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Epigrafe

“Que nada nos limite. Que nada nos defina. Que nada nos sujeite. Que a liberdade seja a
nossa propria substancia”.

Simone de Beauvoir



RESUMO

As leishmanioses sdo doengas negligenciadas causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae e do género Leishmania, consideradas uma ameaca as populacdes em
vulnerabilidade e em areas endémicas, como ocorre no Brasil. Os efeitos adversos, toxicidades
e também resisténcia dos parasitos, sdo fatores que limitam a utilizacdo dos farmacos
antileishmaniais disponiveis para o tratamento como o antimoniato de N-metil glucamina e a
anfotericina B. Neste contexto ¢ ressaltada a importancia de estudos que busquem identificar
novos candidatos a farmacos, com a capacidade de fornecer um melhor tratamento aos
acometidos por essa doenga. As neolignanas tetrahidrofuranicas sdo estudadas em relagdo a
suas diversas atividades bioldgicas incluindo o seu potencial antileishmania. Este trabalho traz
andlogos sintéticos inspirados no scaffold das neolignanas veraguensina, grandisina e machilina
G que foram planejados e sintetizados utilizando estratégias de modificagdo molecular como a
hibridizacao estrutural e obioisosterismo. Em acordo aos estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa com resultados antileishmania promissores in vitro, planejamos a investigacdo da
atividade in vivo desta classe de compostos em camundongos BALB/c infectados
experimentalmente com Leishmania (Leishmania) amazonensis, por meio de tratamento
intralesional. Foram realizadas andlises de carga parasitaria através da técnica de diluicdo
limitante e também o acompanhamento da cinética da lesdo durante o tratamento. Além do mais
propomos analises in silico dos parametros de toxicidade, e também a investigagdo da
mutagenicidade (teste de Ames) dos compostos que apresentaram efeito terapéutico in vivo.
Outro segmento deste mesmo trabalho foi o estudo pré-clinico in vitro e in vivo de andlogos
isoxazolicos clorados, bem como os estudos in silico e de mutagenicidade. Desta forma o
trabalho traz resultados importantes com dois compostos derivados das neolignanas
tetrahidrofuranicas estudadas, um hibrido ente a veraguensina e a grandisina, € o outro um
hibrido clorado entre a grandisina e machilina G, significativamente eficazes no tratamento in
vivo de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, comparados ao grupo controle,
assim como o grupo tratado com o farmaco de referéncia, o Glucantime. Desta forma, estes
derivados isoxazodlicos das neolignanas tetrahidrofuranicas podem ser uma alternativa
promissora ao tratamento da leishmaniose cutinea.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea; nucleo isoxazol; efeito terapéutico in vivo, tratamento

intralesional; modelo murino



ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of neglected diseases caused by Trypanosomatidae parasites
belonging to the Leishmania genus and a health threat to vulnerable populations in endemic
areas, such as Brazil. Adverse effects, toxicity, and parasite resistance limit the available
antileishmanial treatment. In this context, searching for new drug candidates is relevant,
providing improved treatment possibilities to individuals with this disease. Tetrahydrofuran
neolignans present several biological activities, including its antileishmanial potential. This
work aims to study synthetic isoxazole analogs inspired by the scaffold of neolignans
veraguensin, grandisin, and machilin G and designed with molecular modification strategies
such as hybridization and bioisosterism. Thus, to continue the in vitro study previously
concluded with relevant results, we planned to investigate the in vivo antileishmanial activity
with a murine model experimentally infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis by
intralesional treatment. Also, we were interested in analyzing the parasite load by the limiting
dilution technique as the kinetics of lesions during the treatment. Hence, we proposed to
perform the in silico toxicity parameters of the analogs and to evaluate the mutagenicity
potential (Ames test) of the analogs with therapeutic effect in vivo. Another segment of this
work was to perform a preclinical in vitro and in vivo study of chlorine-isoxazole analogs as
further in silico assessment and mutagenicity evaluation. Hence this work provides a relevant
milestone in searching for new drug candidates once two analogs, a hybrid between veraguensin
and grandisin, and a chlorine derivative of grandisin and machilin G, showed significant
therapeutic effect after the intralesional treatment of BALB/ ¢ mice infected with L.
amazonensis compared to the control group. Furthermore, there was a non-significative
difference between the groups treated with isoxazole derivatives and Glucantime. These
findings suggest that isoxazole-neolignan analogs might be promising alternatives to treat
cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, isoxazole core, in vivo therapeutic effect, intralesional

treatment; murine model
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1 CAPITULO 1: INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo consideradas um grave problema de satde publica por impactar
as populacdes acometidas no ambito social, psicoldgico e econdmico. Os poucos farmacos
disponiveis para o tratamento das leishmanioses apresentam limita¢cdes devido aos efeitos
adversos, toxicidade e resisténcia dos parasitos (WHO, 2022).

O planejamento e o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos com atividade
antileishmania ¢ uma darea de pesquisa relevante, pois tem como objetivo impactar
positivamente os acometidos pelas diferentes formas clinicas das leishmanioses (DNDI,
2022a). Entre as manifestacdes clinicas a leishmaniose cutanea ¢ de nosso interesse, por estar
amplamente presente no Brasil (BRASIL, 2017).

A quimica medicinal utiliza estratégias de modificacdo molecular como o
bioisosterismo e hibridiza¢do para a obtencdo de uma biblioteca de compostos possibilitando a
realizacdo de estudos de relagdo-estrutura atividade (REA) como uma das formas de interpretar
os dados das atividades bioldgicas investigadas (GILBERT, 2013; IVASIV et al., 2019;
JAYASHREE; NIKHIL; PAUL, 2022; MOFFAT et al., 2017). Neste contexto, a abordagem
fenotipica permite a obten¢do de resultados em ensaios bioldgicos de forma concomitante a
sintese de compostos.

Os ensaios in vitro permitem obter informagdes preliminares de atividade bioldgica
sobre o parasito ou célula alvo, sendo o ensaio com formas amastigotas de Leishmania spp.
internalizadas por macréfagos o padrao ouro de resposta antileishmania. A proxima etapa entre
os estudos pré-clinicos ¢ a avaliacdo do efeito terapéutico em modelo animal com leishmaniose
induzida experimentalmente, neste caso a forma cutdnea (CROFT, 2017; LAMOTTE et al.,
2017; MEARS et al., 2015).

Desta forma, ¢ fundamental a busca por novos candidatos a farmacos para o tratamento
das leishmanioses visando a obtencdo de compostos com maior seletividade e menor
toxicidade. Esse processo possibilita até a inclusdo de analogos em estudos pré-clinicos mais
especificos, como por exemplo, aqueles que envolvem estudos da farmacocinética e toxicidade,
e consequentemente, possibilitem o avango no processo de desenvolvimento de um novo

farmaco.
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OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo a avaliagdo da atividade in vitro e in vivo de analogos

isoxazolicos clorados e a atividade in vivo de analogos isoxazolicos derivados das neolignanas

tetrahidrofuranicas.

2.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a atividade antileishmania in vitro contra formas promastigotas de L.
amazonensis dos analogos isoxazodlicos clorados derivados das neolignanas;

Investigar a atividade antileishmania in vitro contra formas amastigotas intracelulares
de L. amazonensis dos andlogos isoxazolicos clorados derivados das neolignanas;
Realizar o ensaio de citotoxicidade com macréfagos peritoneais, com os analogos
clorados, de forma a calcular a concentragdo citotoxica para 50% (CCso) das células;
Avaliar o efeito terapéutico in vivo, em camundongos BALB/c infectados
experimentalmente com L. amazonensis, por meio de tratamento intralesional, do
analogo isoxazolico clorado mais ativo in vitro;

Avaliar o efeito terapéutico in vivo, em camundongos BALB/c infectados
experimentalmente com L. amazonensis, por meio de tratamento intralesional, dos
analogos isoxazolicos que apresentaram atividade in vitro comprovada anteriormente;
Avaliar a carga parasitaria no tecido infectado, pata e linfonodo popliteo drenante apos
o término do tratamento intralesional através da metodologia de dilui¢do limitante;
Acompanhar a cinética das lesdes por meio da medida semanal das patas dos animais
pertencentes a cada grupo de tratamento;

Investigar a mutagenicidade dos andlogos mais ativos utilizados nos ensaios in vivo por
meio do teste de Ames;

Realizar a previsao in silico dos pardmetros de toxicidade dos analogos isoxazoélicos de

interesse.
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3 REVISAO DA LITERATURA/FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) acometem aproximadamente 1 bilhdo de
pessoas anualmente. Estimativas indicam que aproximadamente 10% da popula¢do mundial
(700 milhdes de pessoas) vivencie condi¢des de extrema pobreza, sem acesso as necessidades
basicas de saude, educagdo, acesso a dgua e higiene sanitéria (Figura, 1 ¢ 2) (UN, 2020; WHO,
2021).

Os impactos sociais, econdmicos e nos sistemas de satide apresentam relacao direta com
a situacao de vulnerabilidade da populacdo acometida, pois muitas vezes mais de uma doenga
negligenciada ¢ adquirida simultaneamente (Figura 1), (WHO, 2021). Aspectos inerentes as
DTNs como o estigma, discriminagdo, incapacidades fisicas, desnutricdo entre outros limitam
a possibilidade de uma vida produtiva, impactando na renda familiar dos individuos acometidos

(MITRA; MAWSON, 2017; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2017).

Figura 1. Situac@o de vulnerabilidade e risco de infec¢do por DTNS.

T DINS

IMPACTO SOCIAL VULNERABILIDADE ESTIGMA

FONTE: WHO, 2022

Fonte: Autora; imagens WHO, 2022.
Segundo a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) sdo consideradas DTNs: a dengue e

Chikungunya; raiva; tracoma; ulcera de Buruli; treponematose endémica (Bouba); hanseniase;
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cisticercose; dracunculiase (doenga do verme da Guiné); equinococose; micoses profundas
como micetoma e cromoblastomicose; infecgdes por trematddeos de origem alimentar; sarna e
outras ectoparasitoses; filariose linfatica; oncocercose; esquistossomose; helmintiases
transmitidas pelo solo; envenenamento por animal pegonhento (cobra/serpente); doenca de

chagas; tripanossomiase africana humana (doenga do sono) e as leishmanioses (WHO, 2021).

Figura 2. Prevaléncia de doengas tropicais negligenciadas (DTNSs) por paises, expresso em nimero de DTNs

(valores variando de 1 a 7 ou mais).
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Fonte: Adaptado de Uniting to combat Neglected Tropical Diseases, Accesso em: 09/03/22

A busca por solugdes como o controle e/ou erradicacao das doencas nas comunidades ¢
fundamental no processo de melhoria de qualidade de vida, da economia e do desenvolvimento
local. Com esta finalidade existe a necessidade de estabelecimento de parcerias entre as
universidades e grupos de pesquisa com industrias farmacéuticas e programas de
financiamento. No entanto, as doengas negligenciadas ndo despertam os interesses de parceiros,
para investimentos em pesquisas, devido principalmente ao baixo retorno financeiro

relacionado e dificuldade socioecondmica da populagdo alvo (WHO, 2012, 2021).
A melhoria da qualidade de vida dos acometidos envolve aspectos basicos como acesso

a agua tratada, melhores condi¢des sanitarias e de higiene; a aspectos mais complexos como o
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controle dos vetores e acesso aos medicamentos disponiveis (HOTEZ, 2007; MACKEY et al.,
2014; WHO, 2021).

