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Abreviaturas

A

ADHB - &cido dihidrobetulinico

AdoMet — S-adenosilmetionina

AdoMetDC — S-adenosilmetionina descarboxilase
AnB — Anfotericina B

APA — 3-aminoxi-1-aminopropano

ATP — Trifosfato de adenosina

C

CDKs — Cinases dependentes de ciclina

CEso — 50% da concentragdo maxima eficaz
Clso — 50% da concentragdo maxima inibitdria
Cys — Cisteina

Cys-Gly — Cisteina-Glicina

D

dcAdoMet — S-adenosilmetionina descarboxilada
DFMO — DL-a-difluorometilornitina

DHFR — Dihidrofolato redutase

E

EQS — Esqualeno sintase

F

FDA — Food and Drug Administration

G

GAPDH — Gliceraldeido-3-fosfato
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GR — Glutationa redutase

I

IFN-a — Interferdo-a

L

LC — Leishmaniose Cutanea

LMC — Leishmaniose Mucocutanea
LmPDI - Leishmania major proteina dissulfeto isomerase
LV — Leishmaniose Visceral

N

NNN — Neal, Novy, Nicolle

O

ODC - Ornitina descarboxilase

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude
P

PCR — Reacdo em cadeia catalisada pela polimerase (do inglés, Polymerase Chain

Reaction)

PDI — Proteina dissulfeto isomerase

PKDL - “post kala-azar dermal leishmaniasis”
PTR1 — Pteridina redutase 1

S

SbY — Derivados antimoniais pentavalentes

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
SMT — Esterol metiltransferase

T

TDR1 — Enzima tiol dependente redutase 1
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TdS — Timidilato sintase

TNF — Fator de necrose tumoral

TPCK — N-tosil-L-lisil-clorometilcetona
TR — Tripanotiona redutase

TS — Tripanotiona sintetase

T(SH)2 — Tripanotiona

\%

VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana
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1. Resumo

A leishmaniose é uma doenca parasitaria negligenciada, localizada sobretudo em
regides tropicais e subtropicais mas com incidéncia crescente no sul da Europa. E causada
pela infecdo dos parasitas do género Leishmania, transmitidos pela picada de

flebotomineos.

Existem vérias formas de leishmaniose em seres humanos. As mais comuns s&o a
leishmaniose cutanea, que provoca Ulceras cronicas na pele desenvolvidas no local da
picada do inseto vetor; a leishmaniose visceral, conhecida como Calazar, que é a forma
mais grave, atingindo varios orgdos internos como o baco, figado e a medula 0ssea, e
podendo originar a morte do paciente; e a leishmaniose mucocutanea, caracterizada por
Ulceras crénicas similares as observadas na forma cutanea, que tendem a reaparecer apds
cicatrizacdo das mucosas do nariz e da boca, geralmente associadas a infecdes
secundarias, levando a destruicdo de grandes extensbes de tecido. A Leishmaniose
ameaca cerca de 350 milhdes de pessoas em 88 paises no mundo. A Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) estima que 12 milhGes de pessoas estdo atualmente infetados e prevé o

aparecimento de 2 milhdes de novos casos por ano.

O tratamento atual € baseado em quimioterapia, que conta com um grupo pequeno de
farmacos com limitagBes graves, como alto custo e toxicidade, dificil via de
administracdo e fraca eficAcia em areas endémicas, devido a crescente selecdo de
resisténcia. Os antimonios pentavalente sdo o pilar da terapia ha mais de 70 anos, com
farmacos de segunda linha, anfotericina B e pentamidina, utilizados em caso de falha
antimonial. Desde da introducdo da miltefosina, no inicio deste século, ndo foram
aprovados novos compostos leishmanicidas para o tratamento humano. Deste modo, 0

desenvolvimento de novos farmacos para a doenca € crucial e urgente.

Esta dissertacdo apresenta uma breve abordagem da patologia, das estratégias
quimioterapéuticas atualmente disponiveis e das perspetivas de novas terapéuticas e

farmacos em desenvolvimento.

Palavras-chaves: Leishmaniose, Anfotericina B, Antiménios Pentavalentes, Miltefosina,

Pentamidina, novos alvos terapéuticos

Xl
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2. Abstract

Leishmaniasis is a neglected parasitic disease found mainly in tropical and subtropical
regions but with increasing incidence in Southern Europe. It is caused by infection of the
parasites of the species Leishmania, transmitted by the bite of sandflies.

There are various forms of leishmaniasis in humans. The most common are cutaneous
leishmaniasis, which causes chronic skin ulcers developed at the location of the bite of
the insect vector, visceral leishmaniasis, known as kala-azar, which is the most severe
form, affecting multiple internal organs such as the spleen, liver and bone marrow and
may lead the patient to death, and mucocutaneous leishmaniasis, characterized by lesions
similar to those observed in chronic cutaneous form, which tend to recur after healing of
mucous membranes of the nose and mouth, usually associated with secondary infections,
leading to destruction of large tissues. Leishmaniasis threatens about 350 million people
in 88 countries worldwide. The World Health Organization (WHO) estimates that 12
million people are currently infected and predicts the appearance of 2 million new cases
per year.

Current treatment is based on chemotherapy and relies on a handful of drugs with
serious limitations such as high cost and toxicity, difficult route of administration and
poor efficacy in endemic areas, due to the growing selection of resistance. The
pentavalent antimonials have been the mainstay of therapy for over 70 years, with second-
line drugs, amphotericin B and pentamidine, used in case of antimony failure. Since the
introduction of miltefosine at the beginning of this century, no new antileishmanial
compounds for human treatment were approved. Thus, the development of new

chemotherapeutic solutions for the disease is crucial and urgent.

This monograph presents a brief overview of the disease, currently available

chemotherapeutic strategies and prospects for new therapies and drugs in development.

Keywords: Leishmaniasis, Amphotericin B, Pentavalent Antimonials, Miltefosine,
Pentamidine, New targets drugs

Xl
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3. Introducéo

3.1. Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca parasitaria negligenciada causada por protozoarios de
mais de 20 espécies de Leishmania que sdo transmitidas aos seres humanos pela picada
de fleb6tomos infetados do sexo feminino. Esta doenga manifesta-se principalmente em
trés formas, a cutdnea, a mucocutdanea e a visceral, que resultam da infecdo de
macrofagos, na derme, na mucosa naso-orofaringea e em todo o sistema

reticuloendotelial, respetivamente.!

3.2. Agente causal

A leishmaniose € uma doenca causada por um protozoario intracelular obrigatério da
familia Trypanosomatidae e género Leishmania transmitida através de um vetor, o
fleb6tomo, um inseto pertencente & ordem Diptera, familia Psychodidae e genero
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomia no Novo Mundo. A infe¢do humana é causada
por cerca de 21 das 30 espécies que infetam mamiferos. Estes incluem o complexo L.
donovani com 2 espécies (L. donovani, L. infantum, também conhecido como L. chagasi
no Novo Mundo); o complexo L. mexicana com 3 principais espécies (L. mexicana, L.
amazonensis e L. venezuelensis); L. tropica; L. major; L. aethiopica; e do subgénero
Viannia com quatro espécies principais (L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)
panamensis e L. (V.) peruviana). As diferentes espécies sdo morfologicamente
indistinguiveis, mas podem ser diferenciadas por andlise de isoenzimas, métodos

moleculares ou monoclonais.?
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3.3. Morfologia e ciclo bioldgico

O ciclo de vida de Leishmania sp (Fig. 1) inicia-se pela picada do fleb6tomo fémea
infetado no hospedeiro vertebrado, sendo injetada a fase infeciosa, ou seja, a fase
promastigota, através da sua proboscide, durante a alimentacdo. As formas promastigotas
sdo fagocitadas por macrofagos e outros tipos de células fagociticas mononucleares. Estas
formas diferenciam-se dentro das células para a fase tecidular do parasita, isto é, a fase
amastigota, multiplicando-se por divisdo simples e continuando a infetar outras células
fagociticas mononucleares. Os flebdtomos fémeas saudaveis, apds a ingestdo de células
infetadas durante a alimentacdo no hospedeiro vertebrado infetado, adquirem as formas
amastigotas que, no seu interior, migram para o intestino onde se diferenciam em formas

promastigotas infetantes, multiplicando-se e migrando para a probdscide.*?

O flebotomo mjeta as formas : > 3 $
promastigotas na pele durante a refeigio Os promastizotas sdo rapxdamgnte fagocitados
sanguinea. Estigio infeccioso. no local da picada pelos neutrofilos.

@ \ Os neutréfilos infetados
X hibertam os parasitas que
\ =Y s30 depois capturados pelos

Os promastizostas

drvidem-se e nng.mn/

para a probocide. @7
/./" -

8
gl

/“.— .
|
d :
| macrofagos.

T 3 |
> =
J

) ~_ | ). ._ Nohumano
& No flebotomo b Pl =

| 4

"\

As formas amastigotas diferenciam-se )|
nas formas promastizotas no mtestmo. X F
N\ { | As formas promastigotas
— / A diferenciam-se nas formas
e { \ amastizotas no mterior dos
pre : - ' macrofagos.
/ Fase de diagnostico.
Ingestio de células o ﬂel')otemo' mgzere 05
parasitadas. macrofagos infetados durante As formas amastigotas mutiplicam-se

a refeicio sanzuinea. nas cehulas (incluindo macréfazos)
de vanos tecidos. Fase de diagnéstico.

Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania sp. (adaptagdo a partir de informacdo

disponibilizada pelo Instituto Nacional de Alergia e Doengas Infeciosas - INADI)®
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3.4. Fisiopatologia da leishmaniose

Existem diferentes formas de leishmaniose em humanos e algumas pessoas podem
desenvolver uma infecdo silenciosa, sem sintomas ou sinais. A OMS tem usado as varias
manifestacdes clinicas da leishmaniose para classificar esta doenca em trés formas
clinicas distintas, de acordo com a sintomatologia e sistemas fisiologicos afetados;

leishmaniose cutanea (LC), mucocutinea (LMC) e visceral (LV).1?

