na eliminagdo de T. cruzi e Plasmodium sp e o
complexo trans-[Ru(NO)(NH3)4SO3](PF6)3 exibe atividade leishmanicida in vitro e in
vivo contra Leishmania major (PEREIRA et al., 2010).

Levando em conta o potencial catalitico deste complexo de ruténio, podendo
ser uma fonte adicional de NO em meio biolégico, o nosso grupo de pesquisa se

propds a investigar suas propriedades microbicidas na leishmaniose experimental.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade biolégica do Composto Doador de Oxido Nitrico cis—

[RUNO(bpy).SOs](PFs) in vitro sobre formas promastigotas de Leishmania

(Leishmania) amazonensis.

3.20bjetivos especificos

Analisar in vitro a atividade leishmanicida do composto sobre formas
promastigotas de L. amazonensis

Avaliar in vitro a atividade leishmanicida do composto sobre formas amastigotas
durante o ensaio fagocitico;

Determinar a concentracdo de Oxido nitrico e a producdo de citocinas (pro e
anti-inflamatdria) a partir do sobrenadante do ensaio fagocitico.

Determinar a via de sinalizacdo (NF-kB, INOS e Akt) ativada pelo composto

durante o ensaio fagocitico.
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Abstract

Parasites of the genus Leishmania are capable of inhibiting the effector functions of
macrophages. This parasite has developed adaptive ability to escape host defenses; for
example, it inactivates NF-kB complex and suppresses iINOS expression in infected
macrophages, which is responsible for the production of the major antileishmanial substance
nitric oxide (NO), favoring then its replication and successful infection. Metal complexes with
NO have been studied as potential compounds for the treatment of certain tropical diseases,
such as ruthenium compounds, known to be exogenous NO donors. In the present work, the
compound cis-[Ru(BPY),SO3(NO)]PFs, or RUNO, showed leishmanicidal activity at different
concentrations, both directly and indirectly, on promastigotes of Leishmania (Leishmania)
amazonensis. In addition, treatment with RuNO increased NO production by reversing the
depletion of NO caused by Leishmania. We also found increased expression of Akt, iINOS
and NFkB in infected and treated macrophages. These results demonstrated that RUNO was

able to kill the parasite by NO release, and modulate the transcriptional capacity of the cell.

Key-words: Antileishmanial; Inducible nitric oxide synthase; Leishmaniasis; Nitric oxide

donor.
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1. Introduction

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is an endemic disease in Brazil, in which the
causative agents are the protozoan Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania
(Leishmania) amazonensis. ACL has several clinical forms: localized, disseminated or diffuse
skin lesions and aggressive and mutilating mucocutaneous wounds [13]; manifestations
depend not only on the species of the parasite but also the immune response of the host [24].

The recommended treatment of ACL is the use of pentavalent antimonials such as
sodium stibogluconate (Pentostam®) and methylglucamine antimoniate (Glucantime®) [1].
However, the treatment has several side effects, such as nausea, vomiting and hepatic and
cardiotoxicity, leading patients to discontinue treatment and favoring the emergence of
resistant strains [30].

Leishmania has several mechanisms for escaping the immune response. An important
one is its ability to interfere with nitric oxide (NO) production, by suppressing the expression
of inducible nitric oxide synthase (iNOS) in macrophages, which consequently results in
depletion of NO. NO is a key mediator of leishmanicidal activity, able to impair the
replication of L. amazonensis [5].

The activation of iNOS is dependent on NF-kB transcription. Parasites of the genus
Leishmania can cleave the NF-kB p65 subunit, preventing the transcription of several
proinflammatory mediators, and consequently affecting iINOS expression and NO production
[14].

In attempt to survive, Leishmania can further evade cytolytic mechanisms by reducing
NO production through the increased expression of arginase, which cleaves L-arginine, a

precursor of NO synthesis [4, 36] .
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Altogether, the lack of effective drugs and the serious side effects of those available,
coupled with the inability of the host’s body to deal with the parasite, have been the driving
force behind the search for new chemotherapeutic agents against Leishmania. Therefore, NO-
based complexes seem to be a promising approach.

Accordingly, the pivotal role of NO in ACL has increased interest in understanding its
interaction with metal complexes, such as with ruthenium, aiming to use these compounds as
possible NO donor drugs in biological conditions [9]. This kind of complex has been
previously tested against Leishmania, and shown to inhibit mitochondrial respiration in
amastigote and promastigote forms, killing the parasite [8, 21].

