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RESUMO

Doengas negligenciadas acometem milhares de pessoas em todo o mundo,
principalmente em paises subdesenvolvidos. A exemplo destas encontram-se doengas como a
leishmaniose e a doenga de Chagas que representam relevantes problemas de saude publica.
As terapias disponiveis para estas doengas tropicais, contudo, estéo longe de serem satisfatérias
e eficazes, considerando-se que o0s quimioterapicos existentes apresentam reconhecida
toxicidade, alto custo e eficacia moderada. Com o propésito de obter alternativas terapéuticas
otimizadas, este projeto de pesquisa teve como objetivo a obtengdo de pré-farmacos de
compostos nitroderivados com comprovada atividade leishmanicida e antichagasica para serem
utilizados em sistemas ADEPT visando maior eficacia e menor toxicidade no tratamento destas
parasitoses. A principio, duas frentes de trabalho em paralelo foram adotadas: uma teérica, para
determinagdo do mecanismo catalitico da carboxipeptidase G, (CPGz) e obtencdo de
informagdes relacionadas ao mecanismo de clivagem dos pré-farmacos propostos, € a outra
sintética, para obteng@o dos compostos propriamente ditos. Estudos teéricos de ancoramento e
dindmica molecular da CPG, com um de seus reconhecidos substratos, o metotrexato, indicaram
que o0 mecanismo de ac¢ao proposto para metaloproteases em geral também pode ser aplicado a
esta enzima. Informagdes relacionadas ao mecanismo de clivagem dos pré-farmacos propostos
também foram obtidas. A rota sintética inicialmente proposta para a obtengéo dos pro-farmacos
partia da ligacdo dos nitroderivados ao &cido glutamico por intermédio de um agente espacante,
o acido succinico. Com base nas informagdes obtidas nos estudos tedricos, entretanto, o projeto
foi reformulado focando-se na sintese dos pré-farmacos sem agente espagante, pois estes se
mostraram mais favoraveis ao reconhecimento pela enzima. Com relagéo a sintese, a obtengao
dos compostos planejados ndo foi alcancada a despeito dos esforgos empreendidos. Estudos

tedricos e experimentais de reatividade parecem comprovar a tese de que o grupo nitro desativa
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as fungdes nucleofilicas das estruturas dos nitrocompostos que seriam fundamentais para as
reagdes de acoplamento ao transportador acido glutamico.

Este achado, contudo, constitui um importante problema a ser solucionado, visto que

nitroderivados parecem exercer suas atividades principalmente mediante redugéo do grupo nitro

e produgéo de espécies reativas de oxigénio nas redondezas dos parasitas.
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ABSTRACT

Neglected diseases affect millions of people around the world for the most part in
underdeveloped countries. Leishmaniasis and Chagas disease are example of important public
health problems spread through Africa, Asia and Latin America. Unfortunately, currently available
chemotherapy to treat these diseases remains ineffective, being the most frequently applied
drugs toxic, expensive and of moderate potency.

By considering this actual picture and envisioning new therapeutic alternatives, the aim of
this work was to design and synthesize potential antichagasic and antileishmanial prodrugs of
nitroderivatives to be used in Antybody-Directed Enzyme Prodrug Therapy (ADEPT), a drug
design approach which results in targeted delivery of the active compounds, increasing their
potencies in addition to lowering their toxicity.

Theoretical studies to determine the catalytic mechanism of the carboxypeptidase G
(CPGy) and to obtain information about the cleavage mechanism of proposed prodrugs were
performed whereas different synthetic approaches were made to obtain the compounds. Docking
and molecular studies of the CPG> considering theoretical interactions with its known substrate,
methotrexate, indicated that the proposed general mechanism for metalloproteases could be
indeed applied to this enzyme. Information about the cleavage mechanism of prodrugs was also
obtained. Initially prodrugs proposed were composed by nitroderivatives structures attached to
glutamic acid, the chosen transporter agent, by a spacer group, the succinic acid. Theoretical
studies, however, had showed that prodrugs constructed without a spacer agent could be better
recognized by the enzyme. These results re-directed the synthetic approach to new prodrug

structure without spacer.

Despite all efforts spent, it was impossible to obtain the proposed prodrug structures.
Experimental reactivity studies were then accomplished, since it was possible that the nitro group,

from nitroderivatives structure, was able to reduce the nucleophilic power of particular functional
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groups chosen to accomplish the coupling between the active compound and the transporter. The

results corroborate this hypothesis and the absence of nitro group facilitates the prodrug

synthesis.

This, however, constitute an important problem to be solved since the nitroderivative
seams to exert their function mainly by nitro group reduction and production of free radical

species in the surrounding of the parasites.
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1. INTRODUGAO

1.1. Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, antropozoonose causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), foi descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas.
Registros mais remotos de sua existéncia, entretanto, foram evidenciados em mumias em
Chinchorro, no Peru, datadas de 9.000 anos de idade (FIOCRUZ, 2010).

Esta doenca € circunscrita @ América Latina e representa, ainda hoje, cem anos ap6s
sua descoberta, relevante problema de saude publica. Sua distribuicdo geogréfica estende-se
desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina e o Chile (DIAS et al., 2009; WERNER et al.,

2008).

B raises endémicos

Figura 1. Distribuicdo geografica da Doenga de Chagas
Adaptado de: http://earthtrends.wri.org/updates/node/184. Fonte: World Health Organization

Atualmente, estima-se que 8 a 9 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo parasita
(PAHO, 2009). E uma enfermidade crénica debilitante e incapacitante que apresenta significativo

indice de mortalidade entre os portadores, também chamados de pacientes chagasicos,

Kely Medeiros Turra
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principalmente dentre os que desenvolvem cardiopatia chagasica crénica, podendo levar a
morte, no minimo, de 15.000 pessoas por ano somente no Brasil (ARGOLO et al., 2007;
BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

Dados adicionais atestam que a perda econdmica relacionada a mortalidade e
morbidade de populagdes jovens devido a Doenga de Chagas sdo cifras superiores a U$$ 8156

milhdes/ano (PAHO,2009).