Fatores como a pobreza, a desnutricdo e, recentemente, a co-infeccdo com outras
doencas, nomeadamente o virus da imunodeficiéncia humana (VIH) podem aumentar o

risco de infecéo e agravar o prognostico.?

3.4.1. Leishmaniose cutinea

A LC é causada por diferentes espécies de Leishmania, no Mundo Velho e no Novo
Mundo. No Velho Mundo (hemisfério oriental), as principais espécies incluem L. tropica,
L. major e L. aethiopica, bem como L. infantum e L. donovani. As principais espécies do
Novo Mundo (hemisfério ocidental) sdo as do complexo L. mexicana (L. mexicana, L.
amazonensis e L. venezuelensis) ou do subgénero Viannia (L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V) panamensis e L. (V.) peruviana). Em geral, a doenca causa lesdes na
pele, que se desenvolvem varias semanas ou meses apos a exposi¢cdo, podendo aparecer
anos mais tarde, devido a traumatismo ou imunossupressdo. As lesbes podem sofrer
alteracdo, em tamanho e aparéncia, ao longo do tempo, comecando geralmente como
papulas ou ndédulos e terminando em Ulceras. As lesdes sdo geralmente indolores, mas
podem ser dolorosas, especialmente se as lesdes ulcerativas forem infetadas com bactérias
ou se as lesdes estiverem proximas de uma articulagdo. O processo de cura resulta

normalmente em cicatriz atréfica.?
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3.4.2. Leishmaniose visceral

A LV é a forma mais grave da doenga, provocando a maior taxa de mortalidade
caso ndo seja devidamente tratada. No inicio pode ser cronica, subaguda ou aguda.
Embora o periodo de incubacdo varie geralmente de semanas a meses, a infecdo
assintomatica pode levar anos ou décadas a manifestar-se clinicamente, surgindo como
uma complicacdo associada a doencgas que comprometem o sistema imunitario, como o
VIH. A LV é geralmente causada pelas espécies L. donovani e L. infantum que afetam os
6rgdos internos, nomeadamente, o baco, o figado, ganglios linfaticos e a medula dssea.?

As manifestacdes clinicas da infecdo incluem: febre; perda de peso,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia, trombocitopenia, aumento dos niveis de

proteina total e baixos niveis de albumina com hipergamaglobulinemia.?

O termo Kala-azar, que, em hindi, significa febre negra, € muitas vezes usado, em
alternancia com LV, para casos graves desta. Os casos graves de LV, ndo tratados, séo
normalmente fatais, seja pela acao direta da doenca ou, indiretamente, por complicacdes

dela derivadas, como infe¢des secundarias bacterianas ou hemorragia.?

Alguns pacientes desenvolvem post kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL), um
sindrome caracterizado por lesdes na pele (como manchas eritematosas ou
hiperpigmentadas, papulas e nddulos), tipicamente observado na face, que se
desenvolvem em intervalos varidveis apds ou durante o tratamento para a LV. A PKDL
é bastante descrita em casos de infecdo por L. donovani no sul da Asia e da Africa

Oriental 2

3.4.3. Leishmaniose mucocutanea

A LMC é um exemplo de uma das formas mais comuns de leishmaniose. Esta
forma pode ser a consequéncia de infecGes de algumas das espécies do parasita que
causam a LC, isto é, certos tipos de parasita podem disseminar-se a partir da pele e atingir

as mucosas naso-orofaringeas (nariz, boca ou garganta).?
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A LMC ¢é geralmente causada por espécies do subgénero Viannia (especialmente
L. (V.) braziliensis, mas também L. (V.) panamensis ou L. (V.) guyanensis), podendo
também ser causada por L. amazonensis. O tratamento sistémico da LC causada por estas
espécies € pensado com o objetivo de reduzir o risco de aparecimento de lesdes nas

mucosas.?

Em geral, a doenca torna-se clinicamente evidente ao fim de varios anos (por
vezes décadas), através das lesbes cutaneas de origem, que, inicialmente, ndo foram
completamente tratadas. No entanto, lesdes nas mucosas e na pele podem ser observadas

concomitantemente, designando-se esta forma por leishmaniose tegumentar americana.?

As manifestacdes iniciais da LMC sdo em geral sintomas persistentes, como
congestao ou sangramento nasais, embora os sintomas orais ou da faringe sejam por vezes
notados em primeiro lugar. Se ndo tratada, a doenca pode progredir para a destruicao

ulcerosa da mucosa naso-orofaringea, com perfuracdo do septo nasal.?

3.5. Epidemiologia e Fatores de Risco

A leishmaniose é uma zoonose focada em éareas de mais de 90 paises, nas regides
tropicais, subtropicais e sul da Europa (Fig. 2). E geralmente mais comum em zonas rurais
do que nas areas urbanas, sendo também encontrada na periferia de algumas cidades. O
clima e outras mudancas ambientais tém potencial para expandir o alcance geogréafico dos

vetores e das areas do mundo onde a leishmaniose é encontrada.?

A leishmaniose encontra-se em todos 0s continentes, exceto na Australia e
Antartida. No Velho Mundo (Hemisfério Oriental), a leishmaniose encontra-se em
algumas partes da Asia, Médio Oriente e Africa (em especial na regido tropical e Norte
de Africa), e no sul da Europa. N&o é encontrada na Australia ou nas ilhas do Pacifico.
No Novo Mundo (Hemisfério Ocidental), é encontrada em algumas partes do México,
América Central e Ameérica do Sul. N&o é encontrada no Chile ou Uruguai. Foram
detetados casos ocasionais de leishmaniose cutanea no Texas e em Oklahoma.? O nlimero
de novos casos de leishmaniose, por ano, é incerto. Para a leishmaniose cutanea, as

estimativas do nimero de casos variam entre 700 mil e 1,2 milhdes. Para a leishmaniose
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visceral, as estimativas do nimero de casos variam aproximadamente de entre 200 mil e
400 mil.?

Em muitas das areas geograficas onde a leishmaniose € encontrada, as pessoas
infetadas ndo sdo necessarias para manter o ciclo de transmissdo do parasita na natureza.
Os animais infetados, como roedores e cdes, juntamente com o fleb6tomo, mantém o
ciclo. No entanto, em algumas partes do mundo, as pessoas infetadas sdo necessarios para
manter o ciclo. Este tipo de transmissdo (homem — fleb6tomo — humano) é classificada
com antroponotica. Em 4reas com transmissdo antropondtica, 0 tratamento

individualizado nos doentes pode ajudar a controlar a propagacéo do parasita.?

Figura 2. Representagio da distribuicio geografica da leishmaniose visceral no Mundo.?

3.6. Diagnéstico

A leishmaniose € diagnosticada através da detecdo de parasitas Leishmania em
amostras de tecidos, a partir de lesdes na pele, para a LC, ou na medula éssea, paraa LV,
através de exame por microscopia de luz, técnicas de cultura especializada ou métodos
moleculares. Para a LV, o teste sorologico pode fornecer evidéncia de suporte para o

diagndstico.?
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A identificacdo das espécies de Leishmania é importante, especialmente se mais de
uma espécie for encontrada num paciente e se estes tiverem diferentes implicacoes
clinicas e no prognostico.? Os testes de diagndstico atualmente disponiveis estdo listados

na Quadro 1.*

Quadro 1. Testes de diagndstico de leishmaniose.

Histologia

Raspagem, bidpsia ou aspiracao E o método geralmente mais usado, pois é
facil de executar; permite a detecdo de
amastigotas no esfregaco e bidpsia, ou de
promastigotas no aspirado

Cultura

Meio de droséfila de Schneider ou N&o é confidvel, pois 0s organismos sdo

meio NNN (Neal, Novy, Nicolle) dificeis de isolar, especialmente se as lesdes

forem antigas; os resultados podem demorar
1 a 3 semanas dependendo da carga
parasitaria

Técnicas moleculares

PCR Permite a identificacdo das espécies; € atil no
acompanhamento de pacientes ap6s o
tratamento; ndo estd disponivel em regides

endémicas
Detecdo de antigeno N&o esta disponivel; associado a elevados
(utilizando anticorpos monoclonais) custos
Hibridacdo de ADN N&o é utilizado na pratica; é ainda utilizado
(para detecdo do genoma) com ferramenta de investigacao

Reacdo Intradérmica de Montenegro Depende do tipo de resposta de
hipersensibilidade retardada apo6s a injecdo
de promastigotas mortos por via
intradérmica; pode produzir resultados
positivos em 3 meses apds 0 aparecimento
das lesdes; o resultado é considerado positivo
se ocorrer endurecimento superior a 5
milimetros apds 48 h

Testes soroldgicos

ELISA, IFA, DAT, K39 ELISA, tiras A detecdo de anticorpos no soro é util no

de teste diagnostico de leishmaniose visceral, mas
ndo tem qualquer utilidade na doenca cutanea
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4. Tratamento

O tratamento atual para a leishmaniose é baseado em quimioterapia. O arsenal
terapéutico esta limitado a um grupo pequeno de farmacos que apresentam limitacdes
graves, como custo elevado e toxicidade, dificil via de administracéo e fraca eficicia em
areas endemicas, devido a crescente selecdo de resisténcia. A leishmaniose é considerada
uma das poucas doencas parasitarias suscetiveis de serem controladas atraves da
vacinacdo, dada a capacidade mutante destes parasitas. Os antimonios pentavalente sdo o
pilar da terapia h4 mais de 70 anos, usando-se anfotericina B e pentamidina como
farmacos de segunda linha, em caso de falha antimonial. Desde a introducdo da
miltefosina, no inicio deste século, ndo foram aprovados novos compostos leishmanicidas
para tratamento humano. Deste modo, o desenvolvimento de novos farmacos para esta

doenga é crucial e urgente.