Some complexes such as trans-[Ru(NO)(NH3)4L](X)3, [Ru(NO)Hedta)] and
Na2[Fe(CN)sNO]+,H,O were very efficient when tested against Leishmania spp. forms [5,
11, 22], and other pathogens such as Trypanosoma cruzi [34] and Paracoccidioides
brasiliensis [26].

Ruthenium NO donors have shown desirable properties for therapeutic use, such as
low cytotoxicity, high water solubility [35], and controlled release of NO [8]. Accordingly,
the present work investigated the microbicidal properties of the complex cis-

[Ru(NO)(bpy)2(SO3)](PFs), or RUNO, in an in vitro experimental model of Leishmaniasis.

2. Materials and methods

2.1 Leishmania (Leishmania) amazonensis culture

Promastigote forms of Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/1989/166MJO) were maintained in 199 medium (GIBCO Invitrogen),
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, GIBCO Invitrogen), 1M Hepes (4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid), 0.1% human urine, 0.1% L-glutamine, 10
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ug/ml penicillin and streptomycin (GIBCO Invitrogen), and 10% sodium bicarbonate.

Promastigote cultures were incubated at 24°C in 25-cm? flasks, during 5 days.

2.2 Nitric oxide donor
Nitric oxide donor RuNO complex was synthesized and characterized by
researchers[32] in the Department of Organic and Inorganic Chemical, University of Ceara-

UFC.

2.3 Antiprotozoal activity

Promastigote forms (1x10%ml) grown in 199 medium were incubated with different
concentrations of RUNO complex (30, 40, 60 uM) for 24h at 24°C. Promastigotes were
counted in a Neubauer chamber after 24 h. Promastigotes grown in the culture medium alone

served as the control.

2.4 Viability of peritoneal macrophages

Macrophages (3x10%/ml) were obtained from the peritoneal cavity of BALB/c mice,
resuspended in RPMI 1640 culture medium (GIBCO) supplemented with 10% fetal bovine
serum and distributed in 24-well plates for 2 h of adherence in 5% CO, at 37°C. After
adherence, cells were treated with different concentrations of RUNO complex (10- 640 uM);
the positive control contained only RPMI 1640 and the negative control contained H,O;
(40%). After 24 h of treatment, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) was added, and the plate was incubated for 4 h. The MTT-formazan crystals that
formed were dissolved in DMSO (dimethylsulfoxide) and the absorbance was measured at

540 nm using a spectrophotometer [23].
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2.5 Phagocytic assay

Peritoneal macrophages (5x10%ml) were obtained by injection of 3 ml of RPMI 1640
culture medium (GIBCO®) supplemented with fetal bovine serum 10% (GIBCO) and grown
in 24-well plates containing 13-mm diameter glass coverslips. Cells were preincubated with
200 pl of RPMI medium for 2 h for adherence, and afterwards, the cells were washed with
saline to remove non-adherent cells. Adherent cells were then infected with promastigotes
forms (1:5) for 2 h, treated with RUNO complex (30, 40 and 60 uM) or with RPMI medium
alone (control), and incubated for 24 h at 37°C/5% CO,. Cells were stained with Giemsa to
determine the phagocytic index as the percentage of infection and parasites/macrophage

number.

2.6 Promastigote recovery

Peritoneal macrophages (5x10°/ml) were incubated in 24-well plates and after 2 h,
macrophages were infected with promastigotes (2.5x10%ml) for 2 h. The culture was washed
to remove extracellular parasites and incubated with 199 culture medium at 24°C, and the
cells were treated at the same concentrations of RUNO complex. Recovered promastigotes

were counted in a Neubauer chamber during four days.

2.7 Cytokine determination

Supernatants in the phagocytic assay were collected, centrifuged at 460 g at 4°C for 7
min, and stored at 20°C for cytokine determination. TNF-a (tumor necrosis factor alpha), IL-
1B (Interleukin), IL-10, IFN-y, TGF-f and IL-12 were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), according to the manufacturer’s instructions (eBiosciences®,

USA). Plates were read at 450 nm, using an ELISA plate reader (Thermo Plate—TP-Reader).
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2.8 Determination of nitrite levels

Nitrite was measured in the supernatant of macrophages infected and then treated with
nitric oxide donor [25]. Briefly, supernatants in phagocytic assays were deproteinized by
adding zinc sulfate (ZnSQO,) solution and sodium hydroxide (NaOH). The mixture was
centrifuged (10.000 rpm, 5 minutes, 4°C). The supernatant was recovered and diluted in
glycine buffer. Cadmium granules were rinsed in sterile distilled water and added to a copper
sulfate (CuSO,) solution, which was allowed to stand for 5 min, and the copper-coated
cadmium granules were then used within 10 min. Activated granules were added to glycine
buffer-diluted supernatant and stirred for 10 min. Aliquots of 50 uL of the supernatant
aliquots were transferred to 96-well microplates and an equal volume of Griess reagent was
added. A calibration curve was prepared using sodium nitrite (NaNO,) at different

concentrations, and the absorbance was determined at 550 nm in a microplate reader.

