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ABSTRACT:

Outbreaks of protozoan agents such as Perkinsus olsenirepresent major losses for
the shellfish producers, urging the development of measures to contain and decrease
these episodes. Antimalarial drugs and selective inhibitors designed to target unique
metabolic features of the parasite (metabolisms that are not replicated in the host,
such as the folate, and shikimate pathways), have been successfully used in the
laboratory to inhibit Perkinsus proliferation.

However, due to specificities in Perkinsus species and the surrounding environment,
development of drug candidates requires further optimization at the molecular level,
to improve pharmacologic properties, as well as development of suitable tests and
administration protocols for adequate use. Recent advances and future perspectives
on the use endoperoxide-type antimalarials for perkinsosis therapy are presented and
discussed.
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€ uma categoria
utilizada na classificacao
cientifica dos seres
vivos, constituida

por organismos que
apresentam uma
ancestralidade comum
e um elevado grau de
semelhanca genomica.

0 agente causador da
doenca.

incluem um conjunto
de reacdes quimicas
sequenciais, catalisadas
por enzimas, onde

o produto de uma
reacao serve de
substrato ou reagente
a que lhe sucede,
estando as reacoes
interdependentes. As
vias metabolicas sao
fundamentais para a
manutencao da célula.

sao compartimentos
delimitados por
membrana que
desempenham papeis
especificos na funcao
global de uma célula.

€ o processo de
conversao, por
processos bioldgicos,
de uma molécula
inativa num metabolito
farmacologicamente
ativo.

O crescimento demografico mundial, observado
desde o século XX, constitui um dos maiores desafios
do século XXI. As Nac6es Unidas calcularam uma
populacdao mundial de 7,6 bilides em 2017 e estimam
que atingira 9,8 bilibes em 2050 e 11,2 bilides em 2100,
0 que corresponde a um crescimento anual médio
de 83 milhdes. Este crescimento demografico
requer a disponibilizacao de mais alimento e fontes
de agua potavel, implica uma maior utilizacao de
energias renovaveis e exige politicas de protecao dos
ecossistemas, da diversidade biologica e do clima.

O sector piscicola constitui uma das fontes principais
de alimento para a populacdao mundial.(5) Em 2013, 0
peixe forneceu 17% da proteina animal consumida e
6,7% do total proteico consumido.(6) A necessidade
de alimentar uma populacao em crescimento e o
aumento da procura por espécies piscicolas conduziu
a sobre-exploracao dos recursos naturais marinhos,
estimulando o desenvolvimento da aquacultura.

A aquacultura abrange a producao de cerca de
600 espécies, em mais de 190 paises.(5) O seu
desenvolvimento aumentou a disponibilidade de varias
espécies de peixe e bivalves, entre outros, permitindo
satisfazer o aumento da procura e diminuir a sobre-
exploracdo dos recursos marinhos selvagens.

A améijoa-boa (Ruditapes decussatus), a ostra
japonesa (Crassostrea gigas) e a ostra portuguesa
(Crassostrea angulata) sdo as principais espécies
de bivalves produzidas em aquacultura na bacia
mediterranica. Em Portugal, a producdo destas
espécies esta centrada naregido algarvia,
nomeadamente na Ria do Alvor e na Ria Formosa,
assumindo uma grande importancia na economia
local e nacional. Todavia, as infecées provocadas por
parasitas limitam consideravelmente a producao.

Entre os parasitas que infetam bivalves, os
pertencentes ao genero Perkinsus sao 0s mais
virulentos e os que apresentam maior taxa de
prevaléncia. A perkinsiose, uma doencainfeciosa
causada pelo parasita protozoario Perkinsus
olseni, conduz a elevadas taxas de mortalidade em
moluscos aquaticos. A mortalidade associada a
perkinsiose é superior a 50% em varias zonas da bacia
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mediterranica, atingindo os 80% em alguns locais da
costa algarvia. As estratégias preventivas sao de
dificilimplementacao e economicamente inviaveis

e ndo existe uma solucao terapéutica eficaz de
combate ao parasita. E, pois, urgente trabalhar para a
resolucao deste problema.