Entre as doencas negligenciadas destaco as leishmanioses como objeto de interesse
neste estudo, que sdo consideradas endémicas no Brasil (ANVERSA et al., 2018; HOTEZ;
FUJIWARA, 2014; OPAS, 2019; WHO, 2022). Apesar dos progressos obtidos em relacdo ao
controle de algumas DTNs, os desafios ainda permanecem em evidéncia, principalmente
quando tratamos de doencas mais complexas como as leishmanioses, sendo fundamental o

acesso ao diagnostico precoce e a tratamentos mais eficazes.

4 HISTORICO DAS LEISHMANIOSES
4.1 A DESCOBERTA DE UMA NOVA DOENCA

A migragdo europeia para regides tropicais, na segunda metade do século XIX,
apresentou como consequéncia um aumento de relatos na literatura sobre as doengas endémicas
destes locais (KILLICK-KENDRICK, 2010). Com isso, o termo “doencas tropicais” foi
utilizado para descrever as doengas com prevaléncia em paises tropicais, porém nao exclusivas
a estas regides (MASON, 1898).

Entre as doencas endémicas, eram frequentes aquelas que apresentavam ulceras
cutdneas, que passaram a ser nomeadas de acordo com a regido geografica em que eram
encontradas ou em relagdo ao seu curso clinico como por exemplo, botdo do oriente, botdo de
Alepo, Mila, Creta ou Biskra, ferida de um ano entre outros (KILLICK-KENDRICK, 2010;
MASON, 1898).

Botdo do oriente foi um termo precursor, amplamente conhecido entre os viajantes da
época (antes de 1906), denominado o souvenir (lembranga de viagem) daqueles que se
aventuravam para as regides tropicais, sendo considerada misteriosa a causa das lesdes
adquiridas em partes do corpo que estavam descobertas (BOUQUET, 1887; DUTTA, 2008,
2009; JOGAS JUNIOR, 2017a, 2017b).

A predominancia demografica de casos de botdo do oriente ocorria principalmente em
regides do norte da Africa; paises do Oriente Médio; e ainda na América do Sul (MASON,
1898). No Brasil, o primeiro caso clinico da doenga ocorreu na Bahia em 1895, evidenciando a
nao exclusividade da doenga ao oriente. (MOREIRA, 1895).

Na India, além da preocupacio com doengas como a maléria e o botio do oriente, ainda
existia a ‘“calazar”, que apresentava sintomas como febre, anemia, aumento do baco,
emagrecimento em caso mais avangados € mudanga na coloracdo da pele (escurecimento)

(GIBSON, 1983).
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Nos Estados Unidos, James H. Wright ao atender uma crianga de 9 anos da Arménia,
identificou pela primeira vez nas Américas, por meio da analise do raspado de lesdo cutinea,
um caso de “ulcera de Alepo ou tropical” (WRIGHT, 1903). Através de analise microscopica,
identificou caracteristicas inerentes aos protozoarios e ao acreditar que se tratava de um novo
parasito denominou o parasito de Helcosoma tropicum (WRIGHT, 1903).

Willian B. Leishman (1903), encontrou um parasito desconhecido na autopsia do bago
de um paciente, que descreveu como sendo “formas mortas e degeneradas de tripanossomas”
(LEISHMAN, 1903). Neste mesmo periodo, Charles Donovan também encontrou um parasito
desconhecido na bidpsia de uma paciente, com febre e aumento de bago. Apds enviar a amostra
para Leishman, o mesmo confirmou que tanto o parasito identificado por ele anteriormente
quanto o de Donovan tratavam-se do mesmo patégeno. A descoberta possibilitou a
denominacdo de um novo género de protozoario o Leishmania donovani (DONOVAN, 1903;
LEISHMAN, 1903; ROSS, 1903).

Donovan (1904) encontrou o mesmo parasito na circulagdo sanguinea periférica e nos
orgdos internos de um paciente com calazar, durante um acesso de febre alta. Esta descoberta
possibilitou a realizagdo de diagndsticos semelhantes em outras regides endémicas da doenga.
Desta forma, os estudos de Leishman e Donovani foram reconhecidos nos principais centros de
referéncia de saude da Europa, e o agente da calazar passou a ser atribuido ao protozodrio
Leshmania donovani (GIBSON, 1983).

O botao do oriente (forma cutdnea, com cura espontanea e de baixa letalidade) e o
calazar (forma visceral, grave, com obitos frequentes) eram consideradas inicialmente como
doengas distintas (JOGAS JUNIOR, 2017a). Max Luhe, parasitologista alemdo, sugeriu
renomear o parasito responsavel pelo botdo do oriente (Helcosoma tropica) para Leishmania
tropica de forma a contribuir para a unificacdo das manifestacdes da doenca em um grupo
(BENCHIMOL, 2019). Finalmente, os estudos aprofundados sobre a morfologia do protozoario
permitiram a denominagao das leishmanioses como um grupo de doengas.

Mesmo com a nova denominagao para as leishmanioses, ainda existiam muitas dividas
€ questionamentos sobre a doenga: como protozoarios morfologicamente idénticos causavam
doengas diferentes? Existia um hospedeiro intermediario? Qual seria a relagdo entre o ambiente
e as manifestagdes da doenca? (JOGAS-JUNIOR, 2019). Desta forma, diante de tantas
perguntas, as leishmanioses passaram a ser um topico de pesquisa frequente na area de medicina

tropical.
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4.2 LEISHMANIOSES NO CONTINENTE AMERICANO

No continente americano a populagdo era frequentemente acometida por doencas
capazes de causar lesdes na pele, porém a sua compreensdo era limitada e incerta. Estudos
antropologicos do periodo pré-colombiano demonstraram que povos incas, situados em
diversas regides do Peru costumavam retratar figuras humanas com lesdes na face e mucosas
através de desenhos e esculturas de ceramica (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003). Estes
dados permitiram a compreensao de que muitos destes povos foram dizimados por uma doenga

que hoje sabemos ser a leishmaniose (Figura 3).

Figura 3. Arte em ceramica, “huaco mochica”, com lesdes ulceradas na face e mucosas, sugerindo um caso de

leishmaniose mucocutanea.

Fonte: Adaptado pela autora de (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

A intensa publicacdo cientifica de casos clinicos e diagndstico parasitologico de casos
de leishmanioses no continente latino-americano, entre 1910 e 1913, colaborou com o
enriquecimento desta drea de pesquisa (DARLING, 1910; FLU, 1911; MONGE, 1913;
SEIDELIN, 1912; STRONG et al., 1913; VELEZ LOPES, 1913). Além das particularidades
em relacdo as manifestagdes cutaneas e mucosas existia uma relacdo entre a presenca de casos
predominantemente em areas com florestas, o que a diferenciava do que ocorria no Oriente, no
Velho Mundo (BENCHIMOL, 2019).

Nas Guianas (1909), um caso de ulcera mucosa chamou a ateng¢do dos pesquisadores,
sendo o paciente diagnosticado com uma manifestacdo diferenciada de leishmaniose

(NATTAN-LARRIER; TOUIN ET HECKENROTH, 1909).
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Edmundo Escomel era um estudioso da area de medicina tropical que descreveu
diversos casos de uma doenga cronica, muito comum em locais quentes e umidos, com
formagao de tlceras granulosas na pele, nomeando-a de “La espundia” (ESCOMEL, 1911). Em
contribuicdo ao estudo de Escomel, surgiu a hipotese de se tratar de L. tropica, ap6s a analise
parasitologica de um fragmento da mucosa do paciente cronico de espundia. Apds novas
analises, foi publicado um novo estudo confirmando o diagndstico do artigo anterior, como
leishmaniose, sugerindo a denominacdo de L. tropica var americana, como o parasito
responsavel pela leishmaniose tegumentar americana (LTA), figura 4 (LAVERAN; NATTAN-
LARRIER, 1912).

Figura 4. A) Gravura ilustrando caso de leishmaniose tegumentar americana, LTA, (1884); B) Imagem em

aquarela ilustrando um caso de LTA, (1906).

Fonte: Adaptado pela autora de (VALE; FURTADO, 2005).

Na América Latina, devido as descobertas e estudos envolvendo as particularidades da
doenga (graves lesdes mucosas e a auséncia de cura espontanea), existia o interesse por parte
dos pesquisadores em considerar como mais uma modalidade de leishmaniose. No entanto esta
discussdo dividia opinides, principalmente considerando que o parasito apresentava a mesma
morfologia presente no botdo do oriente e também da calazar (CARINI, 1911; SPLENDORE,
1911).
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As leishmanioses tornaram-se uma nova area de estudo aos pesquisadores latino-
americanos, pois havia muito a ser investigado e discutido, uma vez que as manifestacdes

clinicas presentes eram diferentes quando comparadas as encontradas na Africa e Asia.
4.3 A LEISHMANIOSE TEGUMENTAR NO BRASIL

A primeira observacgao clinica da leishmaniose tegumentar foi realizada em 1895, sendo
denominada de “botdo da Bahia” devido a sua semelhanga ao “botdo do oriente” descrito nos
casos de leishmaniose tegumentar em paises do Velho Mundo, como a India (DUTTA, 2008,
2009; JOGAS JUNIOR, 2017a, 2017b).

O interesse em desenvolver pesquisas sobre as leishmanioses no Brasil ocorreu apos
1908, durante a construgdo da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil, ferrovia que ligaria o porto
de Santos, na regido sudeste a capital do Estado de Mato Grosso, Cuiaba, no Centro-Oeste
brasileiro (BENCHIMOL, 2019; JOGAS-JUNIOR, 2019). Neste periodo houve um surto de
“Olcera de Bauru”, manifestagdo mucocutanea da leishmaniose tegumentar, em trabalhadores
localizados na area de mata virgem proximo a cidade de Bauru no interior de Sdo Paulo
(CARINI, 1911; LINDENBERG, 1909b, 1909a).

O primeiro diagndstico parasitologico do protozoario Leishmania no Brasil foi de
grande importancia, pois até o0 momento existia apenas o registro de Wright (1903) com uma
paciente emigrante da arménia. O protozodario foi isolado de ulceras cutdneas e mucosas, sendo
identificado e descrito como o agente etioldgico da doenca (CARINI, 1911; LINDENBERG,
1909b, 1909a).

Gaspar de Oliveira Vianna realizou a correlacdo entre a manifestacdo de lesdes na pele
e a presenga do protozoario do género Leishmania estabelecendo o nome Leishmania (Vianna)
braziliensis, diferenciando-a das espécies de leishmanias descritas no Velho Mundo (VIANNA,
1911).

A presenca do parasito nas lesdes cutaneas foi descrita em 1910, sendo este achado
adicionado ao quadro clinico da doenga (DA MATTA, 1910; RAO, 1910). A forma mucosa da
doenca foi diagnosticada em 1911, por Splendore. A identificacdo de parasitos do género
Leishmania nas ulceras mucosas, foi de extrema relevancia possibilitando a analise das lesdes
possivelmente causadas por leishmanioses em outras areas do continente (RABELLO, 1925).

Inspirado em estudos sobre o tratamento de doengas causadas por tripanossomatideos,
como a doenga de Chagas e as leishmanioses, Gaspar Vianna decide realizar um tratamento

farmacoldgico experimental com o tartaro emético, composto derivado do antimonio. Sabendo



30

de sua elevada toxicidade, o mesmo foi substituido pela forma pentavalente do antimonial,

considerada menos toxica, que ainda continua sendo utilizada como fAirmaco no tratamento das

leishmanioses (VIANNA, 1912).