2.9 NOS inhibition assay

Peritoneal macrophages were stimulated with lipopolysaccharide (LPS), and others
were subjected to infection and treatment with RUNO Complex as described in the phagocytic
assay. However, for this test, before treatment with RUNO complex, the cells were incubated
with 100 pM NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) at 36°C and 5% CO, for 24 h.
The supernatant was used to measure NO levels (by determination of nitrite levels as

previously described).

2.10 Immunocytochemistry for Akt, NFkB and iNOS.
Immunocytochemistry for Akt, NFkB (p65) and iNOS were performed on coverslip-
adherent cells (cells prepared as in the protocol described for the phagocytic assay) using the

labeled streptavidin biotin method with the LSAB kit (DAKO Japan, Kyoto, Japan). The
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coverslips were incubated with Triton X-100 solution for 1 h, washed in PBS and treated at
room temperature with 10% BSA. Next, coverslips were incubated overnight at 4°C with
mouse primary antibody (anti-Akt, anti-NFkB and anti-iINOS rabbit polyclonal antibody
diluted 1:200; Santa Cruz Biotechnology, USA). After secondary antibody treatment (2 h,
room temperature), horseradish peroxidase activity was visualized by treatment with H,0,
and 3,3'-diaminobenzidine (DAB) for 5 min. In the last step, the coverslips were weakly
counterstained with Harry’s hematoxylin (Merck). For each case, negative controls were
performed by omitting the primary antibody. Intensity and localization of immunoreactivity
against the primary antibody used were examined on all coverslips using a photomicroscope
(Olympus BX41, Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan). For the image analysis study,
photomicroscopic color slides of representative areas (40x objective lens) were digitally
acquired. For determining a semi-quantitative scoring, images were evaluated by using the
color de-convolution tool from the Image J software (NIH, USA). Pixels were categorized as
previously described by [6] as high positive (3+), positive (2+), low positive (1+) and

negative (0).

2.11 Statistical analysis

Experiments were performed in triplicate. Data were obtained from three independent
experiments and expressed as meanzstandard error of the mean. Statistical analyses were
conducted by using the GraphPad Prism software (version 5.0). Groups were compared by

using one-way ANOVA and Tukey’s test. P < 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1 Nitric oxide donor cis-[Ru(NO)(bpy)2(SO3)](PFs) exhibits antileishmanial effect
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The antileishmanial effect of RUNO complex was evaluated by determining the
proliferation of promastigote forms of L. amazonensis. Parasites were incubated with RUNO
complex at different concentrations (30, 40 and 60 uM) for 24 h. We observed that RUNO at
all concentrations significantly inhibited, in a dose-dependent manner, the proliferation of L.
amazonensis when compared with control group, demonstrating that RUNO complex had
antileishmanial activity (Fig. 1A, P < 0.05).

The concentrations of RuNO complex were early evaluated by MTT assay and the
results showed no effect on cell viability of peritoneal macrophages from BALB/c at the

concentrations tested (Fig. 1B).

3.2 Nitric oxide donor does not change phagocytic capacity but affects the output of
promatisgote forms from macrophages

In attempt to see if treatment with RUNO complex could modify the phagocytic
capacity of macrophages, we incubated these cells with different concentrations (30, 40 and
60 uM) of the compound for 24 h. After the incubation, we evaluated the phagocytic index by
determining the average number of amastigotes per macrophage. We found that the treatment
did not alter the percentage of infected macrophages as well as the number of amastigotes per
macrophage (Fig. 1C and D, P < 0.05).

However when were evaluated the recovery of promastigotes, we observed that all
concentrations significantly reduced the number of parasites recovered when compared to the

control group (Fig. 1E, P < 0.05).