1.1.1. Transmissao

A maior parte dos casos de infecgdo, tanto em seres humanos quanto em outros
vertebrados, ocorre principalmente pela picada de insetos hematdfagos vetores. Outras vias de
transmissdo como a transfusdo sanguinea, a via congénita ou pelo aleitamento materno, e
transplante de 6rgdos contaminados, a via oral e a inoculagdo acidental em laboratério ndo
devem ser descartadas (FIOCRUZ, 2010; BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

O inseto vetor da doenga de Chagas é o triatomineo hemat6fago vulgarmente conhecido
como barbeiro. A transmissao ocorre quando o inseto, infectado com o T. cruzi, suga o sangue
do individuo e defeca préximo a picada. A picada por si ndo transmite a doenga, mas em geral,
causa ardéncia local que provoca coceira. O ato de cogar acaba por introduzir no organismo a
forma infectante do parasita contida nas fezes do barbeiro, via orificio da picada ou, ainda,
através de mucosas como a boca e a conjuntiva ocular (ARGOLO et al., 2007).

No Brasil, durante as duas Ultimas décadas, a transmissao transfusional ganhou grande
importancia epidemioldgica devido a migragdo de individuos infectados da zona rural para os
centros urbanos. Se por um lado a migragéo reduzia a exposi¢do da populagéo rural a vetores
infectados, por outro, ela aumentava a probabilidade de contaminagao por T. cruzi em individuos

politransfundidos, principalmente quando ndo se observava rigoroso controle nos bancos de
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sangue. Atualmente, os riscos desta via de transmissdo da Doenga de Chagas no Brasil s&o
minimos, sendo estimado entre trés e vinte ocorréncias no contexto de mais de 4 milhdes de
transfusdes anuais. Tais avangos devem ser considerados gracas a sele¢ao soroldgica rigorosa
de doadores nos bancos de sangue (DIAS, 2006).

A transmisséo vertical da infecg@o chagasica pode ocorrer por via transplacentaria ou
pelo leite materno. Quando ha infecgdo através da placenta, problemas como aborto,
prematuridade, neomortalidade e retardo de crescimento intrauterino podem ser observados. Ja
a amamentagéo constitui forma rara de transmiss&o. Aventa-se que isso se deva a protegao
fornecida a crianga pelos anticorpos maternos (BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

A via oral tem sido sugerida desde que episodios agudos da doenga foram observados
em areas isentas de vetores domiciliares do T. cruzi. Esta transmisséo ocorre pela ingestao de
alimentos contaminados pelas fezes de triatomineos e evidencia a capacidade dos parasitas em
penetrar através da membrana do trato gastrintestinal além de resistir aos liquidos do suco
gastrico (WERNER et al., 2008; CAMANDAROBA, LIMA, ANDRADE, 2002; SHIKANAI-YASUDA
etal., 1991).

A transmissédo por acidente laboratorial ocorre quando da manipulagéo inadequada de
material contaminado, entretanto esta via possui pouca significancia epidemiologica (BRENER,

ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

1.1.2. Ciclo

O T. cruzi, protozoario hemoflagelado da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, responsavel pela infeccdo chagasica, apresenta ciclo biolégico complexo,
conforme representado na Figura 2. Seu ciclo de vida encontra-se dividido em duas etapas,

sendo que, uma delas ocorre no hospedeiro invertebrado (vetor) e outra em hospedeiros
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vertebrados como mamiferos de pequeno e médio porte, incluindo o homem

(CIMERMAN,CIMERMAN, 2002).

Ciclo no vetor
Durante o repasto
transformanm  em sanguineo, o vetor pica e
tripomastigotas defeca ao lada da pu:ada

rnetaciclicos f—pm \
r‘hﬁ

Epirnastigotas se

>

o~ .';%’T ; I
' I
7 )
Bz formas tripomastigotas |
diferenciam - =e &m

epirnastigotas

Mo intestino do inseto, as formas
tripornastigotas multiplicam -se
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Ciclo no hospedeiro
vertebrado

0= parasitas inoculados invademn
diferentes tipos de  células =]
diferenciam na forma amastigota

o
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Mo interior das células infectadas,
as formas amastigotas sofrem
warias divisdes. Posteriormente sa
diferenciarn ern tripomastigotas

/

"\
1\.
\
Trlpcumastlgcitas =zd0 liberadas no
zangue apds ruptura da membrana
celular

O wetor ingere a forma
tripomastigota do parasito
presente  na corrente
sanguinea do hospedeiro

Figura 2. Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi nos hospedeiros vertebrado e invertebrado. Adaptado
de:http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Frames/S-

Z/TrypanosomiasisAfrican/body_TrypanosomiasisAfrican_Page1.htm

Os hospedeiros invertebrados sao insetos hemipteros da familia Reduviidade,
vulgarmente conhecidos como barbeiros, que durante seu repasto, ingerem a forma
tripomastigota do parasita encontrada na corrente sanguinea de hospedeiros vertebrados
infectados. Ja na luz do estdbmago deste inseto, o T. cruzi inicia seu ciclo de multiplicagdo dando
origem a forma flagelada denominada epimastigota. Estas, ao atingirem a porcao terminal do
intestino, diferenciam-se em tripomastigota metaciclica, as quais constituem a forma infectante

da doenga e que serdo eliminadas para o0 ambiente nas dejecdes do triatomineo (CIMERMAN,

CIMERMAN, 2002).
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Como anteriormente explicado, as formas tripomastigotas entram no hospedeiro
vertebrado através do orificio da picada e, ao atingirem a corrente sanguinea, necessitam,
obrigatoriamente, invadir uma célula para cumprir seu ciclo vital. Nesta fase, os tripomastigotas
invadem células das fibras musculares lisas e estriadas, macréfagos, fibroblastos e células
epiteliais onde assumem forma arredondada denominada amastigota. Estas, por sua vez,
participam do processo de multiplicacao intracelular e, apés um processo de sucessivas divisdes
binarias, saturam as células de parasitas. Segue-se, entdo, um processo de distensdo e
rompimento das células parasitadas, no qual formas amastigotas e tripomastigotas séo liberadas
na corrente sanguinea juntamente com diversos mediadores de inflamagdo. As formas
amastigotas se degeneram enquanto que as tripomastigotas invadem as células vizinhas. Os
parasitas mortos apresentam caracteristica imunogénica acentuada e s&o 0s responsaveis por
desencadear a resposta inflamatéria inicial, dando origem a fase aguda da doenga (FIOCRUZ,