4.4 LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL: MAIS UM PROBLEMA DE SAUDE
PUBLICA

A partir da década de 1930, a leishmaniose visceral (LV) comecou a ser considerada
um problema de saude publica no Brasil. A parceria com o Servigo de Febre Amarela permitiu
a identificagdo, por andlise microscopica, a presenca de protozoarios do género Leishmania em
amostras de tecido hepatico de pacientes, trazendo uma nova perspectiva sobre a doenca em
nosso pais (CHAGAS, 1936; CHAGAS et al., 1937).

O primeiro diagndstico de LV ocorreu em 1936, sendo levantadas algumas hipoteses da
diferenga entre as cepas de Leishmania presentes no Brasil, L. donovani no Oriente e L.
infantum no mediterraneo, bem como outras particularidades como a area de incidéncia,
presenca de animais reservatorios e grupo populacional mais acometido (CHAGAS, 1936;
CHAGAS et al., 1937; DEANE, 1986; GUALANDI, 2013). Diante disso, Carlos Chagas
propds uma denominacao especifica para a cepa presente no Brasil, responsavel pelos casos de
leishmaniose visceral, a Leishmania chagasi (CHAGAS, 1936).

O crescente numero de casos e consequente necessidade de tratamento mobilizou os
pesquisadores em buscar alternativas terapéuticas. Assim, Gaspar Vianna, em 1912, introduziu
o uso de antimoniais trivalentes, também conhecido como tartaro emético, no tratamento das
leishmanioses, apesar da toxicidade relacionada ao seu uso (VIANNA, 1912).

Na década de 1920, estudos sobre o papel dos flebotomineos no ciclo biolégico do
protozodario possibilitaram a obtencao de informagdo sobre as principais espécies do parasito
nas diferentes regidoes do mundo. No Brasil, at¢ aquele momento, as evidéncias estudadas
indicavam a participa¢do do Phlebotomus intermedius (Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia) na
transmissao da Leishmania braziliensis (ARAGAO, 1922).

A comunidade cientifica entrou em um consenso que 0s protozoarios responsaveis pela
leishmaniose visceral humana e canina, botdo do oriente e leishmaniose tegumentar americana
eram L. donovani (ROSS, 1903), L. tropica (WRIGHT, 1903) e L. braziliensis (VIANNA,
1911), respectivamente.

O surto de LV em 1953, no nordeste brasileiro, permitiu aos pesquisadores observarem

que a doenga estava presente tanto em areas rurais como urbanas. Nas areas urbanas a frequente
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infec¢do de caes domésticos, era um agravante, pois colaborava para o aumento de casos por
domicilio (DEANE; DEANE, 1954).

Neste periodo, como estratégia de controle dos flebotomineos foi realizada a
dedetizagdo domiciliar. No entanto, a estratégia ndo foi eficaz, pois os animais domésticos eram
acomodados em outros locais, como o quintal das casas (BENCHIMOL, 2019). Na regiao
mediterranea e na China os cdes eram considerados como principais reservatorios. Enquanto na
ndia os cdes ndo eram infectados, sendo o homem seu principal reservatorio (ADLER;
THEODOR, 1957).

Outro aspecto levantado envolvia o hdbito noturno dos insetos flebotomineos (P.
longipalpis) e ainda a presenca de larvas e pupas em locais ndo exclusivamente aquaticos
(BENCHIMOL, 2019). Com isso, era destacada a importancia do estudo das espécies de vetores
(Phlebotomus) comuns a cada regido, possibilitando a obten¢do de maiores informagdes sobre
as caracteristicas de longevidade, influéncia sazonal, habitos alimentares entre outras (DEANE;
DEANE, 1954).

A promessa de erradicacdo da leishmaniose no Brasil ¢ discutida a muito tempo

(BENCHIMOL, 2019). O que aconteceu nesta trajetoria que nos afastou deste objetivo?

5 AGENTE ETIOLOGICO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania. Aproximadamente 22 espécies do género
Leishmania sdo consideradas patogénicas ao ser humano (OPAS, 2020b). Os avangos nas areas
de microscopia eletronica, biologia molecular, bioquimica e imunologia colaboraram para a

determinagdo de novas perspectivas na taxonomia do parasito (Figura 9).
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Figura 5. Taxonomia do género Leishmania (Adaptado de OPAS, 2021).
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Fonte: Adaptado pela autora de (OPAS, 2020b).

L. guyanensis

L. guyanensis
L. panamensis

As espécies sdo categorizadas em relagdo a sua presenga no Velho Mundo e Novo

Mundo (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). No Novo Mundo, foram descritas

aproximadamente 15 espécies com tropismos variando entre cutaneo, mucoso e visceral (Tabela

1), (OPAS, 2021a).

A diferenga taxondmica tem relagdo com o local de desenvolvimento do parasito, nas

espécies do subgénero Leishmania ocorre no intestino anterior ¢ médio do inseto vetor,

enquanto nas espécies do subgénero Viannia ocorre no intestino médio e grosso do

flebotomineo (BRASIL, 2017; LAISON; SHAW, 1987; WHO, 2022).

Tabela 1. Principais espécies de Leishmania identificadas em humanos nas Américas.

Tropismo Visceral Cuténeo Cuténeo Mucoso
Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
L. infantum * L. infantum L. braziliensis L. braziliensis

L. mexicana

L. amazonensis

L.guyanensis

L. panamensis

L. panamensis

L.guyanensis
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L. venezuelensis L. shawi
L. naiffi
L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana

* L. infantum, sinonimo de L. chagasi no novo mundo (Adaptado de OPS, 2019). (OPAS, 2019)

Tabela 2. Principais espécies de Leishmania responsaveis pelas leishmanioses no Brasil.

Leishmaniose tegumentar

LCL® LCDs® LMCe LCD¢

L. (V.) braziliensis L. (V.) braziliensis L. (V.) braziliensis L. (L.) amazonensis
L. (L.) amazonensis L. (L.) amazonensis L. (L.) amazonensis*

L. (V.) guyanensis L. (V.) guyanensis*

Leishmaniose visceral

L. (L.) infantum ou L.chagasi

®LCL: leishmaniose cutinea localizada; "LCDs: leishmaniose cutinea disseminada; ‘LMC: leishmaniose
mucocutanea; ‘LCD: leishmaniose cutinea difusa. *espécies menos frequentes, adaptado de (ANVERSA et al.,
2018).

No Brasil as trés principais espécies sdo a L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.
(L.) amazonensis. A Leishmania (L.) amazonensis € responsavel pela forma cutdnea com lesoes
disseminadas e a forma anérgica, a leishmaniose cutinea difusa (LCD). A Leishmania (L.)
chagasi ou L. infantum ¢ a responsavel pela LV americana, como descrito na tabela 2 (OPAS,

2019).

6 BIOLOGIA CELULAR DA LEISHMANIA

O protozoario apresenta duas formas evolutivas principais, as formas promastigotas
(presentes no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, os flebotomineos) e as formas

amastigotas (intracelulares, no tecido dos hospedeiros vertebrados), Figura 11.
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Figura 6. Formas evolutivas do género Leishmania. (A) formas promastigotas coradas pelo método de Giemsa;

(B) Macroéfago com trés formas amastigotas no interior do vactolo parasitoforo.

Fonte: Adaptado pela autora de OPAS, 2021.

As formas promastigotas sdo alongadas, com extremidade posterior afilada
apresentando flagelo na regido anterior, sendo esta mais arredondada (Figura 12, A). O tamanho
pode variar entre 16-20um de comprimento e 1,5-3,0um de largura. Enquanto as formas
amastigotas sdo ovais ou esféricas, com tamanho variando entre 1,5-3,0um e 3,0-6,5um de
diametro (Figura 12, B). Apresentam flagelo internalizado ou ndo aparente na regido da bolsa

flagelar.
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Figura 7. Representacao ultraestrutural da forma promastigota (A) e amastigota (B) de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado pela autora de (TEIXEIRA et al., 2013)

Em ambas as formas o nucleo ¢ arredondado e o cinetoplasto ¢ localizado na
extremidade anterior ao nucleo, proximo da bolsa flagelar, onde estd localizado o flagelo
(NEVES et al., 2016).0 cinetoplasto € constituido por uma unica mitocondria que ¢ ramificada
e encontrada por toda a extensdo celular (NEVES et al., 2016). Essa organela ¢ responséavel
pela sintese e armazenamento de material genético celular (DNA: acido desoxirribonucleico)
(SIMPSON, 1986). O DNA ¢ codificado pela enzima topoisomerase II, sendo de grande
importdncia em processos celulares como transcricdo, recombinacdo, condensacdo da
cromatina e segregacao cromossomica no parasito (WANG, 2002).

O citoplasma ainda apresenta organelas comuns a células eucaridticas como reticulo
endoplasmatico, complexo de golgi, ribossomos e vacuolos (NEVES et al., 2016; REY, 2011).
Em contrapartida, os protozoarios do género Leishmania apresentam algumas organelas
especificas como os megassomos, acidomegassomos e glicossomos. Os megassomos sao
comparados aos lisossomos, apresentando relacdo com os processos de armazenamento e
degradacdo de substancias. Além disso, ainda ¢ descrito o possivel envolvimento na interacao
parasito e célula hospedeira, diferenciacdo e sobrevivéncia intracelular do parasito (UEDA-
NAKAMURA et al., 2002).

Os acidomegassomos estdo presentes em maior quantidade nas formas promastigotas
metaciclicas e amastigotas, destacando o seu papel na infectividade do parasito (DOCAMPO;

MORENO, 2001; ZHANG et al., 2005). Por apresentarem a capacidade de acumular ions
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(calcio e magnésio), essas organelas estdo envolvidas em processos de resposta celular de
interagdo parasito-hospedeiro promovendo mudanca de pH e alteracdo nos niveis de pressao
osmotica, mecanismo importante para a entrada de parasito nas células (RUIZ; RODRIGUES;
DOCAMPO, 2001).

Os glicossomas sdo descritos como organelas importantes na regulacao das vias
metabolicas do parasito como a via glicolitica, que ¢ responsavel pela produgdo de ATP celular

(MICHELS et al., 2006).

7 OINSETO VETOR

Os hospedeiros invertebrados ou vetores das leishmanioses sdo flebotomineos,
popularmente conhecidos no Brasil como como mosquito palha, tatuquira, asa dura, birigui
entre outros (BRASIL, 2017), no entanto, apenas as fémeas sdo hematofagas, figura 10 (OPAS,
2019).

Pertencem ao Filo Arthropoda; Classe Insecta/Hexapoda; Ordem Diptera; Familia
Psychodidae; Subfamilia Phlebotominae. O género Lutzomyia esta presente no Novo Mundo
(América do Sul e América Central) e Phlebotomus no Velho Mundo (Europa, Africa, Oriente
Médio, Asia Central e Subcontinente indiano) sendo as principais espécies a Flaviscutellata,
Longipalpis, Olmeca, Trapidoi, Diabolica (AKHOUNDI et al., 2016; ARAUJO et al., 2016;
OPAS, 2019; READY, 2011).

O género e as espécies sdo diferentes dependendo da localizagdo geografica. Na
literatura ¢ descrito que o principal vetor da espécie Leishmania infantum, responsavel pelos
casos de LV, é o Lutzomyia longipalpis (DUARTE; BADARO, 2015).

Enquanto a espécie Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata é considerada o principal
vetor de Leishmania (Leishmania) amazonensis, principal espécie responsavel pela LC na em
diversas regides do Brasil (DEANE, 1956; DEANE; DEANE, 1954; LAISON; WARD;
SHAW, 1977; LUTZ; NEIVA, 1912).
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Figura 8. Fémea adulta de Lutzomyia spp. ingerindo sangue sobre a pele humana.