3.3 RuNO complex does not modulate cytokine pattern in infected macrophages but increases

NO levels



44

Aiming to understand the mechanism by which RUNO complex kills the parasite, we
evaluated the cytokine profile of macrophages during Leishmania infection. After infection of
macrophages, only TNF-a production was significantly decreased when compared with
control, where treatment with RUNO complex showed no recovery of TNF-a levels (Fig. 2, P
< 0.05).

Regarding NO levels, the results revealed that treatment with RuNO complex

significantly increased the levels of nitrite in infected macrophages (Fig. 3A, P < 0.05).

3.4 RUNO complex increases nitric oxide levels

In an attempt to explain if NO found in macrophage culture supernatant was due to the
NO donor or endogenous nitric oxide synthase (NOS), we blocked NOS activity with L—
NAME. The results showed a significant decrease in the amount of promastigotes recovered
(Fig. 3B, P < 0.05) in the group treated with RUNO complex, as well as a reduction in NO
production in infected control. Treatment with RUNO complex showed an increase in nitrite
levels (Fig. 3C, P < 0.05), suggesting that most NO responsible for the death of parasites

came from the NO donor.

3.5 RUNO complex increases the expression of Akt, iNOS and NFxB (p65) in macrophages
Immunocytochemistry results showed a significant increase in Akt and NFxB
expression, as well as enhanced iNOS labeling in infected macrophages treated with RUNO

complex (Fig. 4, P < 0.05).

4. Discussion
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It is well known that NO is one of the crucial molecules in the control of parasite load
during the development of ACL [17]. To evade host immunity, parasites of the genus
Leishmania modulate the response in macrophages by decreasing iINOS activity and NO
production by depleting its substrate, as well as increasing the production of essential
polyamines that are needed for the growth and differentiation of the parasites [36]. So far,
there is still no known drug capable of restoring NO levels in macrophages.

In this study, we demonstrated in vitro that the NO donor RUNO complex showed
antileishmanial activity by releasing NO and eliminating promastigote forms of L.
amazonensis. Our group has previously demonstrated [33, 34] that NO donors based on
ruthenium complexes display potent trypanocidal activity. Another study also demonstrated
antileishmanial activity, but with another compound and with L. major [22].

In the present study, we demonstrated that the treatment with RUNO complex did not
interfere with the phagocytic activity of macrophages; however, macrophages were able to
kill the parasite. Another study [16] reported that when high concentrations of NO were
produced in vitro, axenic amastigotes of L. amazonensis were susceptible. Another NO donor
showed trypanocidal activity in vitro in Vero cells treated after infection with T. cruzi, which
demonstrated the effectiveness of the treatment based on the use of exogenous NO donors
[15]. The author also concluded that the NO donor utilized both in vitro and in vivo had
trypanocidal activity and was capable of inducing a parasitological cure in a mouse model.

Beyond NO, experimental models have shown that the outcome of Leishmania
infection is critically dependent on the immune response. In fact, the susceptibility to this
disease is ascribed to a Th2 immune response, which leads to the development and
multiplication of the parasite [28]. On the other hand, resistance is established by preferential

activation of Thl subpopulation of lymphocytes, which leads to the production of many
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cytokines, particularly IFN-y and TNF-o, which may lead to macrophage activation,
increasing the activity of iNOS, which in turn increases the production of nitric oxide [2, 7].

Despite the immunomodulation that RuNO complex induced in peritoneal
macrophages, the parasites can modulate the whole immune response. Gomes et al. [12], also
reported that macrophages infected with L. amazonensis produced low levels of TNF-a when
compared to macrophages infected with L. major. This explains the low production of TNF-
ol.

Kima (2007) [18] established that promastigotes and amastigotes of all species are
capable of inhibiting the production of IL-12 from active cells. It is known that two stimuli
are required for the expression and activation of iNOS; the first stimulus is IFN-y, which is
followed by a second signal mediated by TNF-a, resulting in sustained NO production [16].

In our work, there were no high levels of these two cytokines, but when analyzed by
immunocytochemistry (IHC), iNOS expression in the same was increased, suggesting that the
RuUuNO complex can directly induce the enzyme, thereby increasing NO production.

In the present work, RUNO complex was able to increase the induction of Akt and
consequently induce iINOS and NFkB activation (Fig. 4). It is possible that Akt acts in IkB
degradation and translocation of NFkB to the nucleus, promoting iNOS production.

Some studies have reported the importance of the Akt pathway in epithelial cells and
macrophages. It has been suggested that this pathway plays a significant role in signal
transduction involved in the induction of INOS and NFxB activation, stimulating the
activation and release of NF-«B through the degradation of 1B [20, 29, 37].