A abordagem terapéutica depende, em parte, de fatores relativos ao hospedeiro e ao
parasita. Algumas abordagens s6 séo eficazes contra certas espécies de Leishmania e
apenas em determinadas regides geograficas. Grupos especiais, tais como criancgas,
idosos, mulheres gravidas e pessoas que estdo imunocomprometidos ou que tém outras

co-morbidades, podem precisar de diferentes medicamentos ou regimes de dosagem.?

4.1. Terapias atuais

4.1.1. Derivados antimoniais pentavalentes

Os derivados antimoniais pentavalentes (SbY) como o estibogluconato de sédio
(Fig. 3; Pentostam®) e o antimoniato de meglumina (Glucantime®) tém sido
recomendados desde ha mais de 70 anos para o tratamento de primeira linha da
leishmaniose.> Além de possuirem toxicidade consideravel para o hospedeiro, a
resisténcia do parasita a esta classe de farmacos estd a aumentar, comprometendo a
eficicia terapéutica da classe e 0 seu uso em algumas zonas do globo, por exemplo em
Bihar, na India.® Além disso, os ensaios in vitro para avaliar a suscetibilidade do parasita
ao farmaco sdo longos e dispendiosos. Desta forma, para fins clinicos, é necessario

desenvolver um método expedito e barato que permita distinguir, quantitativamente, as

8
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respostas resistentes das sensiveis.” A administragdo de complexos de antiménio ¢ feita
através de injetaveis, resultando muitas vezes em dor local durante as injecOes
intramusculares e em efeitos secundarios sistémicos que obrigam a um controlo clinico
cuidadoso.® Estes efeitos secundarios graves podem colocar a vida do doente em risco,
pois surgem por vezes casos de pancreatite aguda, arritmia cardiaca, dores musculares
geralmente reversiveis, insuficiéncia renal, cardiotoxicidade e hepatotoxicidade.®> Assim,
a administracdo desta classe de farmacos € contra-indicada durante a gravidez e também

em doentes com problemas hepaticos, cardiacos ou com insuficiéncia renal .’

Estes compostos sdo quelatos ndo covalentes que, para exercerem efeito
leishmanicida, tém de atravessar a membrana fagolisossomal e atuar contra a forma
intracelular do parasita, isto é, a forma amastigota. Esta classe requer bioativacao
intracelular. Os complexos de ShY acumulam-se nas formas promastigotas e amastigotas,
mas ndo tém atividade leishmanicida contra as formas promastigotas extracelulares, pois
precisam de ser convertidos na forma trivalente, mais toxica (Sb"").1%!! Estudos sobre o
modo de acdo do Sbh"' indicaram que inibe a tripanotiona redutase'? e a glutationa
redutase,’® e induz a apoptose.* Embora os complexos de antiménio tenham permanecido
em uso clinico por varias décadas, o0 seu modo de a¢cdo permanece sob investigacao e é

objeto de intenso debate no seio da comunidade cientifica.

OH

Ol
T

Figura 3. Representacdo da estrutura do estibogluconato de sédio (Pentostam®).
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Devido a natureza hidrofilica que possuem, 0os compostos de antimdnio ndo sao
absorvidos nem transportados através da barreira lipofilica intestinal. De facto, estes
compostos sdo bastante soliveis em meio aquoso, mesmo em condi¢des de pH baixo, que
promovem a protonacdo do anifo.'® Assim, dada a baixa disponibilidade oral destes
farmacos, a sua administragdo ocorre por via intravenosa ou intramuscular. Estes
medicamentos sdo caros, apresentam dificuldades ao nivel das vias de administracéao,
toxicidade consideravel para o doente e consequente aumento da morbidade, o que limita
0 seu uso clinico no tratamento da leishmaniose, sobretudo em paises em vias de

desenvolvimento.t®

Avancos recentes mostram que o desenvolvimento de formulagdes baseadas em
lipossomas e ciclodextrinas melhoram a biodisponibilidade destes farmacos. O uso de
lipossomas tem sido até agora um dos meios mais eficientes para melhorar a eficacia
antimonial contraa LV. Os lipossomas fornecem propriedades que melhoram o transporte
adequado dos antimoniais. Tém a capacidade de encapsular e conservar eficazmente
grandes quantidades de compostos sollveis em agua, sendo 0 conjunto captado pelos
macréfagos do sistema reticuloendotelial, as células que também capturam os parasitas
Leishmania.l’!8 As ciclodextrinas sdo oligossacaridos ciclicos compostos por unidades
de glucose unidas atraves de ligagdes glicosidicas a-1,4. S&o capazes de incluir no interior
da sua cavidade hidrofébica, com um elevado grau de seletividade, moléculas insoltveis
em &gua, que ai ficam retidas através de interacBes ndo covalentes. Portanto, este
transportador tem sido bastante utilizado para melhorar a biodisponibilidade oral de
farmacos insollveis em agua, devido ao aumento da solubilidade do farmaco e da taxa de

dissolugio. 1%

Num estudo usando um antimoniato de meglumina-p-ciclodextrina, verificou-se
um aumento na absorcao de Sb por via oral num modelo murino de LC. A atividade anti-
leishmaniose do complexo foi confirmada pela reducéo significativa da carga parasitaria
nas lesdes dos animais tratados, quando comparados com os controlos de solucdo salina.
Né&o foi observado nenhum sinal de toxicidade aguda nos ensaios in vivo. Este estudo
estabeleceu, pela primeira vez, a possibilidade de uma formulacéo a base de ciclodextrina

para o tratamento oral da leishmaniose com antimoniato de meglumina.®

10
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O mecanismo de acdo dos derivados antimoniais pentavalentes contra a
leishmaniose ainda néo esta esclarecido, suscitando intenso debate no seio da comunidade
cientifica que investiga esta classe de compostos. Por exemplo, ndo é consensual se a
forma ativa final destes antimoniais pentavalentes é SbY ou Sh'". A figura 4 mostra os
dois principais modelos propostos até agora para 0 mecanismo de acdo dos derivados

antimoniais pentavalentes.?

Modelo profarmaco Modelo Sb" ativo
Mono & di-tiods: Fedutaze: Fibose
GSH. Cys. Cys-Gly | Redugdo | ACR2 Complexagio | Biomoléeulas
T(5H), ) + TDR1 (rhonueleosidens,
= 1= & ¥-P-D-manose)
GeH SbV-ribose-biomolécula
Complexacio T(SH),

N Deplegio dos nucleosides de purina?

m Inibigio do tranportador da purina?
Interferéncia com o metabolismo das purinas

Tripanctiona '
rechataza (TE) : 7
¥ [}
Complexacio ao siho ativo da TR o ' )
Inibigio da formago de T(SH) Inibigéo da ADN topoisomerase I

Aumnento da sensibilidade
das céhilas ao astresse couidatmro

L

Apoptose

Figura 4. Representacdo esquematica dos dois modelos principais propostos para o
mecanismo de acdo dos derivados antimoniais pentavalentes contra a leishmaniose. De
acordo com o “modelo profarmaco”, o SbY é reduzido a Sh", a forma que exerce a sua
atividade leishmanicida. De acordo com o “modelo ShY ativo”, este apresenta uma

atividade leishmanicida intrinseca.

De acordo com o primeiro modelo (Modelo profarmaco), o SbY comporta-se como
um profarmaco, que é reduzido no interior do organismo, originando uma espécie mais
toxica e ativa, o Sb'"". Este modelo ¢ suportado pela observacéo in vivo em que parte da

SbV é reduzido a Sb"'.%

11
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Estudos indicam que os tidis podem atuar como agentes redutores desta conversao,
entre os quais: a glutationa (GSH), que € o principal tiol no citosol das células de
mamiferos; a cisteina (Cys) e a cisteina-glicina (Cys-Gly), que sdo os tiois predominantes
dentro dos lisossomas, e 0 conjugado de glutationa-espermina, a tripanotiona (T(SH).),
que é o tiol predominante no interior do parasita.?->* E referido também que a Cys, Cys-
Gly e T(SH)2, promovem a reducio de ShY a Sb'!.%»

Estudos recentes indicam que a reducio de SbY em Sb"' pode ocorrer pela interacéo
com uma enzima tiol dependente redutase 1 (TDR1). Esta enzima catalisa a conversao do
SbY em Sb"!, utilizando a glutationa como redutor. Verificou-se que a perda da atividade
da redutase do parasita leva a resisténcia a estes farmacos, pois observou-se a perda de

atividade da redutase em formas amastigotas de Leishmania donovani resistente a
SbV.26'27

Um estudo com base no tratamento em amastigotas de Leishmania infantum com
Sb'" a baixas concentragdes mostrou induzir a fragmentacio do ADN, sugerindo a

ocorréncia de eventos tardios no processo global de apoptose?®

De acordo com o segundo modelo (Modelo SbY ativo), o ShY apresenta uma
atividade anti-leishmaniose intrinseca. O estibogluconato de sddio mostrou inibir
especificamente a ADN topoisomerase do tipo | de Leishmania donovani, através da
inibicdo da clivagem e desenrolamento do plasmideo superenrolado pBR322.2° E descrito
num estudo que a formagdo de um complexo entre o ribonucledsido adenina e a SbY
ocorre mais rapidamente a pH acido, indicando que esta complexacdo € cineticamente
favorecida em compartimentos bioldgicos acidos.®® No que diz respeito ao possivel papel
farmacoldgico do complexo SbV-ribonucledsidos, duas hipdteses foram propostas: o
complexo pode atuar como um inibidor dos transportadores de purina de Leishmania;
estes complexos podem penetrar no interior do parasita, encontrando um ambiente de pH

neutro e, em seguida, interferir com a via de recuperacéo das purinas.®

12
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4.1.2. Pentamidina

A pentamidina (Fig. 5), formulada no sal isotionato de pentamidina, € uma
diamidina usada principalmente para a prevencdo e tratamento da pneumonia por
Pneumocystis jiroveci. Este composto também demonstrou possuir atividade com
interesse clinico contra alguns protozoarios, tais como Leishmania, certas estirpes de