2010; BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

1.1.3.  Fases clinicas da Doenga de Chagas

Clinicamente, a doenga em humanos caracteriza-se por duas fases: a aguda e a cronica.
A fase aguda, quando sintomatica, pode surgir apos 7 a 10 dias da infec¢do pelo T.
cruzi. Esta fase representa periodo de alta parasitemia e de infecgéo generalizada, em diferentes
tipos celulares, causada pelo protozoario. Caracteriza-se por sintomas como mal-estar, quadro
febril moderado, hepatoesplenomegalia, distirbios cardiacos podendo ser confundida com
outras infecgdes (CIMERMAN, CIMERMAN, 2002; BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO,

2000).
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Os sinais mais caracteristicos sé&o o chagoma de inoculagédo com a presenca de inchago
no local da picada e o sinal de Romafia, em que existe a presenca de edema bipalpebral
unilateral, que ocorre quando o barbeiro pica proximo aos olhos (Figura 3) (ARGOLO et al.,

2007; BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

Figura 3. Exemplo do sinal de Romaria, presenca de edema bipalpebral unilateral.
Fonte: http://apuntesdemed.blogspot.com/2008/04/trypanosomosis-enfermedad-de-chagas.html

A fase aguda perdura até 0 momento em que o hospedeiro consegue estabelecer uma
resposta imune suficiente para reprimir os processos inflamatorios uni ou multifocais e diminuir,
paulatinamente, a parasitemia. Este periodo caracteriza o inicio da fase crénica da doencga
(CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

A fase crbnica é a mais relevante da doenga devido aos danos irreversiveis causados
pelo parasita, 0s quais diminuem a qualidade de vida do paciente podendo leva-lo, inclusive, a
morte (ARGOLO et al, 2007). Esta fase pode se manifestar apds periodo de laténcia
assintomatico o qual pode durar anos e que se caracteriza por comprometimento cardiaco e/ou
por disturbios digestivos e neuroldgicos.

O periodo de laténcia assintomatico trata-se da forma cronica indeterminada. Nesta fase
existe um estado de aparente equilibrio entre parasita e hospedeiro, apresentando baixa

parasitemia e altos niveis de anticorpos circulantes no sangue. A progressdo da infecgédo
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dependera da complexa relagao entre o parasita € o hospedeiro, envolvendo fatores ambientais
e genéticos de ambos como comprovado por estudos recentes que apontam a possibilidade de
predisposicdo genética ao desenvolvimento de uma das formas clinicas crénicas da doencga de

Chagas em alguns pacientes (FIOCRUZ, 2010).

1.1.4. Forma crénica cardiaca

A forma crénica cardiaca é a mais importante forma de manifestagao clinica da doencga
de Chagas, dado o elevado numero de Obitos decorrentes de sua instalagdo e ao seu
significativo poder debilitante e incapacitante. No Brasil, onde a infecgéo por T. cruzi é endémica,
a cardiopatia chagésica cronica estd entre as principais causas de incapacitagdo e
aposentadoria. Suas principais consequéncias sao lesdes no miocardio, de evolugao inflamatoria
e fibrosante, que resultam em insuficiéncia cardiaca progressiva, fenémenos tromboembdlicos e
arritmias, de curso fatal (FIOCRUZ, 2010; BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000). As
limitagdes funcionais advindas da forma cronica cardiaca, além de afetarem a satde do individuo
de forma global, séo responsaveis por elevado impacto sécio-econdmico no Pais. Geram altos
custos tanto de maneira direta como internagdes hospitalares, procedimentos ambulatoriais e
tratamento, quanto custos indiretos, com previdéncia social, na concessé@o de auxilios-doenga e
aposentadorias precoces relacionadas a moléstia (BATISTA et al., 2007). Estima-se que o custo
para a implantagdo de marca-passos e de cirurgias corretivas em pacientes chagasicos cronicos
represente mais de 750 milhdes de ddlares por ano. Este valor, somado aos 237 milhdes de
dolares decorrentes de problemas sociais como absenteismo no trabalho, aposentadoria
precoce e as mortes prematuras relacionadas a doenga, representa o0 prejuizo anual que a

doencga de Chagas acarreta nos paises endémicos (MEYER, KANESHIMA, KANESHIMA, 2006).
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1.1.5. Forma crénica digestiva

A forma digestiva da doenca caracteriza-se pela dilatacdo de visceras ocas, como o0
esofago e o colon, causando alteragdes em sua morfologia € em sua motilidade, devido as
lesdes em plexos nervosos (FIOCRUZ, 2008; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

A ocorréncia do megaesdfago e do megacdlon sdo as manifestagbes mais comuns,
alteragdes de secregdo e absorgdo no trato digestivo, distensdo abdominal, fecaloma,
constipagao, regurgitagdo e odinofagia também s&o frequentes (VILLELA et al., 2007; HUEB,

2006).

1.1.6. Forma crénica nervosa

No a@mbito de sistema nervoso central e autbnomo, a doenga em sua forma crénica pode

provocar alteracdes de intensidade variaveis, geralmente pouco perceptiveis. Porém, essa forma

descrita e referida por Chagas vérias vezes, carece ainda de melhores estudos (CIMERMAN,

CIMERMAN, 2002; BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000).

1.2. Leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania. Podem afetar tanto animais silvestres e domésticos
quanto seres humanos (BISUGO et al., 2007; GONTIJO, 2004; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2010), a leishmaniose ocorre em 88

paises e esta entre as sete mais importantes doengas de origem parasitaria do mundo. Estima-
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se que aproximadamente 12 milhdes de pessoas estejam infectadas e considera-se que,
anualmente, ocorram 2 milhdes de novos casos (WHO, 2010).