Fonte: Adaptado pela autora de (OPAS, 2021a)

8 ANIMAIS RESERVATORIOS

Um sistema reservatorio vivo € constituido por um conjunto de espécies animais
responsaveis por manter o parasito na natureza. S3o exemplos de reservatdrios silvestres das
leishmanioses os mamiferos das ordens Didelphimorphia (gamba), Cingulata (tatu), Pilosa
(tamanduds, preguicas), Rodentia (roedores), Primata (primatas ndo humanos, casos raros e
pouco estudados), Carnivora (caes domésticos e canideos silvestres) Chiroptera (morcegos)

(ROQUE; JANSEN, 2014).
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9 CICLO BIOLOGICO

O ciclo de vida ¢ considerado heteroxénico (digenético) sendo necessarios tanto os
hospedeiros vertebrados como invertebrados (Figura 13).

A transmissdo dos protozodrios para o hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto
sanguineo através da picada do flebotomineo infectado. Na saliva dos flebotomineos sdo
encontrados neuropeptidios vasodiladores que facilitam a alimentagdo do inseto além de
promover a imunossupressdo na resposta do hospedeiro vertebrado (NEVES et al., 2016;
RIBEIRO; ROSSIGNOL; SPIELMAN, 1986).

Durante o repasto sanguineo, as fémeas de flebotomineo inoculam as formas
promastigotas no hospedeiro mamifero (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). Com isso, ocorre a
inducdo da infiltragdo de neutrofilos e recrutamento de macrofagos para a regido da pele
(PETERS et al., 2008). As formas promastigotas serdo fagocitadas por células do sistema
fagocitico mononuclear, principalmente os macrofagos ou ainda podem entrar ativamente
nestas células. Outras células como os fibroblastos (manutencdo da integridade do tecido
conjuntivo) e as células epidérmicas de Langerhans (3-6% na pele, com fung¢des de captagao e
apresentacao de antigenos) também podem ser infectadas (PETERS ez al., 2008).

Os macrofagos sdo células de extrema importancia no ciclo de vida do parasito
desempenhando o estabelecimento e amplificacdo da infec¢do (PETERS et al., 2008; TURCO;
DESCOTEAUX, 1992). No interior dos macrofagos, nos vacuolos parasitoforos, ocorrerd a
diferenciagdo em formas amastigotas (STUART, 2008). Apos a multiplicacdo por divisao
binaria, e consequente proliferacdo, ocorre o rompimento dos macréfagos liberando as formas
amastigotas para o meio extracelular, que podem infectar novas células, ou serem ingeridas por
um novo flebotomineo, durante o seu repasto sanguineo. Ocorre a disseminagdo pela circulacao
sistémica para outros tecidos com abundancia de células fagociticas como linfonodos, bago e

figado (NEVES et al., 2016).
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Figura 9. Ciclo de vida da Leishmania spp. nas Américas.
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Fonte: Adaptado pela autora de (OPAS, 2019).

Quando um flebotomineo realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado,
ocorre a laceracdo da pele e lesdo de capilares sanguineos, assim sdo ingeridos os macrofagos
infectados contendo as formas amastigotas (NEVES et al., 2016; REY, 2011; RIBEIRO, 1995).
No intestino do vetor as formas amastigotas irdo se diferenciar em promastigotas prociclicas,
que se multiplicam por divisdo bindria.

As formas promastigotas tornam-se infectantes através de um processo denominado de
metaciclogénese. Nesta etapa, apo6s finalizar a sua diferenciacdo, ocorrem alteragdes
bioquimicas na superficie do parasito que resultam na perda da capacidade de adesdo ao epitélio
intestinal do flebotomineo. Com isso ocorre um aumento da resisténcia a lise ou rompimento,
que ¢ induzida pelo sistema complemento do hospedeiro (BRASIL, 2017; NEVES et al., 2016;
REY, 2011).
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Assim, apos uma nova diferenciagao serdo obtidas as formas promastigotas metaciclicas
(formas infectantes) que sdo propagadas no esofago e faringe do inseto, e ali permanecem
aderidas ao epitélio pelo flagelo até o proximo repasto sanguineo, migrando para a proboscide
(cavidade bucal) do inseto, para serem inoculadas em um novo hospedeiro mamifero

(PIMENTA et al., 1992).

10 MANIFESTACOES CLINICAS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses apresentam manifestagdes clinicas tegumentares (cutanea localizada,
cutanea difusa, cutdnea disseminada, mucosa e manifestacdes atipicas) e visceral. As diferentes
formas clinicas dependem das espécies dos parasitos e também das condi¢des imunologicas dos

individuos em questdao (OPAS, 2019; WHO, 2022).

10.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR OU CUTANEA (LT/LC)

A leishmaniose tegumentar apresenta um polimorfismo nas lesdes, que iniciam como
uma macula (relacionada a picada produzida pelo inseto), evoluindo para papula (granuloma
dérmico aumentado), depois nddulo (indolor) e por fim avanga para a formagao de ulcera. Os
sinais e sintomas podem variar, sendo observada linfoadenomegalia satélite durante ou apds o
surgimento da lesdo. Podem ainda ocorrer infecgdes bacterianas nas lesdes, provocando dor e
presenca de exsudato purulento (HANDLER et al., 2015).

As espécies de Leishmania consideradas dermotropicas podem causar LC (OPAS,
2019). Com isso, as lesdes causadas por L. amazonensis pertencente ao subgénero Leishmania,
apresentam como caracteristica a presenca de bordas mais infiltradas, ou seja, ocorre a presenga
de macréfagos com elevada quantidade de parasitos. Enquanto as lesdes causadas pelo
subgénero Viannia observa-se um discreto infiltrado com quantidade reduzida de macrofagos
e parasitos na lesdo, sendo predominante a presenca de linfocitos e plasmocitos (linfocito B

ativado) (MIRANDA, 2007; REITHINGER et al., 2007).

10.2 LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA (LCL)

A LCL apresenta-se como uma lesdo no local da picada do flebotomineo ocorrendo

em areas da pele que ficam expostas, como o rosto, pernas e bragcos (HANDLER et al., 2015).
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As lesdes podem ser uUnicas ou multiplas, indolores, com formato arredondado ou
ovalado, com bordas delimitadas e elevadas com fundo avermelhado e granuloso, figura 14
(OPAS, 2019; WHO, 2022).

Quando ndo tratadas, as lesdes podem apresentar cura espontanea no periodo de alguns
meses, ou ainda apresentarem um longo processo de cicatrizagdo, dependendo da efetividade
de resposta do sistema imunologico dos individuos acometidos (BERMAN, 1997; BRASIL,
2017). De uma forma geral, os pacientes apresentam resposta positiva ao tratamento

(MIRANDA, 2007; REITHINGER et al., 2007).

Figura 10. Lesdo caracteristica de leishmaniose cutinea.
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Fonte: Adaptado pela autora de OPAS, 2021.

10.3 LEISHMANIOSE CUTANEA DISSEMINADA (LCDS)

E caracterizada pela presenca de lesdes multiplas e disseminadas, que acometem
diversas regides do corpo, sendo frequentemente observada a presenca de infeccdo bacteriana
secundaria (OPAS, 2019). Entre os efeitos sistémicos gerais sdo descritos febre, dores
musculares, emagrecimento entre outros (MIRANDA, 2007; REITHINGER et al., 2007).

Ap6s o surgimento de uma lesdo classica de LC, ocorre a disseminagdo do parasito pela
via sanguinea ou linfatica originando as lesdes disseminadas (BRASIL, 2017; OPAS, 2019;

SILVEIRA et al., 2009). Estas podem ocorrer mesmo depois do inicio do tratamento para a
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forma cutnea localizada. E descrito a possibilidade de evolugio para lesdes mucosas em cerca
de 30% dos pacientes, figura 15 (OPAS, 2019; WHO, 2022).

O individuo com LC disseminada pode apresentar resposta imune celular contra a
Leishmania (L. braziliensis ou L. amazonensis) apresentando boa resposta terapéutica, quando

realizado com associacdo de farmacos (MIRANDA, 2007; REITHINGER et al., 2007).

Figura 11. Lesdes caracteristicas de leishmaniose cutidnea disseminada.
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Fonte: Adaptado pela autora de OPAS, 2021.

10.4 LEISHMANIOSE CUTANEA DIFUSA (LCD)

E uma forma rara e severa da doenca, considerada cronica, com a presenca de
polimorfismo de lesdes na pele (papulas, nodulos, placas infiltradas, tubérculos e erosdes)
provocando deformidades e marcas, responsaveis pelo estigma e sofrimento dos pacientes
acometidos, figura 16 (OPAS, 2020b).

A lesdo ¢ inicialmente Unica, evoluindo para multiplas placas e nddulos nio ulcerados
na regido cutanea, que podem evoluir para lesdes mucosas, agravando ainda mais a doenga.
(ARONSON et al., 2016). No Brasil, a LCD esta exclusivamente relacionada a infecgdo por L.
amazonensis (BRASIL, 2017).

A LCD ¢ caracterizada por uma anergia (auséncia de resposta imunologica dos pacientes

aos antigenos do parasito), sendo observada limitada ou nenhuma resposta ao tratamento. E



43

comum a incidéncia de casos na infincia, devido a presenca de um sistema imunoldgico ainda
ndo estabelecido. Neste momento ocorre a multiplicagdo dos parasitos e aumento das lesdes
cutaneas. Recidivas sdo frequentes ainda que ocorra diminui¢do das lesdes com o tratamento,

que ¢ limitado (MIRANDA, 2007; REITHINGER et al., 2007).

Figura 12. Lesdes caracteristica de leishmaniose cutanea difusa.
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Fonte: Adaptado pela autora de OPAS, 2021.

10.5 LEISHMANIOSE MUCOCUTANEA/MUCOSA (LMC)

E caracterizada por presenca de lesdes desfigurantes na mucosa oronasofaringea e
também em cartilagens, figura 17 (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; REITHINGER et
al.,2007). A disseminacao do parasito ocorre pelo sistema sanguineo e linfatico a partir de uma
lesdo cutanea ou durante o repasto sanguineo do flebotomineo na regido das mucosas (OPAS,
2019).

Neste caso, ndo ocorre a cura espontanea como observado na LC, havendo evolucao
cronica quando ndo ocorre tratamento ou quando o mesmo ¢ inadequado ou ineficaz

(HANDLER et al.,, 2015; REITHINGER et al., 2007). A progressdo das lesdes e
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comprometimento das mucosas que evoluem inclusive para possiveis mutilacdes de areas

acometidas, afetam a qualidade de vida dos individuos (OPAS, 2019).

Figura 13. Lesdes caracteristica de leishmaniose mucocutanea.
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Fonte: Adaptado pela autora de OPAS, 2021.

10.6 LEISHMANIOSE VISCERAL (LV)

A LV humana ¢ a forma mais grave da doenga, considerada cronica e de elevada
letalidade (WHO, 2022). Apos a invasdo das formas amastigotas em tecidos e 6rgdos alvos
como o figado, bago, ganglios linfaticos entre outros, sdo observados sintomas como febre
irregular e de longa duracgdo, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia (aumento dos linfonodos),
anemia com leucopenia, hipergamaglobulinemia (aumento das imunoglobulinas no sangue) e
hipoalbuminemia (frequentemente associada a desnutri¢do), perda de peso, edema e estado de
debilidade progressivo, levando a caquexia (perda de peso e de massa muscular) e, até mesmo,
ao obito, figura 18 (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; OPAS, 2019; WHO, 2022).