Trypanosoma e Babesia, e certos fungos, tais como Candida albicans.*

Inicialmente, o isotionato de pentamidina foi usado na india, no tratamento de
pacientes com LV que n&o respondiam & SbY. Porém, o decréscimo da sua eficacia e o
alto risco de resisténcia levaram ao seu afastamento na India. Entretanto, foram testadas
algumas estratégias terapéuticas de combinagdo envolvendo este farmaco. Um estudo em
pacientes que nao respondiam ao tratamento antimonial revelou que as combinacgdes de
uma dose baixa de pentamidina com alopurinol sdo mais eficazes e menos toxicas que
pentamidina, em dose terapéutica, e em regime de monoterapia, com percentagens de cura
definitiva de 73% e 58%, respetivamente. Porém a eficacia daquelas combinacgdes é

questionavel, quando comparada com a de outros farmacos.*2

Num estudo comparativo entre a pentamidina e antimoniato de meglumina, em
pacientes com LC causada por Leishmania braziliensis, no Peru, mostrou que o
antimoniato de meglumina exibe maior eficicia do que a pentamidina.*®* No entanto,
noutro estudo verificou-se que a pentamidina era mais eficaz na LC causada por
Leishmania panamensis e Leishmania guyanensis.>** Estudos mostram que a
pentamidina é um farmaco seguro e eficaz conta a LC, com uma taxa de cura semelhante
a exibida pelos antimoniais pentavalentes. Atualmente, a pentamidina é usada
especificamente como tratamento de primeira linha para infeces de L. (V.)

guyanensis.3+38

O seu mecanismo de acdo ndo é ainda totalmente compreendido. E referido que a
pentamidina entra nos promastigotas de Leishmania donovani através dos transportadores
de arginina e poliamina, acumulando-se na mitocondria e aumentado a eficacia dos
inibidores do complexo Il da cadeia respiratoria mitocondrial. Assim, a sua atividade
leishmanicida é atribuida & diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial. E

referido também que a pentamidina inibe a topoisomerase |1 mitocondrial.3"-%

13
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Figura 5. Representagdo da estrutura molecular da pentamidina.

A pentamidina parece ser uma solu¢do quimioterdpica mais aceitavel que os
derivados antimoniais pentavalentes, pois o tratamento decorre num espago de tempo
mais curto, implicando um menor tempo de internamento e, consequentemente, menores
custos. No entanto, o farmaco demonstrou ter efeitos adversos graves, particularmente
guando administrado em doses mais elevadas, levando a toxicidade renal,
cardiotoxicidade, hipotensdo e diabetes induzida. Porém, a pentamidina tem sido

frequentemente utilizada como primeira escolha no tratamento da LC.>

Quanto aos mecanismos de selecdo de resisténcia a este fa&rmaco, um estudo
revelou que a resisténcia a pentamidina em clones promastigotas de Leishmania donovani
e Leishmania amazonensis era acompanhada por uma diminuicdo da concentracdo
intracelular do farmaco, tendo consequentemente sido atribuida ao desenvolvimento de

mecanismos de efluxo do farmaco.3°

Devido ao crescente desenvolvimento de resisténcia, a toxicidade e a efeitos

secundarios adversos, o uso de pentamidina contra a LV é cada vez mais limitado.*°

4.1.3. Anfotericina B

A anfotericina B (AnB; Fig. 6) € um farmaco hidréfobo com um peso molecular
elevado, que apresenta propriedades anfipaticas e anfotéricas. E um polieno antifingico
produzido pelo Streptomyces nodosus, que foi introduzido inicialmente como farmaco
para o tratamento de infegcdes fungicas sistémicas. A AnB mostrou também atividade
antiparasitaria e passou a ser também usada como terapia de segunda linha para o
tratamento de LC, LV, e LMC, em casos em que se verifica insucesso antimonial.*! De
um modo geral, a AnB néo ¢ indicado para a LC, com exce¢édo de lesdes da mucosa que

n&o respondem & terapia antimonial.
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A acdo leishmanicida da AnB deve-se a sua capacidade de se ligar ao ergosterol,
um dos principais esterois da membrana em Leishmania. Num estudo recente, propde-se
que a acdo da AnB pode ser devida a uma combinacdo de interacdes com esterois,
nomeadamente com o ergosterol da Leishmania e com o colesterol dos macréfagos do

hospedeiro.*2

Como outros farmacos leishmanicidas, a AnB conduz a efeitos adversos
indesejados, tais como nefrotoxicidade, hipocalemia, anafilaxia e febre.> A AnB é menos
soluvel e instavel a pH gastrico, o que impede a sua absor¢do no intestino delgado. Assim,

a administracdo por via intravenosa é a preferida.*?

(@] \\\\\\
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Figura 6. Representacao da estrutura molecular da anfotericina B.

Para melhorar a eficicia e reduzir a toxicidade da AnB, foram desenvolvidas
formulacdes lipidicas deste farmaco. As formulacdes lipidicas de AnB (AmBisome®,
Amphocil® e Abelcet®), administradas por via intravenosa, mostraram ser um
tratamento muito seguro e mais eficaz para a LV em areas endémicas de L. infantum e de
L. Donovani, no Sul da Asia (india, Bangladesh, Nepal), onde recentemente foram
recomendadas como tratamento de primeira linha pela comisséo de especialistas da OMS

dedicada ao controlo da leishmaniose.*3#

Recentemente, foi realizado um estudo na india com base em 251 casos de LV
tratados com uma dose total de 20 mg/kg (5 mg/kg nos dias 0, 1, 4 e 9), por via

intravenosa, de acordo com a recomendacdo da OMS. A taxa de cura final observada foi
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de 98,8%.%° Devido a baixa toxicidade, a AnB lipossomal pode ser o farmaco escolhido
para o tratamento dos pacientes co-infetados com VIH/LV.*

Infelizmente, o custo elevado das novas formulacdes deste medicamento torna o
tratamento inacessivel para a maioria dos doentes com LV e a sua utilizagdo contraa LC
é restrita devido a escassez de estudos.*’ Assim, seria necessario que as principais partes
interessadas no controle da leishmaniose, como a OMS e os doadores, investissem
conjuntamente em planos para apoiar o acesso a formulagdes lipossomais de AnB
genéricas, com garantia de qualidade e precos acessiveis para o tratamento da LV em

zonas endémicas.*

4.1.4. Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina; Fig. 7) € um analogo da fosfocolina que foi
inicialmente desenvolvido como um agente antineoplasico para o tratamento tépico de
metéastases cutaneas do cancro da mama.“® Verificou-se ter uma atividade leishmanicida
in vitro e in vivo, provavelmente atraves do efeito nas vias de sinalizacdo celular e na
sintese de membranas. A miltefosina administrada por via oral mostrou ter eficacia no

tratamento da LV, na india, e também no tratamento da LC, no Paquistd0.4%°

Figura 7. Representacdo da estrutura molecular da miltefosina.

Em margo de 2014 a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso da
miltefosina no tratamento da LC causada por Leishmania donovani, em adultos e
adolescentes que ndo estejam gravidas ou a amamentar. O uso da miltefosina para a LV
causada por outras espécies, como por exemplo a L. infantum, representa ainda um uso

off-label, assim como o tratamento em criancas menores de 12 anos.?
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Verificou-se com grande preocupacdo que sdo facilmente gerados parasitas
resistentes a miltefosina in vitro. Contudo, ndo ha casos humanos notificados de
leishmaniose resistente a miltefosina.>* A ndo adesdo ao regime de tratamento
recomendado pode potencialmente levar ao surgimento de resisténcia do parasita, da
mesma forma que o aumento da utilizagdo da miltefosina contra a leishmaniose canina na
Europa pode levar a resisténcia em L. infantum. No entanto, prevé-se que a miltefosina

venha a ser a principal forma de tratamento, na india e regides circundantes.>

O tratamento com miltefosina conduz a alguns efeitos secundarios graves, tais
como toxicidade gastrointestinal (nauseas, vomitos e diarreia) e um aumento significativo
do nivel de transaminases no soro. Estudos toxicoldgicos mostraram que 0s 6rgdos mais
afetados sdo os olhos, os rins e o sistema reprodutivo. A miltefosina é teratogénica, sendo

0 seu uso proibido durante a gravidez.*®

O mecanismo de acdo da miltefosina continua sob debate. Porém, os danos na
membrana flagelar, a inibicdo da sintese de novo da fosfatidilcolina, a interferéncia no
metabolismo de alquilfosfolipidos e na biossintese da glicosilfosfatidilinositol, bem como

a inducéo da apoptose, foram indicados como possiveis modos de ac¢io.>

4.1.5. Paromomicina

A paromomicina (Fig. 8) é um antibiético aminoglicosidico de largo espectro,
bastante hidrofilico, com um peso molecular elevado e com relativa insolubilidade em
lipidos. As suas propriedades leishmanicidas foram identificadas na década de 60, com
atividades variaveis entre as diferentes espécies de Leishmania.>* Ensaios clinicos
demonstram a sua eficacia no tratamento da LC e LV. Por via oral, a paromomicina é
utilizada no tratamento da giardiase, amebiase e criptosporidiase. Topicamente, é usada
no tratamento da LC, no Velho Mundo (L. major, L. tropica, L. aethiopica).>® Estudos
demonstraram que a paromomicina era capaz de inibir a sintese de proteinas in vivo,
apenas na fase promastigota do parasita.’® A paromomicina possui uma baixa
biodisponibilidade quando administrada por via oral. Porém, quando administrada por via
intramuscular, € rapidamente absorvida, atingindo niveis plasmaticos maximos dentro de

uma hora.?’
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Figura 8. Representacdo da estrutura molecular da paromomicina.