No Brasil, a doenga em sua forma dermotrdpica, apresenta ampla distribui¢do por todas
as regides geograficas, sendo predominante na regi@o norte do Pais. J& a sua forma visceral
acomete, principalmente, a regido Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

A importancia atual desta zoonose € significativa, sobretudo quando se considera o
problema no Brasil, ja que a mesma parece estar em expansao em algumas areas do territorio

nacional (BISUGO et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

1.2.1. Agente etioldgico (SONODA, 2007; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

A leishmaniose € causada por vinte diferentes espécies de protozoarios patogénicos
pertencentes a ordem Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, género Leishmania (WHO,
2010).

O género Leishmania divide-se em dois subgéneros, Leishmania e Viannia, que sao
classificados de acordo com o local que se desenvolvem no tubo digestério do vetor. O
desenvolvimento do subgénero Leishmania restringe-se a porgdo anterior e média do tubo
digestorio do vetor, ja o Viannia desenvolve-se desde a porgédo anterior até a posterior do 6rgao.
Estes subgéneros compreendem varias espécies que estdo envolvidas em espectro de doencgas
infecciosas de carater cronico, incluindo manifestagdes dermotrépicas e viscerais.

As espécies mais importantes, no Brasil, responsaveis pela doenga em sua forma

dermotrépica sao:
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= Leishmania (Leishmania) amazonensis: Esta espécie distribui-se pelas florestas da
Amazonia, regido Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Esta associada a

leishmaniose cutanea localizada e cutanea difusa (VILLELA et al., 2007);

= Leishmania (Viannia) guyanensis: Espécie aparentemente limitada ao Norte da
bacia Amazénica, que se estende pelas Guianas. Ocorre, principalmente, em florestas de
terra firme. Associa-se a leishmaniose cutdnea com mdltiplas lesdes, por vezes, podendo
acometer o sistema linfatico, mas raramente comprometem mucosas (VILLELA et al.,

2007);

= Leishmania (Viannia) braziliensis: Apresenta ampla distribuigdo por todo o territorio
nacional. E responsavel pela leishmaniose cutanea, mucocutanea e ganglionar.

A leishmaniose visceral sdo correlacionadas trés principais espécies: (MELO, 2004).

= Leishmania (Leishmania) donovani: Presente na costa oeste da india, leste da Africa

e Bangladesh;

= Leishmania (Leishmania) infantum: Espécie que ocorre na China, Asia Central,

Europa e Africa;

= Leishmania (Leishmania) chagasi. Espécie encontrada nas Américas do Sul e
Central, com excegao do Chile. Estudos bioquimicos € moleculares recentes mostraram

semelhancas entre esta espécie e a L. infantum.
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1.2.2. Transmissao

As leishmanioses sao transmitidas entre os animais e o homem pela picada de fémeas
de diversas espécies de insetos dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Plhebotominae,
conhecidos genericamente por flebotomineos (WHO, 2010; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

No mundo, das quinhentas espécies de flebotomineos conhecidas, somente trinta foram
descritas como sendo vetores da doenca. Entretanto, a espécie e o género do vetor responsavel
pela sua transmissdo variam conforme a espécie do agente etiologico e sua localizagao
geogréfica (WHO, 2010; VILLELA et al., 2007; MELO, 2004).

Durante o repasto sanguineo em um mamifero infectado, os flebotomineos ingerem
formas amastigotas do parasita, as quais permanecem de 4 a 25 dias no tubo digestivo do
inseto. Neste local passam por uma série de transformagbes morfologicas e fisioldgicas,
diferenciando-se em formas promastigota e paramastigota e, por fim, em promastigotas
metaciclicas, sendo estas, as formas infectantes do parasita (WHO, 2010). Estas formas migram
e instalam-se nas glandulas salivares destes insetos e, desta forma, estes, ao se alimentarem
novamente, inoculam a forma infectante na pele do novo hospedeiro juntamente com sua saliva
(MELO, 2004).

Em todos os paises da América, exceto no Chile, o flebotomineo Lutzomyia longipalpis €
identificado como a espécie vetora da L. chagasi, sendo esta a principal espécie responsavel
pela transmissdo da leishmaniose visceral no Brasil (SONODA, 2007; MELO, 2004). Ja o vetor
da leishmaniose tegumentar americana, outra forma de manifestagéo clinica das leishmanioses,
parece pertencer aos géneros Psychodopigus e Lutzomyia (VILLELA et al., 2007). Espécies
como L. pessoai, L. intermedia, L. migonei, L. whitmani, L. intermedia, L fischeri, L. firmatoi, L.
amarali, dentre outras, também estio associadas a transmissdo da doenca no Brasil (SILVA,

CUNHA, 2007; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).
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1.2.3. Reservatorio

As diferentes espécies dos parasitas discutidas anteriormente apresentam, como
hospedeiros, ndo s6 o ser humano, mas, também, alguns vertebrados que atuam como
reservatério para esta doenga. Assim como os vetores, 0s reservatorios também variam de
acordo com a espécie de Leishmania em questdo. A importdncia em se conhecer 0s
reservatorios vertebrados do parasita reside em identificar possiveis focos de infeccdo e
disseminagao da doenga (WHO, 2010).