A coinfeccdo LV/HIV representa um agravo ao quadro clinico do paciente, devido a
imunodeficiéncia provocada pelo HIV. Com isso, uma infeccdo que seria considerada

assintomatica pode apresentar evolugdo mais grave, com Obitos frequentes e recidivas da LV
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(ANVERSA et al., 2018; DRUZIAN et al., 2015; LINDOSO et al., 2014). As recidivas sao
caracterizadas pela reativagdo endogena de formas latentes de Leishmania. Quando presentes
simultaneamente a LV/HIV ocorre um déficit de linfocitos TCD4+ (principal alvo do HIV para

realizar a sua multiplicagdo), sendo possivelmente responsavel por esta reativacao

(ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 14. Leishmaniose visceral.
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Fonte: Adaptado pela autora de OPAS, 2021.

11 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses representam um problema de saude publica, afetando comunidades
que vivem em situacdo de vulnerabilidade e exclusdo social, com condi¢des inadequadas de
habitagdo e higiene, limitados recursos financeiros, presenga de desnutricdo e sistema
imunologico debilitado, sendo ainda mais graves em pacientes com HIV/AIDS e outras

comorbidades (OPAS, 2020a; WHO, 2022).
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Anualmente a leishmaniose cutanea (LC) afeta de 600 mil a 1 milhdo de pessoas. Em
2019 foram notificados 277.224 novos casos no mundo (DNDI, 2020; WHO, 2022). Essa
doenga ¢ endémica em 87 paises e 85% dos casos estdo localizados no Afeganistdo, Algéria,
Brasil, Colémbia, Peru, Iraque, Paquistdo, Libia, Republica Arabe da Siria e Tunisia, (Figura

5) (WHO, 2022).

Figura 15. Numero de casos de LC no mundo, em 2019.

LETSHMANIOSE CUTANEA

NUMERD DE CASOS 2"\\)‘
NOVOS DE LC, 2020

0

0
W‘D‘M AUSENCIA DE ASOS AUTGCIONES

=
]

IR UTR = N;N»umqguo
-0 NAD APLIGAVEL

Fonte: Adaptado pela autora de WHO, 2022.

Nas Américas, no periodo entre 2000-2020 foram notificados um total de 1.067.759
casos de LC e a leishmaniose mucocutanea (LCM), com uma média anual de 53.387 casos,
figura 7, A. O Brasil destacou-se entre os paises com maior numero de notificagdes com 16.432
casos, em 2020 (OPAS, 2021a; SINAN, 2022a). No mesmo ano, a regido Centro-Oeste
apresentou 2.844 casos (SINAN, 2022a). O Estado do Mato Grosso do Sul (MS) apresentou 84
casos de LC, sendo que 20 casos foram notificados na capital Campo Grande (SINAN, 2022a).

A leishmaniose visceral (LV) ¢ endémica em 75 paises, portanto estima-se que

aproximadamente 600 milhdes de pessoas estdo em areas com risco de adquirir a doenga. A
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incidéncia anual ¢ bastante preocupante, entre 50.000-90.000 novos casos (DNDI, 2022a;

WHO, 2022).

Em 2020, 90% dos novos casos notificados ocorreram no Brasil, China, Etiopia, India,

Quénia, Somalia, Suddao e I€men, sendo as criangcas o grupo mais afetado pela doenga,

representando 50-70% dos casos, (Figura 6), (WHO, 2022).

Figura 16. Numero de casos notificados de LV no mundo, em 2020.
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Figura 17. (A) Casos de leishmaniose cutdnea e mucosa e de (B) leishmaniose visceral na regido das Américas
em 2021.
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Fonte: Adaptado pela autora de (OPAS, 2021b).

Nas Américas, entre os anos de 2001-2020 foram notificados 67.922 casos de LV, com
média de 3.400 casos anuais. Deste total de casos, 97% (1.933 casos) foram notificados no
Brasil (Figura 7, B) (OPAS, 2020a; SINAN, 2022b).

No Brasil a doenga acomete aproximadamente 3.500 pessoas anualmente, e estima-se
que para cada caso humano existam 200 caes infectados. No estado do Mato Grosso do Sul
(2001 a julho de 2020) foram confirmados 1.741 casos e 124 o6bitos pela doenga (SES/MS;
BOGIANTI; OLIVEIRA, 2020). Entre 2014 ¢ 2020 a cidade de Campo Grande, capital do Estado
do MS, apresentou 451 casos com taxa de transmissdo considerada intensa de 85,8%, (Figura
8), (SES/MS; BOGIANI; OLIVEIRA, 2020). Em 2020, o Brasil apresentou 1.908 casos
notificados; a regido Centro-Oeste 153 casos; o Estado do Mato Grosso do Sul 89 casos; e a

capital Campo Grande 66 casos de LV (SINAN, 2022b).
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Figura 18. Distribuigdo espacial de casos confirmados de leishmaniose visceral no Estado do Mato Grosso do
Sul.
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Fonte: Adaptado pela autora de (SES/MS; BOGIANI; OLIVEIRA, 2020).

Diante dos dados epidemiolédgicos citados e segundo o mapa de doengas negligenciadas
estabelecido de 2021-2030, busca-se o controle das leishmanioses por meio de agdes como
diagnostico precoce e acesso a um tratamento mais seguro e eficaz através da descoberta e

desenvolvimento novos farmacos que melhorem a adesdo a farmacoterapia (WHO, 2020).

12 FARMACOS

O tratamento das leishmanioses ¢ um grande desafio cientifico, pois os poucos farmacos
disponiveis apresentam limitagdes, como severos efeitos adversos, dificil adesdo ao tratamento
pelos pacientes e resisténcia dos parasitos aos farmacos, tabela 3. Com isso, o desenvolvimento
de novos candidatos a farmacos para as leishmanioses ¢ visto como uma oportunidade para

otimizar a farmacoterapia e melhorar a qualidade de vida dos acometidos pela doenca (TIWARI

etal.,2018).

12.1 ANTIMONIAIS

Antimoniais trivalentes: o primeiro tratamento das leishmanioses
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Os antimoniais trivalentes (Sb*™) como o tartaro emético, tartarato de potassio e
antiménio, e o tartarato de sodio foram os primeiros fdrmacos utilizados no tratamento das
leishmanioses (HENDRICKX; CALJON; MAES, 2019). Apesar da eficacia, estes fArmacos
apresentavam problemas relacionados a reduzida estabilidade das solucdes, administragao
exclusivamente endovenosa, elevada acdo no sistema muscular e, principalmente elevada

toxicidade cardiaca.

Antimoniais pentavalentes

Os efeitos adversos dos antimoniais trivalentes incentivaram o uso dos antimoniais
pentavalentes (Sb*V), pois estes permanecem em maior quantidade no plasma, e sdo mais
rapidamente excretados, o que diminui a toxicidade para o paciente em tratamento. Os
antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de antimonio de sodio (Pentostan®,
GlaxoSmithKline) ¢ o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®, Sanofi-Aventis), sio
utilizados como farmacos para o tratamento das leishmanioses, figura 19 (HALDAR; SEN;
ROY, 2011; REITHINGER et al., 2007). No Brasil, apenas o Glucantime® ¢ fornecido pelo
Ministério da Saude para tratamento através do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL,
2017).

Figura 19. Estrutura quimica do antimoniato de N-metilglucamina.
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Os esquemas terapéuticos apresentam doses que variam de 10-20 mg/kg/dia e a
administracdo pode ser através de via endovenosa, intramuscular ou ainda intralesional para LC
(BRASIL, 2017; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). O tratamento ¢ realizado em ambiente
hospitalar, por um periodo de 20-30 dias (FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009).

Entre os efeitos adversos dos antimoniais pentavalentes estdo dor de cabeca, febre, tosse,
nausea, vomito, dor abdominal, diarreia, tontura, e fadiga. Esses firmacos ainda podem causar
problemas gastrointestinais, insuficiéncia hepatica, nefrotoxicidade e dor no local da injecdo,

que dificultam a adesdo do paciente ao tratamento (OLIVEIRA et al., 2011).
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A cardiotoxicidade relacionada ao seu uso também ¢é outro efeito adverso, sendo
descritas alteragdes dose-dependentes no eletrocardiograma (ECQG), arritmias, e taquicardia
ventricular, tornando fundamental o acompanhamento e avaliagio de ECG ainda que nao
existam fatores de risco cardiaco associados (RIJAL et al., 2003). Com o objetivo de minimizar
a toxicidade dos antimoniais, na literatura sdo encontrados estudos buscando o
desenvolvimento de formulagdes que possibilitem melhor biodisponibilidade do farmaco
(ESCRIVANI et al., 2021; FERNANDES et al., 2013; ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA,
2017).

O mecanismo de ac¢do dos antimoniais pentavalentes ainda ndo foi elucidado
completamente, no entanto, os primeiros relatos na literatura sugerem a inibicdo da via da
glicolise e a interferéncia no processo de beta-oxidacdo dos acidos graxos reduzindo os niveis
intracelulares de ATP do parasito (BERMAN; WADDELL; HANSON, 1985; HERMAN;
GALLALEE; BEST, 1987).

Outra possibilidade seria a formagdo de complexos entre o Sb™V e alguns nucleotideos,
inibindo a enzima topoisomerase do parasito, alterando o seu metabolismo e consequentemente
promovendo a acdo antiparasitaria. As topoisomerases participam de processos importantes,
como o ciclo celular e a diferenciacdo celular, sendo estas essenciais para a manutencio da
homeostase do DNA nestes eventos (NO, 2016; VOS et al., 2011). Devido as possiveis
diferengas entre as topoisomerases presentes nos parasitos e nos hospedeiros vertebrados, estas
sdo consideradas um alvo molecular de interesse para a pesquisa de novos firmacos com
potencial antileishmania (REGUERA et al., 2019).

O mecanismo mais discutido considera que os antimoniais pentavalentes sdo pro-
farmacos, sendo a atividade antileishmania dependente da biotransformagao, através da reducao
do antimonio pentavalente (Sb ") em antimonio trivalente (Sb *'') no interior dos fagdcitos em
condi¢des de pH acido. O Sb™! ativa o estresse oxidativo e aumenta a concentragio intracelular
de ions calcio (Ca?") consequentemente induzindo a apoptose celular (ARULEBA et al., 2020;
FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; HALDAR; SEN; ROY, 201 1).

Outra hipotese ¢ a possibilidade de o antimdnio promover a reducdo dos niveis de
tripanotiona no parasito através da inibi¢do da enzima tripanotiona redutase (TR), expondo os
parasitos as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelos macréfagos (WYLLIE;
CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004). A TR ¢ uma enzima presente em parasitos da familia
Trypanosomatidae, fundamental para a manutencdo da vida de parasitos do género Leishmania,
pois como permanecem em sua forma reduzida atuam em defesa do estresse oxidativo

promovido pelo hospedeiro durante a infecgao.
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Ainda sdo descritas a inibi¢do do 4acido citrico e glicolise pela inibi¢do da adenosina
trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) (KOFF; ROSEN, 1994); inibicdo da enzima
superdxido dismutase, promovendo um aumento de radicais superéxido como meios para a
acao leishmanicida (CHAI et al., 2005; RAYCHAUDHURY et al., 2005).