Na busca de solucdes, a investigacao cientifica
explora a proximidade taxonémica a outras espécies
de parasitas (espécies que partilham um conjunto
muito alargado de caracteristicas morfolégicas,
funcionais e genéticas, representando uma elevada
proximidade filogenética). As espécies do género
Perkinsus pertencem a Perkinsea.

Contudo, tal como o Plasmodium falciparum
(um responsavel pela malaria) e o
Toxoplasma gondii (agente etiologico responsavel pela
toxoplasmose), o Perkinsus olsenitambém pertence
ao filo Apicomplexa. Estes parasitas protozoarios
apresentam algumas e
(como o apicoplasto) em comum, o que podera
constituir um ponto de partida para o desenvolvimento
de farmacos eficazes, seguros e com uma utilizacao
transversal para estes parasitas protozoarios.

Foram realizados no Centro de Ciéncias do Mar do
Algarve (CCMar) alguns estudos sobre a possivel
utilizacao de farmacos antimalaricos no combate
a perkinsiose. Os estudos recentes com alguns
derivados de artemisinina e analogos sintéticos deste
farmaco demonstraram a atividade antiparasitica dos
compostos em Perkinsus olseni e revelaram analogias
no modo de , emrelacdo aos parasitas do
genero Plasmodium.

A artemisinina é um produto natural extraido da
planta Artemisia annua que inclui na sua estrutura
molecular 1,2,4-trioxano uma ligacao endoperoxidica.
Foi demonstrado que estaligacao é fundamental para
a atividade antiparasitica do farmaco artemisinina.

De entre os analogos sintéticos da artemisinina
gue contém uma ligacao endoperoxidica destacam-se
0s 1,2,4-trioxolanos e os 1,2,4,5-tetraoxanos. Estas
classes quimicas fornecem diversos compostos
gue sao potenciais candidatos para o tratamento de
doencas resultantes de infecdes por protozoarios e
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com impacto na saude publica, como a malaria,

a toxoplasmose e
aleishmaniose, podendo também proporcionar
solucbes eficazes contra infecdes provocadas por
outros protozoarios, nomeadamente Perkinsus olseni.

O potencial farmacolégico dos trioxolanos e dos
tetraoxanos impulsionou a otimizacao de estratégias
de sintese de novos derivados, de forma a ampliar
a quantidade de novos compostos para estudos de
atividade farmacologica e possibilitar a identificacao
de candidatos a farmacos mais eficazes e menos
toxicos. Foram sintetizados no CCMar novos
trioxolanos, tetraoxanose e derivados semissintéticos
da artemisinina, com o objetivo de determinar a sua
atividade antiparasitaria e avaliar o seu potencial
terapéutico. Alguns dos compostos foram submetidos
a testes in vitro, usando culturas de Perkinsus olseni.
Os resultados revelaram atividade antiproliferativa,
com valores de IC50 na gama micromolar (IC50
- concentracdo necessaria de composto testado
para provocar uma inibicao em 50% do crescimento
celular). A informacao recolhida permitiu a otimizacdo
estrutural e a selecao de alguns trioxolanos e
tetraoxanos para estudos biologicos, com o objetivo
de elucidar os mecanismos de bioativacao e acdo. Foi
ja estabelecido que a atividade antiproliferativa contra
Perkinsus olseni € dependente da ligacdo peroxidica,
pois 0s compostos andlogos que nao contém esta
funcionalidade nao exibiram atividade. Os candidatos
selecionados serao submetidos a estudos in vivo. A
informacao recolhida na nossa investigacao, financiada
pela Fundacao para a Ciéncia e a Techologia atraves
do projeto PTDC/MAR-BIO/4132/2014 designado
por “Reversing the pathophysiology of Perkinsosis
in clams hatcheries through the use of analogues
of Artemisinin”, contribuira para a descobertae o
desenvolvimento de moléculas eficazes e seguras,
que possam ser utilizadas na profilaxia e no
tratamento da perkinsiose. As estratégias de sintese
desenvolvidas permitem a preparacao dos compostos
a baixo custo, facultando solucées economicamente
viaveis.
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