A paromomicina injetavel tem sido usada experimentalmente no tratamento da
LV, principalmente a causada por L donovani.®®> Uma formulacéo topica de sulfato de
paromomicina contendo um cloreto de metilbenzalconio ([CsHsCH2N(CHz)2R]CI; com
R = metil) conduziu a uma taxa de cura de 77%. No entanto, a utilizagdo de cloreto de
metilbenzalconio nestas formulacGes foi associada a inflamacdo e a sensacdo de
qgueimadura, entre outros efeitos secundarios localizados. Noutro estudo foi testada uma
formulacéo contendo 15% de sulfato de paromomicina e 10% de ureia, que demonstrou
reduzir o nivel de irritagdo da pele mas com efeitos secundarios semelhantes aos da

formulagdo com cloreto de metilbenzalconio, embora de menor intensidade.®

Ensaios clinicos de Fase 11l da paromomicina injetavel para a LV, realizados na
india, mostraram boa eficacia, com baixa incidéncia de ototoxicidade reversivel, aumento
dos niveis de transaminases hepaticas e sem registo de nefrotoxicidade. No entanto, foram
frequentemente registadas reac6es adversas tais como febre, inchaco, calafrios e vomitos.
A paromomicina foi registada na india em 2006, para uso clinico, e esta atualmente a ser
avaliada em Africa, em regime de terapéutica combinada. As suas vantagens incluem
também o amplo espectro de atividade contra outros agentes patogénicos e o seu baixo

custo.>®
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4.1.6. Sitamaquina

A sitamaquina (Fig. 9) é um farmaco que esta a ser desenvolvido para tratamento oral
da LV.%° A vantagem deste novo farmaco é a sua via de administracio oral. Porém, a
sitamaquina n&o € ativa por via topica para o tratamento de LC. Um estudo inicial de Fase
Il na India demonstrou uma taxa de cura de 50% contra a LV, com boa tolerancia. Porém,
apesar da eficacia demonstrada, estudos posteriores revelaram efeitos secundarios que
ndo tinham sido observados anteriormente, como vémitos, dispepsia, cianose, sindrome
nefrética e glomerulonefrite.Y Num estudo efetuado no Quénia verificou-se eficacia
idéntica mas os efeitos secundarios observados foram dor abdominal, dor de cabeca e
disfuncdo renal. A sitamaquina afeta a motilidade, a morfologia e o crescimento do

parasita.5?

\

BN e Nt
P

Figura 9. Representacdo da estrutura molecular da sitamaquina.

O seu mecanismo de acdo envolve um gradiente elétrico que ocorre em dois passos:
primeiro, a sitamaquina carregada positivamente interage com 0s grupos polares
anionicos dos fosfolipidos da membrana e, segundo, a inser¢do da sitamaquina nas
membranas plasmaticas do parasita resulta numa interacao hidrofébica subsequente entre
as cadeias de acilo de fosfolipidos e o anel hidrofébico de quinolina, que conduz a uma
insercdo mais profunda do farmaco na monocamada lipidica, sendo este processo
independente da energia e dos esterdis. No entanto, a afinidade da sitamaquina pelas
membranas € transitoria, uma vez que o principal local é no citosol. Uma vez dentro da
célula a sitamaquina acumula-se rapidamente em compartimentos acidicos,

principalmente nos acidocalcisomas, que sdo vacuolos acidos que contém a maior parte
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do célcio celular. Porém, a acdo leishmanicida da sitamaquina parece nao estar
relacionada com o seu nivel de acumulacdo nos acidocalcisomas. Entretanto, analises

protedmicas estdo a ser feitas de modo a identificar os alvos da sitamaquina.®®

Recentemente, um estudo da sitamaquina em promastigotas Leishmania donovani
demostrou uma inibig&o dependente da dose do complexo Il (sucinato desidrogenase) da
cadeia respiratdria em promastigotas permeabilizados com digitonina, em conjunto com
uma diminuicdo nos niveis intracelulares de ATP. Demonstrou também uma diminuicéo
do potencial eletroquimico mitocondrial, associado a um aumento de espécies reativas de
oxigénio e de niveis intracelulares de Ca?*, e ainda uma maior percentagem da populacio
com conteudo de ADN sub-G1 e exposicéao de fosfatidilserina, conduzindo a uma morte

semelhante & apoptose em parasitas de Leishmania.5

A sitamaquina apresenta uma curta semi-vida de eliminacdo em mamiferos,
contribuindo para uma menor probabilidade do aparecimento de resisténcias. No entanto,
com o objetivo de avaliar o risco de desenvolvimento de resisténcia a sitamaquina, foi
induzida resisténcia numa linha de promastigotas de L. donovani a 160 puM de
sitamaquina, selecionada por pressdo do farmaco in vitro, e estudadas algumas das
carateristicas desta linha resistente. A Clso (50% da concentracdo méxima inibitoria) da
sitamaquina na linhagem resistente foi cerca de cinco e trés vezes mais elevada do que
nas linhagens wild-type em promastigotas e amastigotas intracelulares, respetivamente.
Contudo, ndo foram observadas resisténcias cruzadas com outros farmacos
leishmanicidas, permitindo assim a sua utilizacdo em combinacdo com outro farmaco

leishmanicida, em caso de resisténcia a sitamaquina.®

5. Farmacos aprovados para outras doencas que se encontram em estudo para o

tratamento de Leishmaniose

5.1. Artemisinina e derivados

A artemisinina, e alguns dos seus derivados semi-sintéticos, dihidroartemisinina,
artesunato, artemeter e arteeter, sdo atualmente utilizados no tratamento da malaria em

terapias combinadas recomendadas pela OMS. Foi reportado que a artemisinina e a
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artemeter (Fig. 10) exibem atividade contra amastigotas em macréfagos de ratinhos
infetados.®® Posteriormente, num estudo desenvolvido por Loiseau e colaboradores, um
conjunto de 70 derivados de artemisinina foram avaliados contra promastigotas de L.
donovani e mostraram atividade. A importancia do grupo peroxido foi evidente uma vez
que os analogos da 1-desoxiartemisinina (Fig. 10) ndo mostraram qualquer atividade

leishmanicida.®®
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Figura 10. Representacdo da estrutura molecular da A) artemisinina, B) artemeter e C)

1-desoxiartemisinina.

Noutro estudo de continuidade foi avaliada a atividade leishmanicida in vitro de 19
compostos fluorados derivados da artemisinina contra as formas promastigotas de
Leishmania donovani. A fluoragdo é responsavel pela maior lipofilicidade, aumento de
estabilidade e atividade leishmanicida in vitro. Verificou-se que 0 composto mais ativo
era 0 BB 201 (Fig. 11) um derivado de aminado que exibiu um Clso de cerca de 1 pM.
Porém, apesar da auséncia de toxicidade em macréfagos, ndo se verificou atividade nas
formas amastigotas intracelulares a 10 pM. Apesar das membranas que tém que ser
atravessadas pelos compostos e as condi¢des de pH entre o ambiente intra-eritrocito do
Plasmodium e intra-macrofdgo da Leishmania serem semelhantes, os alvos atingidos
pelos derivados de artemisinina em promastigotas podem ser diferencialmente expressos

em amastigotas.®’
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Figura 11. Representacédo da estrutura molecular da BB 201.

5.2. Az0is

Tal como a AnB, alguns azdis antifngicos estdo a ser avaliados relativamente a sua
utilizacdo no tratamento de LC no Velho Mundo. Os azois antimicoticos cetoconazol,
itraconazol e fluconazol (Fig. 12) mostraram atividade contra a Leishmania ao inibir a
enzima l4a-desmetilase, que converte o lanosterol em ergosterol, um componente
importante na membrana do parasita. Existem vérios estudos clinicos de az6is contra a
LC, mas a eficacia demonstrada tem sido variada. Alguns autores referiram bons
resultados com cetoconazol, mas a maioria sugere que o cetoconazol, tanto por via tépica

como por via oral, ndo é muito eficaz em LC.%8

O itraconozol foi testado para tratamento da LMC mas verificou-se ser eficaz somente
contra formas leves a moderadas da doenca, limitando assim a sua utilizacd0.%° Foi

relatado um caso de sucesso de uma crianga com LC tratada com itraconazol.™

O posaconazol, um derivado de triazol que contém uma triazolona na cadeia principal,
estd a ser desenvolvido como antifungico mas também foi testado em modelos
experimentais de LC e LV. Quando usado em doses elevadas, este f&rmaco mostrou
possuir eficacia superior a da AnB na redu¢do do tamanho das lesdes cutaneas, mas foi

menos eficaz no tratamento de LV, em ratos infetados com a doenga.”
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Figura 12. Representacdo das estruturas moleculares de azoéis antifungicos considerados

para o tratamento de Leishmaniose; A) cetoconazol, B) itraconazol, C) fluconazol e D)

posaconazol.

5.3. Imiquimod

O imiquimod (Fig. 13) é um composto recentemente aprovado pela FDA para o
tratamento de queratose actinica, carcinoma de células basais superficiais e verrugas
genitais externas e perianais causadas pela infecdo do virus do papiloma humano.
Encontra-se formulado num creme topico chamado Aldara®, indicado para o tratamento

de doencas dermatoldgicas, tanto de origem infeciosa como neoplasica.’

O imiquimod € um modificador da resposta imunitaria que aumenta a producédo de
citoquinas tais como o interferdo-a (IFN-a), uma diversidade de interleucinas e o fator de
necrose tumoral (TNF), com subsequente ativacao dos sistemas imunitarios inato (rapido,

n&o especifico) e adaptativo (especifico, celular e humoral).”
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Figura 13. Representacdo da estrutura molecular do imiquimod.

Num estudo in vitro, o imiquimod mostrou ativar os macrofagos, com libertacdo de
mondxido de azoto e consequente morte das formas amastigotas intracelulares da
Leishmania. Também mostrou eficicia no tratamento da LC induzida experimentalmente

em murino.”

A terapia combinada do imiquimod e do antimoniato de meglumina revelou ser uma
solucgéo alternativa promissora para o tratamento da LC no Novo Mundo. Num ensaio
clinico duplamente cego, efetuado em 40 pacientes com LC que ndo respondiam ao
tratamento antimonial isoladamente, a combinacdo imiquimod/antimoniato de
meglumina conduziu a uma taxa de cura de 72%. Porém, a maioria das evidéncias foram
obtidas através de estudos com um ndmero limitado de doentes, sendo necessarios

estudos adicionais mais alargados para confirmar os resultados atuais.”