A resisténcia dos parasitos aos antimoniais ¢ um problema emergente que limita a
utilizagio destes farmacos em algumas areas endémicas, sendo a india um exemplo (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2017). O principal mecanismo de resisténcia dos antimoniais pentavalentes
estéd relacionado ao efluxo de fArmaco e a consequente diminui¢ao da concentraciao do fAirmaco
no parasito, mediada pela aquagliceroporina (AQP1) (GOURBAL et al., 2004; MARQUIS et
al., 2005) principal rota de entrada no antimonio.

Além disso, como anteriormente mencionado, a tripanotiona ¢ uma enzima presente nos
parasitos do género Leishmania, responsaveis pelos grupos tidis presentes no parasito. Assim ¢é
descrito que cepas resistentes ao antimonio apresentam niveis elevados de tidis, devido a uma
amplificacdo de genes envolvidos na sintese da glutationa e poliaminas, que sdo componentes

da tripanotiona (MONTE-NETO et al., 2011).

12.2 O QUE E O REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS?

O reposicionamento de firmacos ¢ uma abordagem que tem como objetivo encontrar
novas aplicagdes para farmacos ja disponiveis no mercado. Com isso o processo de descoberta
de novas entidades quimicas e suas aplicacdes ¢ acelerado partindo de substancias sintetizadas
e elucidadas, com rota sintética estabelecida, e ainda com estudos de farmacocinética e
seguranga realizados previamente (DEOTARSE et al., 2015; LANGEDIIK et al., 2015).

Alguns dos farmacos disponiveis para o tratamento das leishmanioses sdo resultado do
reposicionamento de farmacos pois foram reposicionados em relagdo a atividade biologica
original como anticincer (miltefosina), antibacteriana (paromomicina), antifingica

(anfotericina B) (ANDRADE NETO et al., 2018).

12.3 ANFOTERICINA B

A anfotericina B ¢ um antibiotico macrociclico poliénico de amplo espectro com acao
antifungica, isolado da bactéria Streptomyces nodosus, e com acdo antileishmania, figura 20.
No Brasil, o farmaco est4d disponivel como desoxicolato de anfotericina B e na formulagdo

lipossomal (Ambisome®) (SEIFERT et al., 2011).
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Por apresentar administracdo intravenosa, devido a baixa absor¢do pelo trato
gastrointestinal, a mesma deve ser realizada em ambiente hospitalar, dificultando a adesdo ao

tratamento. A dose usualmente utilizada ¢ de Img/kg por 20 dias (SUNDAR et al., 2001, 2007).

Figura 20. Estrutura quimica da Anfotericina B.

Anfotericina B

Fonte: Autora

Apesar de sua utilizagdo apresenta efeitos adversos como ndusea, vomitos, febre, perda
de peso, nefrotoxicidade (DERAY, 2002; MACHADO-SILVA et al., 2015) entre outros. A
toxicidade relacionada ao uso da anfotericina B tem relacdo com a capacidade de ligacdo com
o colesterol presente nas membranas das células humanas (GOTO; LINDOSO, 2010;
LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

Com o objetivo de minimizar a nefrotoxicidade foi desenvolvida a formulacdo
lipossomal da anfotericina B (Ambisome®) tornando-se um farmaco indicado pela OMS para o
tratamento das leishmanioses em diversas regidoes do mundo (WHO, 2022). Apesar desta
formulagdo promover melhor biodisponibilidade, eficicia e reducdo da toxicidade renal
relacionada a infusdo, ainda apresenta certa toxicidade e apresenta um elevado custo, sendo este
ultimo um fator limitante para o acesso ao tratamento em muitos locais (WHO, 2022).

O mecanismo de acdo esta relacionado com a sua afinidade ao ergosterol da membrana
celular da Leishmania, promovendo a desorganizacdo e alteracdo na permeabilidade de
membrana, formagdo de poros, que consequentemente resulta na entrada de ions e outros
metabolitos provocando desequilibrio i6nico e a morte celular (KIP et al., 2018; TIWARI et
al., 2018).
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Em relagdo a resisténcia dos parasitos a anfotericina B, foram descritas alteracdes na
composi¢do de membrana celular envolvendo os esterdis; no metabolismo de tidis; e nas
proteinas transportadoras dependentes de ATP (MWENECHANYA et al., 2017; PURKAIT et
al., 2012).

12.4 PENTAMIDINA

A pentamidina ou isetionato de pentamidina, ¢ uma diamina aromatica com um /inker
(grupo ligante central) contendo cinco atomos de carbono, figura 21. Apesar de apresentar
atividade antileishmania, apresenta uso limitado devido a elevada toxicidade cardiaca e para o

trato gastrointestinal (WHO, 2022).

Figura 21. Estrutura quimica da pentamidina.

H,N NH,

NH Pentamidina NH

Fonte: Autora

O esquema terapéutico ¢ realizado com administragdo intravenosa ou intramuscular,
com a dose de 2-4 mg/kg/dia por 7-10 dias ou trés vezes por semana por um periodo de 3-4
semanas com 10-12 inje¢des (WHO, 2022). Entre os efeitos adversos observados sdo descritas
mialgias, nauseas, cefaleia, hipotensdo, diabete mellitus, miocardite, arritmias, nefrotoxicidade
e dor intensa no local da injecao (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; OLIVEIRA et al., 2011).

Existem algumas hipoteses sobre o mecanismo de a¢dao da pentamidina como: ligacao
com o Kdna (DNA do cinetoplasto) inibindo a topoisomerase provocando dano ao DNA e
interrupgao do ciclo celular do parasito; inibi¢ao do sistema de transporte de membrana com a
inibicdo de receptacdo de poliaminas relacionadas ao controle bioquimico e fisiologico das
células; fragmentagdo do DNA do cinetoplasto mitocondrial; inibi¢do da glicolise; ou ainda
através da inibi¢do da enzima S-adesilmetionina descarboxilase promovendo a alteragdo do
potencial de membrana mitocondrial e causando a morte do parasito (FRANCO; SCARONE;
COMINI, 2018; GOTO; LINDOSO, 2010).
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12.5 PAROMOMICINA
A paromomicina ¢ um antibiodtico aminoglicosideo de amplo espectro (Figura 22),
isolado de bactérias do género Streptomyces rimosus, que através da abordagem de

reposicionamento de farmacos torna-se utilizada para o tratamento das leishmanioses.

Figura 22. Estrutura quimica da paromomicina.
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Fonte: Autora

O esquema terapéutico ¢ realizado com doses de 12-20 mg/kg/dia por via intramuscular
ou intravenosa para LV e LC respectivamente, por um periodo de 21-28 dias e ainda por via
topica para LC (WHO, 2022). Os principais efeitos adversos sdo ndusea, dor abdominal,
disfuncdo hepatica, ototoxicidade e nefrotoxicidade (MATOS et al., 2020; MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; NO, 2016).

Alguns estudos estdo investigando a utilizagdo topica de paromomicina-gentamicina
para leishmaniose cutanea como estratégia no tratamento (DNDI, 2019).

Os mecanismos de agdo propostos envolvem a ligagdo com a subunidade ribossomal
30S causando danos no processo de sintese proteica (através da ligagdo com RNA, erro na
leitura no RNA mensageiro e inibi¢dao na reciclagem de ribossomos), promovendo alteragdes
na fluidez ou permeabilidade da membrana do parasito, € também danos na mitocondria (por
meio de enzimas glicoliticas, cadeia respiratdria, condensagao nuclear, fragmentagdo do DNA)
resultando na morte do parasito (CHAWLA et al.,2011; HALDAR; SEN; ROY, 2011; MATOS
et al., 2020).

A literatura mostra que a resisténcia dos parasitos a paromomicina tem relagdo com

modificac¢des nas cepas de Leishmania (SHAW et al., 2019) e ainda foi relado que a proteina
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quinase célcio dependente pode ser considerada um biomarcador de resisténcia aos parasitos

(BHATTACHARYA et al., 2020).

12.6 MILTEFOSINA
A miltefosina ¢ uma alquilfosfocolina (hexadecilfosfocolina, Figura 23) com aplicacio
inicial antitumoral, para metastases cutineas em carcinomas mamarios. E o unico farmaco

administrado por via oral para o tratamento das leishmanioses (OPAS, 2019; WHO, 2022).

Figura 23. Estrutura quimica da miltefosina.

Miltefosina

Fonte: Autora

A dose indicada ¢ de 1,5-2,5 mg/kg/dia por 28 dias, podendo ser associada a
administracdo de anfotericina B e paromomicina. Os efeitos adversos associados ao tratamento
sdo toxicidade gastrointestinal, hepatica e renal. Além disso, apresenta propriedades
teratogénicas e por isso nao ¢ indicada para criangas, mulheres em idade fértil sujeitas a/ou com
interesse em engravidar ou gestantes (DORLO et al., 2012, p. 201; PALIC; BEIJNEN:
DORLO, 2022).

Existem hipdteses em relacdo ao mecanismo de agdo envolvendo principalmente
alteracdes na sinalizagdo celular e a apoptose. Entre elas o possivel efeito no metabolismo de
lipideos, envolvendo a alteracdo de componentes da membrana do parasito; a indu¢do do
apoptose celular devido a exposi¢do a espécies reativas de oxigénio promovendo condensagao
nuclear, fragmentacdo do DNA e perda de volume celular; efeitos na mitocondria envolvendo
a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e inibi¢do do citocromo C-oxidase
(relacionado a apoptose) (MARINHO et al, 2011); e ainda efeitos imunomodulatérios
(equilibrio Thl e Th2; regulando a sinalizag@o intracelular para manutencao da sobrevivéncia
celular, aumento de receptores e resposta interferon-gama (IFN-y), fator de ativacdo de
macrofagos, contribuindo de forma adicional para a atividade antileishmania (DORLO et al.,

2012).
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E possivel que a resisténcia dos parasitos ao tratamento com miltefosina tenha relacao

com a cepa em questdo, e ainda com alteragdes no sistema proteico responsavel pelo transporte

celular do farmaco, devido a uma inativagdo em alguma subunidade proteica de interesse ou

ainda promovendo a diminui¢do na concentragdo do fArmaco no parasito (PEREZ-VICTORIA

etal.,2002; SHAW et al., 2016).

Tabela 3. Resumo dos farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses, mecanismos de ag@o principais,

vantagens e desvantagens.