Animais silvestres e domésticos sdo os reservatorios mais comuns do parasita. No
ambiente silvestre, gambas, raposas, marsupiais, primatas e roedores sdo descritos como
reservatérios. No &mbito doméstico, o céo é considerado a principal fonte de infecgéo, devido a
apresentagdo de alto parasitismo cutaneo, que pode facilitar a infeccdo de flebotomineos

(BISUGO, 2007; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

1.2.4. Formas clinicas

De acordo com a espécie de Leishmania responsavel pela infeccdo podem ocorrer
diferentes manifestagdes clinicas da doenga classificadas, segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (WHO, 2010), como leishmaniose cutdnea, mucocutanea e visceral. A leishmaniose
cuténea caracteriza-se por lesdes ulcerosas em partes expostas do corpo tais como face, bragos
e pernas e costuma regredir espontaneamente. A leishmaniose cutanea, quando néo tratada
adequadamente, pode evoluir para a mucocutanea que se caracteriza por imunidade celular
exacerbada e lesdes altamente destrutivas. Em conjunto, estas duas manifestacdes também séo

classificadas como leishmaniose tequmentar (SONODA, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Kely Medeiros Turra



Introducéo 14

A leishmaniose visceral, que tem como principal agente etiolégico a L. donovani, afeta o
sistema fagocitario mononuclear e acomete 6érgdos como o figado, bago, medula 6ssea,
podendo causar manifestacdes intestinais, fenémenos hemorragicos, hepatoesplenomegalia,
dentre outros. Caso o tratamento adequado ndo seja instituido a tempo, esta infecgao pode ser

potencialmente fatal (GONTIJO, 2004; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

1.2.4.1. Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é conhecida em quase todos os paises
americanos, estendendo-se do sul dos Estados Unidos ao Norte da Argentina, com excegédo do
Uruguai e do Chile (MINISTERIO DA SAUDE, 2000). No Brasil, a LTA apresenta ampla
distribuicdo por todas as regides geograficas, destacando-se na regido Norte (CIMERMAN,
CIMERMAN, 2002).

As primeiras referéncias a esta forma da doenca, no Brasil, foram descritas em 1855, por
Cerqueira, que a denominou como “botdo de Biskra”. Em 1909, ap6s grande epidemia de casos
de Ulceras acompanhadas de lesdes mucosas, em Bauru e Sdo Paulo, Lindemberg e Carine &
Paranhos identificaram o seu agente etiolégico como sendo a L. tropica (VALE, FURTADO,
2005; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002). Desde as duas Ultimas décadas, a doenga apresenta-se
em franco crescimento, tanto em magnitude quanto em expanséo geografica (SILVA, CUNHA,
2007; GUERRA et al., 2006).

Esta classificagdo abrange duas manifestagdes clinicas da doenga que séo,

classicamente, conhecidas como leishmaniose cutanea e mucocutanea.
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= Leishmaniose cutdnea

Esta manifestacdo da parasitose caracteriza-se pelo parasitismo de células do sistema
fagocitico monocuclear (mondcitos, histiocitos e macrofagos) da pele de hospedeiros
vertebrados (VILLELA et al., 2007; CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

Caracteriza-se por diversos sintomas clinicos, que incluem afec¢des dermatoldgicas
associadas a lesdes cuténeas ulcerosas. Tais manifestacbes apresentam, contudo,
caracteristicas peculiares associadas as diferentes espécies causadoras (VILLELA et al., 2007
MINISTERIO DA SAUDE, 2004; BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000). No geral, as
lesGes tipicas sdo Ulceras cronicas de 2 a 5 cm de didmetro, com bordas endurecidas, que
podem estar cobertas por uma crosta endurecida ou apresentar exsudato, tornando-se dolorosa
se muito grande ou infectada com agentes secundarios, como bactérias ou leveduras. A infec¢éo
pode produzir grande numero de lesdes causando graves danos estéticos, que podem
comprometer o convivio social do paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

De forma geral, a apresentagdo cutinea, pode ser subclassificada como cuténea
localizada, cutanea disseminada ou cutanea difusa (MINISTERIO DA SAUDE, 2004):

Na forma cuténea localizada, ocorre o aparecimento de lesdo Unica ou mdltipla, em
geral, ulcerosa com bordas elevadas, no(s) ponto (s) onde houve a picada infectante do vetor. Ja
a forma cuténea disseminada caracteriza-se por numerosas pequenas lesdes ulceradas
distantes do local da picada e, no geral, distribuidas por todo o corpo. Estas provavelmente
ocorrem devido & disseminagao hematogénica ou linfatica do parasita (MINISTERIO DA SAUDE,
2004).

Na apresentacdo cutdnea difusa, que constitui manifestacdo rara da leishmaniose
tegumentar, existe deficiéncia imunoldgica especifica do hospedeiro a antigenos contra

Leishmania. Esta variante é causada por subespécies diferentes, que sdo capazes de induzir o
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hospedeiro infectado a imunodepressé@o especifica. Os aspectos clinicos, imunoldgicos e
parasitolégicos sdo diferentes das outras formas da leishmaniose tegumentar. Neste caso, existe
maci¢o comprometimento dérmico, que pode recobrir grandes extensdes cutaneas e geralmente
s&o de tratamento dificil ou ineficaz (CIMERMAN, CIMERMAN, 2002; MINISTERIO DA SAUDE,
2004).

A leishmaniose cutanea tende a cura espontanea em periodo que pode variar de meses
a anos, mesmo na auséncia de tratamento. A partir dai o paciente podera permanecer
clinicamente curado por tempo indefinido, apresentar recidivas ou evoluir para a leishmaniose

mucosa tardia (WHO, 2010).

= Leishmaniose mucocutédnea (CIMERMAN, CIMERMAN, 2002)

A leishmaniose mucocutinea, também referida como leishmaniose mucosa tardia,
ocorre, na maioria das vezes, secundariamente as lesfes cutaneas prévias que foram
submetidas a tratamentos ineficientes. Acredita-se que seja consequéncia de metastases
hematogénicas que acometam mucosas de vias aéreas superiores. Os mecanismos pelos quais
as leishmanias conseguem sobreviver em laténcia no organismo do hospedeiro durante anos e
os fatores desencadeantes da doenga, entretanto, ainda precisam ser elucidados. Esta variante
acomete a via ororrespiratdria, causando destruicdo das cavidades nasais, seguida pela
destruicdo da faringe, laringe e cavidade oral.

As vezes, a forma mucocutanea pode apresentar origem indeterminada, ou seja, as
lesbes mucosas podem se apresentar clinicamente isoladas, sem que haja evidéncias de LTA

prévia.
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A leishmaniose mucocutanea pode ser subclassificada como:

= Leishmaniose mucosa contigua

= Leishmaniose mucosa concomitante

Na leishmaniose mucosa contigua, a mucosa & acometida em consequéncia da
propagacdo direta das leses cutdneas proximas. J& em sua apresentagdo concomitante, as
leses mucosas encontram-se distantes das lesdes cuténeas.