5.4. Alopurinol

O alopurinol (Fig. 14) é um inibidor da xantina oxidase utilizado no tratamento da
gota que demonstrou ser eficaz no tratamento da LC na Asia (74%). Em pacientes
iranianos infetados com L. major, a adicdo de alopurinol reduziu para metade a dose

antimonial necessaria para atingir a mesma eficacia.’

O alopurinol demonstrou inibir o crescimento de Leishmania in vitro, em

concentragfes que sdo atingiveis em tecidos humanos e fluidos corporais. Pensa-se que

T

sintese de proteinas do parasita Leishmania.”
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Um estudo revelou uma taxa de cura de 71% em pacientes que receberam tratamento
combinado de alopurinol e estibogluconato, por via oral, em relagdo a pacientes que

receberam s estibogluconato, onde a percentagem de cura foi de 39%.

Noutro estudo, utilizando uma combinagdo de alopurinol e antimoniato de
meglumina, foi obtida uma taxa de cura de 74%, contra 0os 36% em pacientes tratados
apenas com antimoniato de meglumina.”’ Estes estudos sugerem que o alopurinol pode
ser util no tratamento da LC no Novo Mundo, mas apenas em terapia combinada com 0s

antimoniais pentavalentes.’®

MN/ a

H

Figura 14. Representacdo da estrutura molecular do alopurinol.

5.5. Buparvaquona

A buparvaquona, uma hidroxinaftoquinona (Fig. 15), é atualmente comercializada
para o tratamento da teileriose e mostrou atividade contra protozoarios, incluindo
Leishmania donovani. O seu baixo peso molecular e ponto de fusdo favorecem
propriedades fisico-quimicas adequadas para a utilizacdo tdpica. No entanto, a baixa
solubilidade aquosa e a elevada lipofilicidade contribuiram para a baixa eficacia in vivo,

em modelos de LV e LC.*

O mecanismo de ac¢do das hidroxinaftoquinonas é desconhecido. Em Plasmodium foi
proposto que estes compostos inibem a transferéncia de eletres no complexo 11l da
cadeia respiratoria mitocondrial. outro modo de acdo proposto para as
hidroxinaftoquinonas envolve a capacidade do farmaco formar radicais livres durante a

interagdo com a cadeia respiratoria do parasita.’®
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De modo a aumentar a solubilidade em meio aquoso e a absor¢éo no tratamento topico
para a LC e LV, foram desenvolvidos dois pro-farmacos fosfatados, a buparvaquona-3-
fosfato e a 3-fosfono-oximetil-buparvaquona (Fig. 15). Ambos os pro-farmacos
mostraram aumentar consideravelmente a biodisponibilidade e eficacia da buparvaquona,
reduzindo significativamente na carga parasitaria em ratinhos. A buparvaguona-3-fosfato
mostrou ser a melhor formulacéo oral. Contudo, a ligeira reducdo de 34% da carga de

parasitas no figado so foi observada em doses de 50 mg/kg/dia.®

Em estudos anteriores, a buparvaguona demonstrou exibir eficacia leishmanicida in
vitro e in vivo, em modelos de LV. Estudos mais recentes mostraram que a buparvaquona
¢ ativa contra as formas promastigotas e amastigotas, em varias espécies de Leishmania,
em concentracdes nanomolares.®! Uma nova formulagdo lipossomal de buparvaquona,
contendo fosfatidilserina, revelou resultados promissores, com atividade em doses

inferiores & da buparvaquona livre.?
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Figura 15. Representacdo da estrutura molecular da A) buparvaquona, B) 3-fosfono-

oximetil-buparvaquona e C) buparvaquona-3-fosfato.
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5.6. Produtos naturais de origem vegetal que se encontram em estudo para o

tratamento de Leishmaniose

Uma grande diversidade de produtos naturais possui atividade antiparasitica.
Contudo, a maioria destes produtos também apresenta propriedades indesejaveis, tais
como elevada toxicidade, baixa solubilidade, baixa biodisponibilidade, menor eficicia
em doses moderadas e incapacidade para administracdo oral ou topica. Porém, a
variedade de extratos vegetais oferece uma elevada diversidade estrutural e, com ela, a
possibilidade de novos compostos leishmanicidas. Os produtos isolados de plantas
constituem um grande grupo de quimiotipos que incluem quinonas, alcal6ides, terpenos,
saponinas, derivados fenolicos e outros metabolitos. Infelizmente a maior parte dos
compostos ndo satisfaz as condi¢Bes necessarias para o desenvolvimento de farmacos,
devido a sua inatividade in vivo ou elevada citotoxicidade, exigindo assim modificacfes
na sua estrutura quimica bésica. Um nimero crescente de novos compostos isolados de
extratos de plantas tem sido testado in vivo em modelos animais da doenca. Alguns destes

estudos conduziram a resultados promissores.®

O extrato de Maesa balansae, contendo saponinas triterpénicas, ndo exibiu potencial
leishmanicida em estudos in vitro e in vivo. Porém, um estudo in vivo de um dnico
componente do extrato, maesabalida 111 (Fig. 16), demonstrou uma reducéo de 94,2% das

formas amastigotas em figado de hamster, numa Gnica dose de 0,8 mg/kg.8*

Outros exemplos s&o os componentes do extrato de Piper rusbyi,® as fracdes de
Dysoxylum binectariferum® e uma série de flavonoides e seus analogos®’ que exibiram

potencial leishmanicida significativo e auséncia de citotoxicidade in vitro e in vivo.
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Figura 16. Representacdo da estrutura molecular da maesabalida 111, isolada do extrato
de folhas de Maesa balansae.

6. Potenciais alvos terapéuticos para o desenho de novos compostos ativos no

tratamento de Leishmaniose

A concecdo e desenvolvimento de um farmaco com atividade contra um dado parasita
deve ter em conta as vias bioquimicas e metabodlicas essenciais para a sobrevivéncia desse
parasita. Para tal, as vias alvo devem ser especificas do parasita, ou ter diferencas
estruturais e funcionais significativas relativamente as homélogas em mamiferos, para
que a inibicdo das vias do parasita seja seletiva. Porém, em muitos casos estas condi¢des
sdo dificeis de encontrar, e para muitos dos medicamentos existentes 0 modo de acdo e
alvos terapéuticos moleculares envolvidos sdo desconhecidos. A maioria dos alvos
terapéuticos considerados em estratégias de concecao de farmacos baseadas em estrutura
e ligagdo com o alvo (“structure-based” e “ligand-based”) tém sido os recetores da
superficie das células e enzimas, devido a relativa facilidade de inibir ou alterar a sua
fungdo pela interagdo com moléculas pequenas. No entanto, com o aumento do
conhecimento acerca das vias bioquimicas do parasita, e aproveitando as suas diferencas
estruturais e funcionais relativamente ao hospedeiro humano, é possivel identificar
racionalmente novos alvos terapéuticos. Caso o alvo seja uma enzima, sera possivel
desenvolver inibidores especificos de modo a impedir a sua fungéo e, consequentemente,

levar & diminuicdo da viabilidade celular do parasita.
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6.1. Enzimas envolvidas na biossintese de poliaminas

Algumas poliaminas, como a putrescina, a espermidina e a espermina, desempenham
um papel importante no crescimento e diferenciacdo do parasita da forma promastigota
para a forma amastigota, e também regulam a peroxidacdo lipidica mediada por
compostos oxidantes, mantendo assim o ambiente compativel com a sobrevivéncia. &8
O parasita sobre-expressa enzimas envolvidas no metabolismo de poliaminas como a
arginase, a ornitina descarboxilase (ODC), a s-adenosilmetionina descarboxilase
(AdoMetDC) e a espermidina sintase. No entanto, as reservas de poliaminas permanecem
inalteradas durante o seu crescimento e metabolismo, 0 que implica a existéncia de
mecanismos de regulacdo.®® Assim, o conhecimento destes mecanismos de regulacio

possibilita a identificagcdo de novos alvos terapéuticos.

Em Leishmania, a arginina é convertida em L-ornitina pela enzima arginase. A L-
ornitina € ainda convertida em putrescina, através da descarboxilacdo, pela enzima
ornitina descarboxilase, que por sua vez e convertida em espermidina e espermina, sendo

estas as substancias responsaveis pelo crescimento celular e proliferagio da Leishmania.®

A AdoMetDC catalisa a descarboxilagdo da s-adenosilmetionina (AdoMet) em
AdoMet descarboxilada (dcAdoMet), que serve como dador do grupo aminopropilo na
sintese da espermidina e espermina. A 5’-{[(Z)-4-amino-2-butenil]metilamino}-5’-
desoxiadenosina (Fig. 17 ; AbeAdo), um analogo estrutural da dcAdoMet, é um inibidor
irreversivel, muito potente e especifico, da AdoMetDC.%? A AbeAdo mostrou inibir o
crescimento de culturas wild type de promastigotas de L. Donovani, apresentando uma
CEso (50% da concentragdo maxima eficaz) de 40 pM.% Desta forma, os inibidores da
AdoMetDC mostraram curar animais infetadas com leishmaniose, mas ainda ndo foram

testadas em seres humanos.%
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Figura 17. Representacio da estrutura molecular da 5’-{[(Z)-4-amino-2-

butenil]metilamino}-5’-desoxiadenosina (AbeAdo).