Farmacos Mecanismo de a¢iao Vantagem Desvantagem Referéncias
mais discutido* /Toxicidade
Antimoniais Pro-farmaco Baixo custo Tratamento longo; Dor  (FREZARD;
pentavalentes Inibe a tripanotiona no local da injegao, DEMICHELI,
redutase cardiotoxicidade, RIBEIRO, 2009;
Aumenta as EROs nefrotoxicidade; HALDAR; SEN; ROY,
Inibe a biosintese de resisténcia dos 2011; MCGWIRE;
macromoléculas nas parasitos ao farmaco SATOSKAR, 2014;
formas amastigotas NO, 2016; REGUERA
etal,2019; RIJAL et
al., 2003; WYLLIE,
CUNNINGHAM;
FAIRLAMB, 2004)
Anfotericina B Forma complexos com o  Alta eficdcia primeira  Toxicidade renal dose-  (DERAY, 2002;
(desoxicolato) ergosterol da membrana linha de tratamento dependente; 15-30 dias  GOTO; LINDOSO,
do parasito promovendo  em casos de de infusdo IV lenta 2010; LANIADO-
aumento de resisténcia aos com tratamento de 4-6 LABORIN;
permeabilidade e resulta ~ antimoniais horas/dia; instavel em CABRALES-
em morte celular temperaturas elevadas VARGAS, 2009;
MACHADO-SILVA et
al., 2015; SEIFERT et
al.,2011; SUNDAR et
al., 2001, 2007)
Anfotericina B Liberagdo do farmacona  Menos nefrotoxica Alto custo; (KIP et al., 2018;
(Lipossomal) célula alvo (macréfagos que a anfotericina B armazenamento TIWARI et al., 2018;
infectados) promovendo especial com controle WHO, 2022)
a morte dos parasitos de temperatura; febre
durante a infusao
Miltefosina Modula os receptores de  Administragdo por Originalmente um (DORLO et al., 2012;
superficie de membrana;  via oral; segura para farmaco anticancer; MARINHO et al.,
interfere no metabolismo  pacientes com teratogénica em teste 2011; OPAS, 2019;
dos parasitos; apoptose coinfec¢do (HIV-LV) animal; alto custo; PALIC; BEIINEN;
celular; inibe a citocromo toxicidade do TGI; DORLO, 2022; WHO,
C-oxidase nefrotoxicidade 2022)
Paromomicina  Ligagdo a subunidade 30  Baixo custo Neurotoxicidade e (CHAWLA et al.,

S ribossomal; interfere
na biossintese de
proteinas; altera o
potencial de membrana
do parasito

ototoxicidade; eficacia
variada conforme a
regido

2011; HALDAR; SEN;
ROY, 2011; MATOS
etal., 2020;
MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014;
NO, 2016; WHO,
2022)
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Pentamidina Inibi¢do da enzima Efetiva quando usada  Efeitos no TGI, (FRANCO;
topoisomerase ¢ inibicdo ~ em associa¢do com hipotensdo, miocardite = SCARONE; COMINI,
do processo de outro farmaco e diabetes mellitus 2018; GOTO;
transcrigdo interferindo LINDOSO, 2010;
no ciclo celular MCGWIRE;

SATOSKAR, 2014;
OLIVEIRA et al.,
2011)

Legenda. EROs: espécies reativas de oxigénio; IV: via de administracdo intravenosa; HIV-LV: infecgdo
concomitante de virus da imunodeficiéncia humana e leishmaniose visceral; TGI: trato gastrointestinal; Citocromo
C-oxidase: enzima que atua como ativadora da morte celular programada (apoptose).

Entre as manifestagdes clinicas das leishmanioses, a leishmaniose tegumentar/cutanea
¢ o foco deste trabalho, e entre os firmacos mencionados anteriormente alguns sdo utilizados
preferencialmente no protocolo de tratamento da LT/LC como descrito na tabela 4, segundo a

OPAS (2013) de acordo com o nivel de evidéncia cientifica (OPAS, 2013).

Tabela 4. Principais protocolos de tratamento descritos pela OPAS para a leishmaniose tegumentar/cutinea, a

manifestacao clinica de interesse do trabalho.

Farmacos Via de administracio Dose
Antimoniais pentavalentes v, IM 10-20mg/Kg/dia
20 dias
Miltefosina Oral 1,5-2,5mg/kg por 28 dias
Isetionato de pentamidina M 2-4mg/Kg/dia

3 a 4 doses em dias alternados

Anfotericina B lipossomal v 2-3mg/Kg/dia
Desoxicolato de anfotericina B v 0,7-1mg/Kg/dia
Tratamentos locais
Termoterapia Aplicagao de calor local Anestesia local prévia, aplica-se o
com aparelho eletrodo a 50 °C por periodos de 30
eletromagnético gerador segundos, até cobrir toda a area da
de ondas de alta lesdo, de 1 a 3 sessodes, com intervalo

de 1 semana.

Antimoniais intralesionais Injecgdo intradérmica

Fonte Adaptado da Organizag@o Pan-Americana da Saude. Leishmaniasis en las Américas: recomendaciones para
el tratamiento. Washington, D.C. OPAS; 2013. Disponivel em espanhol em:
https://www.paho.org/hq/dmdocuments/2013/ PAHO-Guia-Leishmaniasis-Americas-2013-Spa.pdf

Os tratamentos convencionais apresentam limitagdes como toxicidade, resisténcia e alto

custo destacando a relevancia da descoberta de novos candidatos a farmacos, menos toxicos,
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mais seletivos, seguros e eficazes, visando a melhoria da qualidade de vida dos acometidos

pelas leishmanioses.

13 NOVA GERACAO DE TRATAMENTOS PARA LEISHMANIOSES

As limitagdes relacionadas ao tratamento das leishmanioses ressaltam a importancia da
pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antileishmania. O Drugs for Neglected diseases
innitiative (DND1i) conduz diversos estudos buscando a descoberta de compostos lideres (lead
compounds) e novas alternativas para o tratamento de doencas negligenciadas.

No Peru e Coldémbia, estd em andamento um estudo clinico de fase 2, para LC, com
associacao de termoterapia (50 °C durante 30 minutos) e miltefosina (2,5 mg/kg/dia durante 21
dias), para analise de eficacia e seguranga do tratamento (DNDI, 2019).

Duas novas entidades quimicas orais (nitroimidazol DNDi 0690 e oxaborol DNDi 6148)
concluiram os estudos pré-clinicos in vitro e in vivo e estdo submetidas a estudos clinicos de
fase 1 e fase 2, com projecao de ensaios de fase 3 em 2022 (DNDI, 2019; SANTANA et al.,
2021; WIINANT et al., 2019). Outra opgao estudada ¢ a utilizagdo de um imunomodulador
(CPG-D35) com o objetivo de potencializar o tratamento farmacoterapéutico convencional

(DNDI, 2019, 2020).

14 DRUG DISCOVERY: A DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS
ANTILEISHMANIA

“Tudo comega com uma biblioteca de compostos”. DNDi

O processo de descoberta de novos farmacos ¢ longo, envolvendo desde as etapas de
design e planejamento; estudos pré-clinicos (in vitro e in vivo); ensaios clinicos de fase I, Il e

III até a revisdo dos dados e aprovagdo para o mercado (Infografico 1), (FIELD et al., 2017).



Infografico 1. Processo de drug design.
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De uma forma geral, a indistria farmacéutica ndo apresenta interesse em desenvolver
farmacos para o tratamento das doencas consideradas negligenciadas (DTNs), pois
considerando o mercado de medicamentos, outras classes farmacologicas mostram-se mais
rentaveis, como anti-hipertensivos, antidiabéticos entre outras.

No entanto algumas parcerias no ambito privado-publico, como € o caso do DNDi, tem
como foco a busca por novos agentes terapéuticos para as DTNs, incluindo as causadas por
parasitos tripanossomatideos, como as leishmanioses (DNDI, 2022b). Embora existam esfor¢os
neste sentido, poucos sdo os compostos em fase de desenvolvimento/ preparagdo (do inglés
pipeline) em estudos clinicos para leishmanioses.

Neste processo de descoberta de novos farmacos antitripanossomatideos as abordagens
mais utilizadas sdo: as direcionadas ao alvo terapéutico (do inglés Target-based) com o
desenvolvimento de moléculas otimizadas em rela¢do a sua estrutura quimica visando maior
atividade em enzimas ou proteinas especificas do parasito; a abordagem fenotipica, que envolve
a utiliza¢do de formas evolutivas do parasito para a avaliagcdo da acdo direta dos compostos em
ensaios in vitro; € o reposicionamento de farmacos ja disponiveis no mercado com outra
aplicacdo farmacoldgica da inicial (FIELD et al., 2017).

Entre as abordagens citadas, a abordagem fenotipica ¢ mais aplicavel em nosso contexto
académico, destacando a importancia da fase de sintese e atividade biologica ocorrerem de

forma concomitante.

14.1 ABORDAGEM FENOTIPICA

A abordagem fenotipica permite a descoberta de moléculas através da investigagdo do
espaco biologico, fornecendo informacgdes sobre novas moléculas e sua aplicagdo biologica,
permitindo estudos posteriores sobre alvos terapéuticos e mecanismos de agdo, figura 24
(MOFFAT et al., 2017).

O processo de descoberta de novos farmacos (do inglés drug discovery)
antitripanossomatideos apresenta algumas limitacdes. Um deles ¢ a auséncia de alvos
terapéuticos isolados e validados, que possibilitem ensaios in vitro com enzimas. Outro aspecto
¢ arealizacdo de estudos computacionais, que também apresentam suas limitagdes, para prever
possiveis interacdes com o alvo molecular de interesse, resultaram em muitos casos, na
substituicdo do modelo baseado no alvo-terapéutico (do inglés target-based drug design) para

a abordagem fenotipica (GILBERT, 2013; GILBERT; LEROY; FREARSON, 2011). Inclusive
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diversos compostos com aplicacdo em DTNs que evoluem para estudos pré-clinicos e clinicos

sdo0 descobertos por meio desta abordagem (GILBERT, 2013).

Figura 24. Abordagem fenotipica na investigacdo antileishmania de compostos bioativos.
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Fonte: Autora (fotos ¢ desenho dos parasitos); materiais de laboratorio obtidos gratuitamente de Smart Servier
Medical Art.

A aplicac¢do deste método tem como premissa a triagem de bibliotecas de compostos
(do inglés screnning) ja sintetizados combinados com a realizacdo de ensaios bioldgicos, que
permitam obter resultados em diferentes formas do parasito, presentes no seu ciclo de vida. Os
ensaios podem ser feitos in vitro, com células ex vivo cultivadas in vitro, e in vivo (BRENK et
al., 2008). Diante disso, ¢ ressaltada a importancia de avaliar e selecionar os resultados
encontrados em modelo in vitro, para as formas clinicas relevantes ao estudo e doenga em
questdo, antes de avangar para os estudos com modelo in vivo.

A abordagem fenotipica aplicada na descoberta de novos compostos atende as
possibilidades e também limitagdes (por exemplo as econdmicas) muitas vezes encontradas em
grupos de pesquisa das universidades, principalmente aqueles que trabalham com doencas
negligenciadas, como as leishmanioses (FIELD et al., 2017; HENDRICKX; CALJON; MAES,
2019). Neste contexto ¢ observada a evolu¢do nos ensaios antileishmania in vitro nas
instituicdes académicas, que antes eram realizados com formas promastigotas e culturas
axénicas de formas amastigotas, e agora sdao avaliados sobre as formas amastigotas

intracelulares (com a utilizacdo de macrofagos murinos) ou ainda culturas 3D de esplendcitos
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(macrofago nuclear que migra para o baco) infectados permitindo assim uma maior
proximidade com manifestacdo da doenga (CALVO-ALVAREZ et al., 2015; OSORIO et al.,
2011).

Portanto, o grande desafio da abordagem fenotipica envolve a otimizacdo dos
compostos, com base apenas nos resultados dos ensaios biologicos, por isso a importancia dos
conhecimentos de quimica medicinal, para que as substituicdes em grupos ou nucleos
estruturais sejam realizadas de forma criativa e também com embasamento nas estratégias de

modificagao molecular.

14.2 ESTRATEGIAS DE MODIFICACAO MOLECULAR

O bioisosterismo ¢ uma estratégia de modificagdio molecular que possibilita a
substituicdo de um grupo ou um nucleo quimico, de propriedades fisico-quimicas; arranjo
estrutural semelhante; ou ainda atividade bioldgica semelhante pelo respectivo bioisostero, de
forma a observar a atividade bioldgica e posteriormente realizar um estudo de relagdo-estrutura
atividade (REA) em uma série de compostos. Através do bioisosterismo € possivel otimizar
estruturas quimicas, visando o aumento de seletividade e poténcia dos analogos, figura 25
(JAYASHREE; NIKHIL; PAUL, 2022; LIMA; BARREIRO, 2005).