Caracteriza-se por apresentar uma imunidade celular exacerbada e lesbes altamente
destrutivas causando deformagdes desfigurantes da regido oral e nasofaringea, que aparecem

tardiamente apds a cicatrizagao das lesdes primarias.

1.2.4.2. Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) apresenta amplo espectro epidemioldgico no mundo. E
endémica em 62 paises dos quatro continentes, especialmente em paises subdesenvolvidos. Os
paises das Américas do Sul e Central atingidos sdo: Brasil, Venezuela, Guiana Francesa,
Suriname, Panama, México, Belize, Guatemala, Paraguai, Bolivia e Colémbia (BISUGO, 2007;
MELO, 2004).

Anualmente, registram-se mais de 500 mil novos casos de LV no mundo, sendo que
90% destes correspondem a paises como Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo (MELO,
2004). No continente americano, o Brasil é responsavel por mais de 90% dos casos registrados
(CIMERMAN, CIMERMAN, 2002).

No Brasil, as primeiras referéncias a esta doenga datam de 1911 quando Carlos Chagas

suspeitou de sua ocorréncia nas proximidades do rio Amazonas (SONODA, 2007). Atualmente, a
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LV é considerada endémica em 19 estados do Pais, sendo sua maior incidéncia registrada na
regiao Nordeste (TORRES, FILHO, 2006).

A Organizag¢do Mundial de Saude aponta aumento do nimero de casos de LV no Brasil
desde 1999. Em nosso pais, esta manifestagé@o da leishmaniose era, inicialmente, de distribui¢do
rural, entretanto encontra-se em expanséo para focos urbanos desde a década de 1980 (WHO,
2010).

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar americano, é uma infecgao
generalizada do sistema fagocitario mononuclear. Esta é a forma mais grave das leishmanioses
e, caso nao tratada em tempo habil, pode evoluir a 6bito em mais de 90% dos casos (MELO,
2004).

Apbs a transmissdo pelo vetor, ocorre multiplicacdo do parasita no citoplasma das
células do Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM), tecido a partir do qual, por via
hematogénica, ocorrera a disseminagédo do parasita, atingindo visceras com maior riqueza de
células deste sistema. Os érgéos mais afetados s&o o bago, o figado, os linfonodos, a medula
6ssea e a pele. Outros 6rgdos também podem ser atingidos, como o intestino, os pulmdes e 0s
rins. Nos casos mais avangados da doenga todos os érgéos sdo envolvidos (CIMERMAN,
CIMERMAN, 2002, MELO, 2004).

As manifestagdes clinicas apresentam intensidade variavel, sendo fatores determinantes
para a sua evolugéo e gravidade da doenca, a idade, o estado nutricional e as caracteristicas
imunogenéticas do paciente. Deve-se considerar, contudo, que, uma parte dos individuos
acometidos pode permanecer assintomatica por toda a vida (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Apos o periodo de incubagado, que pode variar de trés semanas a seis meses, a doenga
apresenta, inicialmente, sintomas classicos como discreta hepatoesplenomegalia, febre, palidez,
perturbacBes intestinais e tosse (MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Caso ndo seja instituido

tratamento adequado, com agravamento progressivo da doenga, 0 paciente evolui para um
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quadro de hepatoesplenomegalia volumosa, com aumento de volume do abddémen, febre
persistente, anemia e infarto de linfonodos. Clinicamente, a doenga em seu periodo terminal
caracteriza-se por manifestacbes hemorragicas, caquexia extrema, além de complicagdes
infecciosas associadas que, geralmente, evoluem ao 6bito (WHO, 2010; MINISTERIO DA

SAUDE, 2004).

1.3. Quimioterapia das parasitoses

1.3.1. Farmacos aplicados na terapéutica da Doencga de Chagas

Ap6s a descoberta da Doenga de Chagas, em 1909, diversos agentes como 0s
derivados quinolinicos, arsénicos, sais de ouro, bismuto, estanho, iodeto de sddio, violeta de
genciana, acido salicilico, anti-histaminicos, sulfonamidas, cortisona e mais de trinta antibioticos
passaram a ser empregados em sua terapéutica até a década de 1960 (COURA, CASTRO,
2002). A maioria destes compostos apresentava, contudo, apenas efeito supressivo sobre a
parasitemia, ndo sendo eficazes na cura da infecgdo (BRENER, 1968).

Estudos realizados por Packchanian na década de 1950 (PACKCHANIAN, 1957,
PACKCHANIAN, 1952) demonstraram resultados promissores com a utilizagdo de derivados
nitrofuranicos no tratamento de ratos infectados por T.cruzi. Um destes derivados, a 5-nitro-2-
furaldeido-semicarbazona, foi testado, posteriormente, in vivo, tanto para casos agudos quanto
cronicos desta parasitose. Apesar da boa eficacia clinica, o derivado apresentou grande
incidéncia de efeitos colaterais relacionados, principalmente, a dose utilizada (COURA et al.,
1962; FERREIRA, 1961).

Desde o inicio da década de 1970, dois farmacos, descobertos empiricamente,

comegaram a ser utilizados no tratamento da Doenga de Chagas: o nifurtimox e o benznidazol.
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Atualmente, é empregado para o tratamento da doenca de Chagas, no Brasil, apenas um: o
benznidazol (URBINA, DOCAMPO, 2003; COURA, CASTRO, 2002).

O benznidazol (Figura 4), tradicional antiparasitério produzido pela Roche e
comercializado pelo nome Rochagan® ou Radanil®, é ativo somente contra as formas
sanguineas do parasita e seus efeitos colaterais sdo bastante abrangentes, incluindo desde

efeitos gastricos até leucopenia (JANNIN, VILLA, 2007; ARGOLO et al., 2007; GADELHA, 2003).

N
)/ ||
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\ﬁ(NH |\/S’O

Figura 4. Benznidazol (A) e nifurtimox (B).