Some studies have reported that NO positively regulates iNOS expression in mouse
cell types and in human cells [3, 31]. Lee & Choy [19], reported that the inhibition of INOS

activity attenuated the expression of iNOS protein and that the addition of exogenous nitric
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oxide donor was able to restore the levels of INOS. The increase in NO by iNOS expression
was due to Ras nitrosylation, which increased levels of INOS by sustained Akt activation.

Having verified that the treatment with RUNO complex increased NO production, we
also found that the majority of NO measured came from the donor, confirming the ability of
RuUNO complex to release NO.

In fact, by blocking iINOS with L-NAME, we proved that most of the NO detected
(Fig. 3C) was from RuUNO complex, and this was responsible for the death of the parasites.

Genestra et al. [10] demonstrated that peritoneal macrophages from BALB/c mice
infected with L. amazonensis showed elevated NO levels after 24 h. Furthermore, when
macrophages were incubated with L-NAME for 24 h, NO production was significantly
reduced. Blocking NO synthesis with L-NAME was clearly seen, which was not reversed by
the addition of L-arginine, and peritoneal macrophages treated with L-NAME showed a
significantly lower infection index after 24 h. This report indicated that the NO pathway is
truly important to the establishment of infection. Ballestieri et al. [27] suggested that the
increase in the number of parasites in phagolysosomes leads to decreased production of NO
by iNOS.

Therefore, a therapy using compounds that provide for the delivery of NO molecules,
perhaps the best compound with leishmanicidal activity, can be a viable alternative for the
treatment of leishmaniasis.

Accordingly, the NO donor used in the study may be one of these possibilities,
because it was able to kill the parasite through the release of NO, as well as modulating the

transcriptional capacity of the phagocytic cells.
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Figure 1: Antileishmanial activity by ruthenium complex. A) RUNO complex inhibits the
proliferation of L. amazonensis promastigote forms. Proliferation Kinetics after treatment with
RUNO complex (30, 40 and 60 uM) for 24 h. B) Viability of peritoneal macrophages of
BALB/c mice treated with RUNO complex (10 - 640 uM) for 24 h. Macrophages infected
with L. amazonensis and treated with RUNO complex. C) Percentage of infected macrophages
after 24 h of incubation with RUNO complex (30, 40 and 60 uM). D) Mean number of
amastigotes per macrophage after 24 h of incubation with RUNO complex (30, 40 and 60
uM). E) Recovery kinetics of promastigotes that had infected peritoneal macrophages, which
were then treated with RUNO complex (30, 40 and 60 uM). [Values represent the mean +
SEM of three independent experiments. (P<0.05) *Significantly different from control,

#Significantly different from concentrations].

Figure 2: RUNO complex does not modulate cytokine production. In vitro production of
cytokines by peritoneal macrophages infected and then treated with RUNO complex (30, 40
and 60 uM). A) IL-1B, B) IL-12, C) IL-10, D) TGF-B and E) TNF-a. [Values represent the
mean + SEM of three independent experiments. (P<0.05) *Significantly different from

control].

Figure 3: RUNO complex augments NO levels. A) Nitrite levels of macrophages infected
and then treated with RUNO complex (30, 40 and 60 uM) for 24 h. B) Recovery kinetics of
promastigotes in peritoneal macrophages infected with L. amazonensis, treated with RUNO
complex (60 uM) and the iNOS inhibitor L-NAME (100 uM) for 24 h. C) Determination of
nitrite levels of peritoneal macrophages stimulated with LPS, infected with L. amazonensis

and then treated with 100 uM L-NAME and 60 uM RuNO complex for 24 h. [Values
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represent the mean + SEM of three independent experiments. (P<0.05) *Significantly

different from control LPS, #significantly different from infected control].

Figure 4. RUNO complex induces up-regulation of Akt, NFkKB and iNOS in vitro.
Immunocytochemistry scoring of macrophages infected with L. amazonensis and treated with
RUNO complex (60 uM) for 24 h. A) Akt, B) NFkB, C) iNOS, D) Immunocytochemical
staining. [Values represent the mean £ SEM of three independent experiments. (P<0.05)

*Significantly different from control].



5. ANEXOS

5.1 Anexo Aprovacdo Comité de Etica

eelimania 1. 240 hotas apés infeccdo, 08 animais. wto
mm

 coletados Ipura

Qriantar que csto pretendam-se

devem submetor © NOVO protoco-oéapredwﬁodaceuwa.

59