A ODC, que catalisa a descarboxilacdo da ornitina a putrescina, pode ser
irreversivelmente inativada por substratos e produtos analogos, entre eles, a DL-a-
difluorometilornitina (Fig. 18; DFMO) que é, de longe, o mais utilizado. E considerado
um ‘inibidor suicida’, isto é, 0 seu mecanismo de acdo baseia-se na ativacdo da enzima
alvo, assegurando uma elevada especificidade, e formacao de uma ligacao irreversivel ao
centro ativo.** A DFMO e outros analogos fluorados da ornitina mostraram citotoxicidade
e capacidade inibidora do crescimento, ndo s6 nas subespécies T. brucei, mas também em
L. donovani®® e L. infantum.®® Como a ODC de T. brucei, a ODC de Leishmania apresenta
uma semivida longa, sendo uma vantagem terapéutica que permite obter uma inibigéo de

longa duragéo da enzima.®’

H,N OH

Figura 18. Representacdo da estrutura molecular da DL-a-difluorometilornitina
(DFMO).

O 3-aminoxi-1-aminopropano (Fig. 19; APA) é um analogo isostérico da putrescina
que estabelece interagBes fortes, mas reversiveis, com a ODC.%® O grupo aminoxi pode

formar uma oxima através do co-factor fosfato de piridoxal e o azoto do grupo amina,
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carregado positivamente, pode estabilizar a APA no sitio ativo da enzima. A APA provou
ser um inibidor potente no crescimento de promastigotas de L. Donovani, apresentando
uma Clso de 42 M. O tratamento com APA reduziu os niveis de putrescina, espermidina
e tripanotiona, e apos a adi¢do de putrescina ou de espermidina o efeito anti-proliferativo
da APA cessou. A APA mostrou ser 10 vezes mais eficaz que a DFMO contra amastigotas
num modelo de macréfagos, apresentando uma Clso de 5 uM.*®

H2N /\/\
o NH,

Figura 19. Representacéo da estrutura molecular da 3-aminoxi-1-aminopropano (APA).

6.2. Proteases

As proteases sdo um grande grupo de enzimas ubiquas envolvidas em muitas funcbes
fisiologicas e que recentemente suscitaram grande interesse como potenciais alvos
terapéuticos em determinadas doencas, tais como doencas inflamatdrias e infeciosas, para
as quais alguns inibidores de proteases estdo a ser investigados com o objetivo de
desenvolver farmacos eficazes.l%1%1 As proteases sdo enzimas alvo com bastante
interesse devido aos seus papéis na replicagdo, metabolismo e sobrevivéncia dos
parasitas. Desta forma, os inibidores de protease especificos podem ser utilizados para
regular a atividade da protease, dentro das células ou em organismos.*%? Existe um total
de 154 proteases presentes no genoma em Leishmania que inclui proteases cisteinicas,
serinicas, aspartases e metaloproteases.® Varios estudos de proteases de Leishmania,
principalmente metaloproteases gp63 e proteases cisteinicas, mostraram ser essenciais no

estabelecimento e na proliferacdo da infecdo por Leishmania.'%

As proteases de cisteinicas de Leishmania desempenham fun¢des importantes em
varios processos, tais como a modulagao da resposta imune do hospedeiro, a degradacao
de varias proteinas do hospedeiro, autofagia parasitéria, diferenciacdo de promastigotas
para amastigotas e modificacéo das respostas do hospedeiro na invasao celular.'® Estudos
com estirpes de Leishmania deficientes em proteases cisteinicas e com parasitas expostos

a um inibidor especifico de proteases de cisteinicas (Fig.20; fenil-(N-metil-piperazina-

31



NN
o
ARVE

Leishmaniose: Tratamento atual e perspetivas de novos farmacos

w7 &~
sy »
“ApE DO

Phe-homoPhe-vinil)-sulfona) mostram uma reducdo significativa da viruléncia e

infecciosidade. 195107

Figura 20. Representacdo da estrutura molecular da fenil-(N-metil-piperazina-Phe-
homoPhe- vinil)-sulfona (K11777).

Além das proteases cisteinicas, também as proteases serinicas se encontram
atualmente em estudo como potenciais alvos terapéuticos, em Leishmania. Num estudo,
foram selecionados inibidores cléssicos, N-tosil-L-lisil-clorometilcetona (Fig. 21; TPCK)
e benzamidina, conhecidos como inibidores das proteases serinicas em L. Amazonensis,

tendo-se observado a inibicdo do crescimento da Leishmania e alteracbes morfologicas

substanciais no parasita.'%

NH,

Figura 21. Representacdo da estrutura molecular da N-tosil-L-lisil-clorometilcetona
(TPCK).
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6.3. Enzimas envolvidas no metabolismo glicosomal

A Leishmania depende exclusivamente de seu hospedeiro, como fonte de carbono
para suprir as suas necessidades energéticas. Os glicossomas sdo organelos que
desempenha um papel importante em muitas das atividades metabdlicas de Leishmania,
como a glicdlise, a oxidacdo de acidos gordos e a biossintese de lipidos, apresentando
caracteristicas filogenéticas Unicas em relacdo ao hospedeiro mamifero. Estas
caracteristicas podem ser investigadas e exploradas na perspetiva da conce¢do de

inibidores especificos, com base na estrutura das enzimas parasitarias.'%°

Foram sintetizados analogos da adenosina como potenciais inibidores especificos da
ligacdo estreita da enzima glicolitica gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH) que aloja a porcao
adenosilica do co-substrato NAD™, com base na sua estrutura cristalina. A adenosina
mostrou ser um fraco inibidor da GAPDH, mas alguns analogos, com substitui¢ces na
posicdo 2’ da ribose e na posigao N® na adenosina, resultam em aumento da inibico da
enzima. Um dos anéalogos, NO-(1-naftalenemetil)-2’-(3-metoxi-benzamido)adenosina

(Fig. 22) mostrou inibir o crescimento de L. mexicana com uma Clso de 0,28 puM.°

OH

/

Sl NH

OH
(0]

\/Z”"'
o

Figura 22. Representacio da estrutura molecular da N8-(1-naftalenemetil)-2’-(3-metoxi-

benzamido)adenosina.

33



AN
_)\
1RVE

Leishmaniose: Tratamento atual e perspetivas de novos farmacos

&) w
DADE DO

6.4. Enzimas envolvidas na via da tripanotiona

A tripanotiona (T(SH)2) é uma molécula essencial no controlo do stresse oxidativo
em Trypanosoma e Leishmania. E crucial para manter o potencial redox celular e, como
tal, é essencial para a sobrevivéncia do parasita. Assim, a via da tripanotiona tornou-se o
foco de estudo de novos farmacos anti-tripanossomatideos. A via da tripanotiona é
catalisada por duas enzimas, a tripanotiona sintetase (TS) e a tripanotiona redutase (TR).
A biosintese da tripanotiona (Fig. 23), catalisada pela TS, é efetuada a partir de duas
moléculas de glutationa e uma de espermidina. Em seguida, a tripanotiona é reduzida pela

enzima TR na presenca de NADPH.!!!

L-Glutamato + Cisteina Ornitina
I\ /55
_ =~ Via das poliaminas
v-glutamilcisteina Putrescina
| Glutationa sintetase |\ /

Glutationa +~ Espermidina

l |Tripanoti0na sintase |

Tripanotiona

Figura 23. Via da tripanotiona. A figura mostra um esquema da sintese de tripanotiona,
partindo de glutationa e espermidina, em tripanossomatideos. y-GCS: y-glutamilcisteina

sintetase; ODC: Ornitina descarboxilase.

Num estudo sobre Leishmania, foi proposto que a T(SH)2, é capaz de converter NO e
Fe!' no complexo dinitrosil ferro, estavel e inofensivo e com uma afinidade 600 vezes
maior que a da glutationa redutase (GR) em mamifero. Através deste processo de
destoxificagdo, o parasita ¢ protegido contra moléculas letais de NO.*2 Qutro estudo
mostrou que a utilizagdo de mutantes L.donovani e L.major nulos para a TR atenua a
infectividade e diminui a capacidade de sobrevivéncia dentro de macrofagos.tt
Entretanto, a TR é semelhante tanto na sequéncia como na estrutura da GR humana.

Contudo, a TR mostra cinco alteragdes ndo conservadoras no seu sitio ativo, que lhe
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conferem uma carga global negativa, aumentando a especificidade da enzima para o seu
substrato.!* Esta diferenca na especificidade do substrato permitiu a sintese de inibidores
especificos contra o parasita. Muitos dos compostos que inibem a TR foram identificados,

incluindo, os derivados de poliaminas, compostos triciclicos e aminobifenil sulfureto.!*

A T(SH)2 é um co-fator da proteina dissulfeto isomerase (PDI) e foi identificada como
um potencial fator de viruléncia em Leishmania major (LmPDI). Verificou-se
experimentalmente que parasitas de L. major deficientes em LmPDI perderam a
viruléncia. Assim, a LmPDI mostrou ser um alvo promissor para a quimioterapia anti-
leishmaniose. Num estudo, a bacitracina (Fig. 24) mostrou inibir a atividade isomerase e
redutase da LmPDI e bloguar in vitro o crescimento de promastigotas e a multiplicacdo
de amastigotas dentro dos macréfagos, com valores de CEso de 39 uM. Deste modo, a

LmPDI representa ser um alvo interessante para o desenvolvimento de novos farmacos
anti-leishmaniose. 1
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Figura 24. Representacdo da estrutura molecular da bacitracina.
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6.5. Cinases dependentes de ciclina

As cinases dependentes de ciclina (CDKs) desempenham funcgdes essenciais na
sinalizac&o celular e controle do ciclo celular, e por isto séo enzimas investigadas como
potenciais alvos terapéuticos em muitos parasitas, incluindo Leishmania.''’” Duas CDKs
de L. mexicana, LmexCRK1 e LmexCRK3, mostraram ser essenciais para a formas
promastigotas do parasita, uma vez que as tentativas de gerar mutantes nulos da CRK3
resultaram na mudanca na ploidia do parasita.!'® Num estudo, foi demonstrado que alguns
compostos conhecidos como inibidores da CRK3 inibiram o crescimento e a replicagéo
in vitro de amastigotas de L. donovani em macrdfagos peritoneais. Estes compostos
pertencem a quatro classes quimicas: as purinas 2,6,9-trissubstituidas, incluindo as
purinas C-2- alquiniladas; os indirubins; os paullones; e os inibidores n&o especificos da
quinase derivados da estaurosporina.l'® Assim, a CRK3 parece ser um alvo promissor no
desenvolvimento de novos farmacos e, da mesma forma, outros CDKs devem também

ser investigados como possiveis alvos.