Um segundo farmaco, o nifurtimox, derivado 5-nitrofuranico, produzido pela Bayer Health
Care e comercializado como Lampit®, também apresenta atividade contra tripanossomatideos,
porém, foi retirado da terapéutica brasileira em razdo dos efeitos toxicos mais graves que os do
benznidazol, associado a baixa eficacia nas cepas brasileiras (JANNIN, VILLA, 2007;
CARNEIRO DE FRANCA, 2004).

Nifurtimox e benznidazol, langados em 1967 e 1972, respectivamente, sdo 0s Unicos
antichagasicos de uso terapéutico, porém sdo ativos apenas na fase aguda da doenca,
apresentando baixa eficacia na fase crénica (JANNIN, VILLA, 2007).

Esses compostos apresentam mecanismo de agao que envolve, inicialmente, uma ou
mais reages de reducdo do grupo nitro, seguidas de inibicdo de varias enzimas que S&o
necessarias as exigéncias energéticas da célula do parasita. A redugéo do grupo nitro leva a
producao de radicais livres bastante danosos para as células, podendo interagir com varios
componentes celulares e propagar seus efeitos deletérios. Este efeito & particularmente

importante para o caso do T. cruzi devido a sua deficiéncia de catalase e glutationa peroxidase,
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0 que torna o parasita extremamente vulneravel aos radicais livres formados (ROJAS, 2007,
COURA, CASTRO, 2002; GRINGAUZ, 1997; DOCAMPO, 1990; DOCAMPO, MORENO, 1985).
Os avangos no conhecimento da bioquimica e biologia celular do T. cruzi
fundamentaram a pesquisa de novas alternativas para o tratamento desta parasitose. Varios
alvos tém sido foco de estudos e tém apresentado resultados promissores, dentre eles podemos

destacar (URBINA, DOCAMPO, 2003):

¢ Inibidores da biossintese de esterol (MAYA et al., 2007; URBINA, DOCAMPO, 2003):

O T. cruzi necessita de esterdides especificos durante seu ciclo evolutivo, tanto para sua
viabilidade quanto para sua proliferacdo, sendo extremamente suscetivel aos inibidores da
sintese destas substancias. Estes inibidores podem atuar, in vitro, em diferentes etapas na
biossintese de esterdis. O mecanismo de agado tripanomicida mais aceito para esta classe de
farmacos € o de inibicdo da enzima 14-a-esterol desmetilase do complexo citocromo P-450.
Desta maneira, o composto final da via biossintética, o ergosterol, ndo é produzido, acarretando
a alteracdes de permeabilidade de membrana. Para o caso dos tripanossomatideos, sua inibi¢do
leva ao acumulo de 14-a-metilesterol, um metabdlito toxico para sistemas de enzimas, ligadas a
membranas do parasito, que incluem o sistema de transporte de elétrons. Alguns antifingicos
triazélicos disponiveis comercialmente como, por exemplo, o cetoconazol e o itraconazol (Figura
5), mostraram-se parcialmente efetivos em estudos in vivo, visto que com sua administragéo
houve diminuigdo da parasitemia mesmo com manutengdo de sorologia positiva para T. cruzi. A
utilizacdo de outros triaz6is bem como diferentes estratégias que possam afetar a biossintese de
ergosterol como, por exemplo, a inibicdo da enzima lanosterol e esqualeno sintase permanecem

sob investigagéo.
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¢ |nibidores da cisteino-protease:

O parasita T. cruzi apresenta uma enzima proteolitica, a cruzipaina, a qual é responsavel
pela decomposi¢cdo de proteinas em todos os estagios do ciclo de vida do parasito e que
desempenha papel fundamental nas fun¢bes essenciais de crescimento e sobrevivéncia.
Inibidores seletivos desta protease sdo capazes de bloquear, in vitro, a proliferagéo
extracelular de formas epimastigotas e amastigotas intracelulares. A exemplo de inibidores
irreversiveis de cruzipaina, os quais se revelaram potenciais agentes antichagasicos,
podemos citar as diazometilcetonas, as fluormetilcetonas, as alilsulfonas, as vinilsulfonas e

as vinilsulfonamidas (FIOCRUZ, 2010; CAZZULO, STOKA, TURK, 2001).

e |nibidores do metabolismo do pirofosfato:

Parasitas da familia Tripanosomatidae apresentam organelas especializadas do tipo
acidocalcinomas. Estas organelas sdo responsaveis pelo armazenamento de pirofosfato,
polifosfatos, cations e pela adaptagdo do parasito a situagfes de estresse.

Compostos que possam se acumular seletivamente no parasito e inibir enzimas
envolvidas na reacdo do pirofosfato como, por exemplo, a esqualeno sintase e a sintase
farnesil pirofosfato apresentam acentuada atividade contra T. cruzi in vitro e in vivo e,
portanto, sdo considerados candidatos promissores na terapia antichagasica. Podemos citar
alguns farmacos bifosfonados que sdo aplicados na clinica para a terapia de desordens

6sseas como o alendronato de sodio (Figura 5) (FIOCRUZ, 2010).
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¢ |nibidores da biossintese de purinas:

Parasitas tripanossomatideos sao incapazes de realizar a biossintese de purinas, bases
nitrogenadas essenciais para sua sobrevivéncia. Desta forma, sua captagdo do meio
externo, por uma enzima denominada hipoxantina-guanina fosforribosil transferase, faz-se
necessaria. Isto indica que compostos capazes de inibir seletivamente a agéo desta enzima
sejam potencialmente ativos contra T. cruzi (URBINA, DOCAMPO, 2003).

O farmaco alopurinol (Figura 5), utilizado no tratamento de gota, atua como anélogo de
purinas e pode ser incorporado ao DNA do parasita pela enzima hipoxantina-guanina

fosforribosil transferase, interrompendo a sintese de RNA e proteinas. Este composto tem se
mostrado ativo em modelos murinos apresentando a Doenga de Chagas na fase aguda,
porém grandes variagdes no efeito biolégico de acordo com diferentes espécies foram
relatadas e sua eficacia terapéutica em humanos ainda vem sendo discutida (URBINA,

DOCAMPO, 2003).
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Figura 5. Estruturas quimicas de alguns dos farmacos em estudos para a terapéutica da Doenga de Chagas.

e Nitroderivados

Mediante a agdo terapeuticamente comprovada dos nitroderivados benznidazol e
nifurtimox, analogos estruturais e/ou funcionais destes compostos, com caracteristicas
toxicoldgicas minimizadas, ainda merecem ser estudados, principalmente quando se considera a
capacidade destes compostos de provocar intensa destruigdo parasitaria. Estes derivados,
testados experimentalmente na década de 1950 e, posteriormente, testados in vivo por Ferreira
e colaboradores (FERREIRA,1961, 1962; FERREIRA et al, 1963), demonstraram bons
resultados clinicos.

Sua atividade biolégica é principalmente atribuida a redu¢ao do grupo nitro, sendo este
indispensavel a agao antiparasitaria, principalmente quando ligado a anéis furanicos, tiofénicos e

imidazoélicos (RACE et al., 2005).
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O mecanismo de redugdo do grupo nitro (R-NO2) (Figura 6) inicia-se com a reagao
catalisada pela enzima NADPH redutase citocromo P-450. Esta enzima produz um anion nitro
radical (R-NO2-) que, por sua vez, entra em processo de redugdo com oxigénio presente no meio
0 qual é, entdo, parcialmente reduzido a anion superéxido (O27). Este ultimo sofre a agéo da
enzima superoxido-dismutase originando espécies reativas como peroxido de hidrogénio (H20x).
Os radicais formados anteriormente poderéo, na presenga de Fe?*, formar radical hidroxila livre
(OH -). Estes intermediarios reagem indiscriminadamente com lipideos, proteinas, DNA e RNA
levando a danos irreversiveis nas biomacromoléculas do parasita (MAYA et al., 2007, RACE et
al., 2005; POZAS et al., 2005).

Ja na auséncia de oxigénio, o anion nitro radical (R-NO’), formado na primeira etapa do
processo de redugéo, é transformado em derivado nitroso (Ar-NO) que, por sua vez, pode se
ligar covalentemente a grupos tibis essenciais de enzimas e outras proteinas. Este radical pode
sofrer outras reagdes de reducao gerando intermediarios como hidroxilamina (Ar-NHOH) a qual

é, posteriormente, reduzida ao derivado aminico (Ar-NHy).

Via aerdbia Via anaerébia
Ar -N02
l Citocromo P-450
Ar-NO2
Ar-NO 02
l l Superdéxido dismutase
Ar-NHOH H 202
\ / Fez *
C 3+
- Fe
AT-NH, OH + OH

Figura 6. Mecanismo de reduc&o anaerdbia e aerdbia de nitroderivados e os intermediarios formados nas reagdes
subsequentes (Adaptado de Viodé et al., 1999).
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Aventa-se, contudo, a possibilidade de atuarem, também, como inibidores enzimaticos
irreversiveis de enzimas presentes no parasita, com destaque para as cisteino-proteases

(BOCEDI et al., 2004).

1.3.2. Farmacos aplicados na terapéutica das Leishmanioses

Para o tratamento das leishmanioses, a sele¢do do farmaco mais adequado pode variar
conforme o tipo de enfermidade, resisténcia do parasita e condigbes de saude do paciente.
Infelizmente, sua terapéutica também depende de farmacos de reconhecida toxicidade, caros e
nem sempre de eficacia satisfatoria (SILVA, 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Antimoniais pentavalentes (Figura 7) sdo farmacos utilizados na terapéutica das
leishmanioses ha mais de 20 anos e sdo recomendados como tratamento de primeira escolha
(GHAFFARIFAR et al., 2006). Estes s&o derivados do &cido estilbdnico, sendo que cerca de 15%
do antiménio encontra-se no estado de oxidagao trivalente (BRUNTON, LAZO, PARKER, 2006;
FRANCO, 1995). Os mais empregados sdo: antimoniato de meglumina (Glucantime® -
Laboratérios Rhodia) e estibogluconato sédico (Pentostan® — Laboratdrios Borroughs-Wellcome).

O mecanismo de acdo destes compostos permanece n&o esclarecido, mas,
aparentemente, envolve a inibicdo da sintese de ATP (RATH et al., 2003; BERMAN, 1989)
possivelmente por interagao covalente com grupos sulfidrila de enzimas essenciais ao parasita.

Se o tratamento com antimoniais pentavalentes falha, diamidinas aromaticas como, por
exemplo, o isotionato de pentamidina (Lomidina® Figura 7) e a diamidina-estilbeno
(Stilbamidina®), bem como antibiéticos como a anfotericina B podem ser empregados como
farmacos de segunda escolha (WHO, 2010; SILVA, 2006; BERMAN, 1989).

As diamidinas aromaticas, usadas para o tratamento das leishmanioses desde 1939, ndo

sdo comercializadas no Brasil e encontram-se disponiveis, somente no Servico de
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Medicamentos para Doengas Parasitarias do Servico de Saude Publica, nos Estados Unidos
(RATH et al., 2003). S&o farmacos muito potentes e que sé devem ser utilizados caso haja
resisténcia aos antimoniais pentavalentes (SILVA, 2006). Estes farmacos interferem na sintese
de poliaminas, que atuam regulando o crescimento e diferenciagao celular, impedindo, assim, a
sintese de moléculas importantes para a manutengéo da vida do parasita (BEZERRA, LEON,
GENESTRA, 2004). Além disso, estes farmacos sdo capazes de se complexar com o DNA
toxicidade desta classe de farmacos é um fator limitante em seu emprego terapéutico. Dentre 0s
principais efeitos adversos estao hipoglicemia, alteragdes cardiolégicas e nefrotoxicidade (RATH
etal., 2003).

A anfotericina B (Figura 7), antibiotico poliénico e antifingico derivado de cepas de
Streptomyces nodosus representa boa opgao na terapéutica desta parasitose.

O mecanismo de agdo da anfotericina B baseia-se na sua ligagéo ao ergosterol, com
consequente alteragdo de permeabilidade de membrana e do equilibrio osmético do parasita.
Apesar