6.6. Enzimas da biossintese de esterdis

Os esterois sdo constituintes importantes da membrana celular, sendo vitais para a
funcdo celular e para a manutencdo da estrutura celular. Ao contréario das células de
mamiferos, em que o colesterol é o principal esterol de membrana, nas espécies de
Leishmania os principais esterdis enddgenos séo o ergosterol e o estigmasterol, pelo que
a via de biossintese de esterdis representada esquematicamente na Figura 25, pode ser

estudada como alvo para o desenvolvimento de farmacos.®
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Acetil-CoA
i |HMG—COA redutase

3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA
4

Mevalonato
Isopentil- PP «<— Dimetilalil-PP
~

¥ | Famesil-PP sintase |

Geranmil-PP

\;J |Fan1esi.l—PP sintase |

Farnesil-PP

v |Esqua.leno sitase |

Esqualeno

¥ |Esqualeno epoxidase |

2 3-oxidosqualeno

L
Lanosterol

v
Zimosterol

| -
Y | Esterol metiltransferase
¥

<

Ergosterol

Figura 25. Representacdo esquematica da via de biossintese de esterdis em Leishmania.

A via mostra 0s passos importantes, e as enzimas envolvidas, na biosintese de esterol. O

produto final em tripanosomatideos é o ergosterol, contrariamente as células de

mamiferos que é o colesterol.

Uma das enzimas estudadas é a esqualeno sintase (EQS) que catalisa o primeiro

passo da sintese de esterdis, o acoplamento de duas moléculas de farnesilo para formacéo
do esqualeno. Dois derivados da quinuclidina, ER-119884 e E5700 (Fig. 26)

demonstraram ser potentes e selectivos inibidores do crescimento de Leishmania

amazonensis. A inibicdo da EQS por estes compostos levou a diminuicdo dos niveis

enddgenos de esterol do parasita, provocando um efeito antiproliferativo.l?
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Figura 26. Representacdo da estrutura molecular de A) E5700 e B) ER-119884.

Outra enzima importante é a esqualeno epoxidase, que converte o esqualeno em 2,3-
oxidosqualeno. A terbinafina (Fig. 27) é conhecida por inibir a esqualeno epoxidase. Um
estudo demonstrou que a terbinafina inibiu o crescimento de promastigotas e amastigotas

intracelulares e provocou alteracdes na organizagdo estrutural na mitocondria.*?

Figura 27. Representacdo da estrutura molecular da terbinafina.

Outro alvo importante na biosintese do ergosterol é a enzima esterol
metiltransferase (SMT). Esta enzima estd presente apenas em tripanosomatideos e
ausente no hospedeiro humano. Portanto, esta enzima é um potencial alvo para o
desenvolvimento de farmacos seletivos. Os azasterois (Fig. 28) sdo conhecidos por inibir
a SMT em Candida sp.?? Desta forma, o efeito dos azasterois foi estudado em espécies
de Leishmania e Trypanosoma, e varios mostraram ter um efeito antiproliferativo em L.
amazonensis. No entanto, alguns azasterois que ndo foram bons inibidores da SMT
mostraram também uma atividade antiproliferativa, sugerindo que podem existir outros

modos de agdo destes compostos. 123124
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Figura 28. Representacdo da estrutura basica molecular dos azasterois.

6.7. Enzimas envolvidas na biossintese de folatos

Os folatos sdo co-factores importantes em varios processos metabolicos tais como a
sintese de ADN e ARN e o0 metabolismo de aminoacidos. Uma vez que sdo essenciais
para o crescimento, as enzimas envolvidas na sua sintese tém sido de interesse como alvos
terapéuticos, em particular a timidilato sintase (TdS) e a dihidrofolato redutase (DHFR),
que sdo responsaveis pela conversao da dihidrofolato em tetrahidrofolato, um co-factor
importante na sintese da timina. Ambas as enzimas foram caracterizadas a partir de L.

major.1%

Os inibidores conhecidos da DHFR foram considerados ineficazes contra a
Leishmania.'?® Num estudo posterior, uma analise a alguns dos mutantes de Leishmania
que eram resistentes ao metotrexato, um inibidor de DHFR-TdS, mostrou a existéncia do
gene da pteridina redutase 1 (PTR1).1° A PTR1 pode reduzir tanto as pterinas como 0s
folatos e é muito menos suscetivel a inibicdo por anti-folatos, como revelado em estudos
estruturais dirigidos a DHFR. Portanto, a PTR1 pode acuar como uma via alternativa da
DHFR-TdS. Isto indica que um composto com capacidade para inibir ambas as enzimas,
ou dois compostos utilizados em combinagéo, para inibir especificamente cada uma das

enzimas, aumentaria a eficacia leishmanicida.t?’

6.8. Topoisomerases

As ADN topoisomerases sdo enzimas ubiquas, que desempenham um papel
importante em muitos processos essenciais como a replicacdo de ADN, a transcricao, a
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recombinacédo e a reparagdo. As ADN topoisomerases tem sido bastante estudadas nos
ultimos anos como alvos no desenvolvimento de farmacos para quimioterapia do cancro.
As ADN topoisomerases sao geralmente classificadas como topoisomerases do Tipo | e
do Tipo Il que clivam o ADN de cadeia simples e de cadeia dupla, respetivamente. As
topoisomerases do Tipo | de L. donovani e T. cruzi, foram caracterizadas como sendo

enzimas independentes de ATP.128

A camptotecina (Fig. 29), um alcaloide, é conhecida por inibir a topoisomerase |
eucariotica, mas verificou-se também atividade inibidora em T. brucei, T. cruzi e L.
donovani. Desta forma, foram desenvolvidos analogos da camptotecina com alteragdes
estruturais, para uma inibicdo mais especifica da topoisomerase | do parasita.!?® Um
estudo avaliou as atividades leishmanicidas da camptotecina e trés analogos utilizados na
quimioterapia do cancro: topotecano, gimatecano (Fig. 29) e o irinotecano. O gimatecano
e a camptotecina foram os compostos que mostraram melhores resultados, impedindo o

crescimento das células promastigotas de L. infantum.**°

A B N )<
Z o

Figura 29. Representacdo da estrutura molecular da A) camptotecina e do B) gimatecano.

Foram identificadas topoisomerase 11 em T. brucei,*3! T. cruzi**? e de L. donovani.'*®
A 9-anilinoacridina (Fig.30), um inibidor da topoisomerase Il utilizado como agente anti-
tumoral, e outros derivados da acridina, mostraram inibir fortemente a Leishmania e

Trypanosoma.***
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Figura 30. Representacdo da estrutura molecular da 9-anilinoacridina.

O écido dihidrobetulinico (ADHB; Fig. 31), um derivado de &cido betulinico, mostrou
ser ativo contra as topoisomerase | e Il, e inibiu o crescimento de promastigotas e

amastigotas de Leishmania donovani com uma Clso de 2,6 e 4,1uM, respetivamente.!3®

Figura 31. Representacdo da estrutura molecular do &cido dihidrobetulinico (ADHB).

Contudo, s6 a analise estrutural destas enzimas nos dara uma visdo sobre seus

mecanismos cataliticos e permitird o desenvolvimento de inibidores especificos contra a

Leishmania.
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7. Conclusao

Até a0 momento o tratamento para a leishmaniose é baseado em quimioterapia que
esta limitada a um grupo pequeno de farmacos que apresentam limitacdes graves, como
alto custo e toxicidade, dificil via de administracdo e fraca eficacia em areas endémicas,
devido a crescente selecdo de resisténcia. Para muitos deles, o seu mecanismo de agédo
ainda ndo é totalmente conhecido. Deste modo, o desenvolvimento de novos farmacos

para esta doenca é crucial e urgente.

Estudos mostraram grande interesse em melhorar farmacos atualmente disponiveis,
no que diz respeito ao esclarecimento do seu modo de acdo, utilizacdo de novas
combinacBes de farmacos, modificacdes estruturais da molécula e no desenvolvimento
de novas formulac@es, baseadas em lipossomas e ciclodextrinas, de modo a aumentar a

biodisponibilidade, diminuir a toxicidade e contornar ou retardar a selecdo de resisténcia.

Farmacos utilizados no tratamento de outras patologias e compostos isolados de
extratos de plantas foram testados e mostraram atividade contra a Leishmania. Contudo,

serdo necessarios mais estudos farmacocinéticos, farmacodinamicos e toxicologicos.

No que se refere ao desenvolvimento de novos farmacos, tem-se verificado uma
evolucdo relevante na identificacdo de inibidores para os varios alvos terapéuticos
identificados. Numa primeira abordagem, a descoberta de novos farmacos é feita a partir
de uma selecdo aleat6ria de compostos. Entretanto, os avancos cientificos e tecnolégicos,
principalmente na area da genética, da protedmica e da metabolomica, levaram a uma
extensa pesquisa das vias bioguimicas e metabdlicas que sdo essenciais para a
sobrevivéncia do parasita, de modo a identificar novos alvos terapéuticos, como
proteinas, enzimas e vias metabolicas, com caracteristicas Unicas. Vérias vias metabolicas
foram discutidas aqui, as quais foram identificadas como potenciais alvos para o
desenvolvimento de farmacos anti-leishmaniose. Contudo, os inibidores identificados, e
aqui referidos, para estas vias metabdlicas, necessitam de mais estudos e de otimizagdo

estrutural, de modo a aumentar a sua eficacia e especificidade.
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Concluindo, é necessario recorrer a tecnologia contemporanea disponivel para o
desenvolvimento de farmacos e ter em conta as informagdes disponiveis sobre os
processos biologicos do parasita, de modo a desenvolver farmacos eficazes para combater

este grupo de doencas endémicas, consideradas pela OMS como negligenciadas.
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