A hibridizagdo molecular ¢ outra estratégia de modificacdo molecular resultado da
jun¢do de grupos farmacoféricos de interesse em uma estrutura quimica. Compostos hibridos
tem um grande potencial bioativo podendo apresentar atividade dual ou/e sinérgica
potencializando a atividade bioldgica de interesse (IVASIV et al., 2019; VIEGAS-JUNIOR;
BARREIRO; FRAGA, 2007).
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Figura 25. Estratégias de modificagao molecular, bioisosterismo ¢ hibridiza¢ao no planejamento de derivados

das neolignanas tetrahidrofuranicas de interesse (Veraguensina, Grandisina e Machilina G).

E Estruturas privilegiadas,
____________________ J

Neolignanas tetrahidrofuranicas

R,-Rg = -H, -OCH; -OCH,0-

|Bi0isosterism0 entre anéis| | Hibridizacao

N=N l l N-O
R, \ R, R, ) R,
&/N' /K)\
R, Rs R, Rs
R3 R6 R3 R6

Derivados triazdlicos com Anélogos isoxazolicos com
atividade antileishmania em formas atividade antileishmania em formas
promastigotas e amastigotas promastigotas e amastigotas

Cassamale et al., 2016 e Costa et al., 2016 Trefzger et al., 2018 e Neves et al., 2019

Fonte: Adaptado de TREFZGER et al., 2019 e DAS NEVES et al., 2019).

14.3 A REGRA DOS CINCO: DRUG-LIKE

A regra dos cinco de Lipinski ¢ muito utilizada no processo de descoberta de farmacos
(do inglés drug discovery), para determinar as caracteristicas inerente de uma molécula
considerada um farmaco (do inglés drug-like), ou seja, caracteristicas semelhantes a um
farmaco, e descreve algumas propriedades fisico-quimicas que permitem a projecdo da
biodisponibilidade oral de novos candidatos a farmacos (LIPINSKI et al., 1997). As
propriedades incluem o coeficiente de parti¢ao, peso molecular, HBD, HBA, e sdo diretamente
ou indiretamente envolvidos no processo de ADME (absorg¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo), tabela 5. As propriedades podem ser estimadas utilizando softwares ou de forma

experimental (MCKERROW:; LIPINSKI, 2017).
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Tabela 5. Regra dos cinco de Lipinski.

Propriedades Peso molecular HBD" HBA® Log P¢

(MW)?

<500 Da <5 5 —3

Legenda: a) MW: Peso molecular em daltons b) HBD: grupos doadores de ligagdo de hidrogénio; ¢c) HBA: grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio; d) Log P: coeficiente de particdo determinado por meio de software.

144 ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS NO PLANEJAMENTO DE NOVOS
CANDIDATOS A FARMACOS COM ATIVIDADE ANTILEISHMANIA
O termo “estrutura privilegiada” envolve a capacidade de um parte estrutural (do inglés
scaffold) em apresentar grupos farmacoforicos com possibilidade de ligagao aos multiplos alvos
terapéuticos, justificando a diversidade de aplicagcdes bioldgicas (EVANS ef al., 1988;
WELSCH; SNYDER; STOCKWELL, 2010).

Produtos de origem natural

Os produtos de origem natural (PNs) sdo considerados estruturas privilegiadas na
quimica medicinal, devido a diversidade de atividades bioldgicas relacionadas, sendo utilizados
muitas vezes como fonte de inspiracdo para o planejamento de novos compostos sintéticos
(MATHUR; HOSKINS, 2017).

As neolignanas sdo uma classe de metabolitos secundarios presentes nos PNs derivados
do acoplamento oxidativo de fenilpropanoides. Entre as possiveis atividades biologicas
descritas na literatura destacam-se: anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiviral, antifingica,
anticancer, antineurodegenerativa e antiprotozoaria (DAS NEVES et al., 2019; SILVA FILHO
et al., 2008; TREFZGER et al., 2019; ZALESAK; BON; POSPISIL, 2019). Sdo consideradas
estruturas complexas, no entanto o baixo peso molecular permite a realizagdo de novas
modificagdes a partir de seu scaffold (parte estrutural) privilegiado (ZALESAK; BON;
POSPISIL, 2019).

Neste contexto s3o destacadas as neoliganas tetrahidrofuranicas grandisina,
veraguensina e machilina G, que apresentam atividade antileishmania comprovada em estudos

in vitro (Figura 26).
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Figura 26. Estrutura privilegiada das neolignanas tetrahidrofuranicas Veraguensina, Grandisina e Machilina G.
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Fonte: elaborado pela autora.

Nucleo heterociclico e isoxazol

O ntcleo heterociclico ¢ considerado uma estrutura privilegiada e estd presente na
estrutura quimica de aproximadamente 85% dos compostos biologicamente ativos e em
farmacos disponiveis no mercado (Figura 27) (HERAVI; ZADSIRJAN, 2020). O ntcleo
heterociclico apresenta um grande potencial no desenvolvimento de séries de compostos com
atividade antileishmania, como o indol, benzimidazol, imidazol, tiofeno, triazol, oxadiazol,

isoxazol, entre outros (KAPIL; SINGH; SILAKARI, 2018; WELSCH; SNYDER;
STOCKWELL, 2010; ZHU et al., 2018).
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Figura 27. Farmacos disponiveis no mercado farmacéutico contendo o nucleo isoxazol na estrutura quimica.
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Fonte: elaborado pela autora.

Entre os anéis heterociclicos, os isoxazodis apresentam cinco membros com atomos de
oxigénio e nitrogénio nas posig¢des 1, 2 como constituintes do anel, enquanto as substitui¢cdes
ocorrem nas posigoes 3, 4 e 5, (Figura 28) (JOULE; MILLS, 2013; KUMAR; JAYAROOPA,
2013) possibilitando a adi¢do de padrdes de substituicdo com a finalidade de obter compostos
com maior seletividade, ou seja, com a¢ao seletiva aos parasitos (ZHU et al., 2018).

O nucleo isoxazol é considerado uma parte estrutural importante (do inglés building
blocks) populares no desenvolvimento de novos farmacos devido ao seu potencial terapéutico
como nas atividades antituberculose, anti-inflamatoria, antiviral, antimicrobiana entre outras
(AGRAWAL; MISHRA, 2018). A inclusdo do nucleo isoxazol na estrutura quimica pode
promover aumento da eficidcia, melhoria nas caracteristicas farmacocinéticas e menor

toxicidade (BARMADE et al., 2016).
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Figura 28. Nucleo isoxazol como estrutura privilegiada na quimica medicinal.
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Fonte: Autora

A literatura mostra a atividade in vitro de andlogos contendo o nucleo isoxazol e sua
potencialidade como agente antileishmania (DAS NEVES et al., 2019; TREFZGER et al.,
2019).

15 BRIEFING DO TRABALHO: PLANEJAMENTO DOS ANALOGOS
ISOXAZOLICOS DE INTERESSE E SUA APLICACAO

O nosso grupo de pesquisa realiza o planejamento de compostos sintéticos com foco em
doencas negligenciadas, sendo a leishmaniose cutanea uma das principais linhas de pesquisa
relacionada a atividade bioldgica. O desenho e planejamento da série de compostos neste
trabalho, foi inspirada nas neoliganas tetrahidrofuranicas, veraguensina, grandisina e machilina
G.

Por meio de estratégias de modificagdio molecular como o bioisosterismo e a
hibridiza¢ao molecular, foram sintetizados analogos triazois a partir do scaffold presente nessas
neolignanas (CASSAMALE et al., 2016; COSTA et al., 2016). Os resultados obtidos no estudo
anterior, demonstraram a atividade antileishmania in vitro dos triazéis, e despertou o interesse

do nosso grupo em investigar se o bioisosterismo entre anéis triazois e isoxazois impactaria na

atividade bioldgica.
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Os analogos isoxazo6is foram considerados mais ativos que os triazois com atividades
excelentes em formas amastigotas intracelulares (DAS NEVES et al., 2019). Com isso, surgiu
a pergunta “Sera que os analogos mais ativos apresentariam atividade in vivo?”

Paralelamente a este estudo, sintetizamos e testamos um analogo clorado desta série de
isoxazodis que também se mostrou ativo contra as formas amastigotas intracelulares (Figura 29).
Com isso foi possivel planejar este trabalho, que apresenta duas etapas: avaliar a atividade in
vivo dos andlogos isoxazdis mais ativos in vitro e avaliar a atividade antileishmania in vitro e

in vivo da nova série de isoxazois clorados derivados das neolignanas tetrahidrofuranicas.

Figura 29. Planejamento estrutural de novos analogos isoxazois clorados.
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Fonte: Autora.

16 ESTUDOS PRE-CLINICOS PARA LEISHMANIOSE CUTANEA

A triagem primaria (do inglés screnning) de uma biblioteca de compostos ocorre com
as formas promastigotas e amastigotas intracelulares (Tabela 6), investigacdo da citotoxicidade
em células, em conjunto com a analise de pardmetros fisico-quimicos e outros métodos in silico
que permitam ampliar a compreensdo em relagdo aos compostos testados. A atividade in vivo é
a proxima etapa, sendo o parametro de eficacia estabelecido através da observacdo da carga
parasitaria e tamanho da lesdo em comparagdo com o grupo controle infectado e ndo tratado

(CARIDHA et al., 2019).
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Tabela 6. Resumo dos protocolos experimentais com as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.

Ensaio
Promastigotas Amastigotas intracelulares
Iné6culo 2x10° 4x106
Meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich®) RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®)

suplementado  10%  penicilina

estreptomicina e 20% de soro fetal

suplementado 1%  penicilina

estreptomicina e 20% de soro fetal

bovino bovino
Célula Macrofagos  peritoneais  (1x10°
- células por pogo) de camundongos
BALB/c
Concentraciao dos compostos Diluicao seriada 50pg/ml-  50pg/ml-0,625 pg/ml
0,78ug/ml
Tempo de tratamento 72 h 24 h

Técnica

MTT (Sigma-Aldrich®), leitura
em leitor de microplacas com
densidade 6tica de 540nm ou 570

nm

Leitura em microscopio otico de
200 células, indicando a auséncia
ou presenga de formas amastigotas

através da contagem

Tempo para resultado

Curto

Longo, dificil

Referéncias: (DAS NEVES et al., 2019; TREFZGER et al., 2019).

16.1 ASPECTOS RELEVANTES DO MODELO IN VITRO

Os ensaios in vitro, com células, tecidos, enzimas, ou organismo isolado sdo
considerados a etapa inicial da triagem (do inglés screnning) de compostos, permitindo a
identificacdo de candidatos promissores para estudos in vivo (CARIDHA et al., 2019).

No processo de desenvolvimento de novos candidatos a farmacos para Leishmania spp.,
¢ crucial que os mesmos apresentem atividade na forma intracelular do parasito. Com isso, 0s
ensaios in vitro com as formas amastigotas intracelulares sao fundamentais na determinagao da
atividade antileishmania de uma série de compostos (CROFT, 2017; LAMOTTE et al., 2017).

J4

Desta forma, um farmaco ¢ considerado ativo quando apresenta capacidade de
ultrapassar as membranas, acessar as formas amastigotas que residem em vacuolos
parasitoforos no interior dos macréfagos, que ¢ um microambiente acidico (pH aproximado 5,5)
e promover a morte dos parasitos por si proprios, por ativacdo dos macrofagos ou ainda por
meio de outros mecanismos de acdo desconhecidos (CROFT, 2017; LAMOTTE et al., 2017).
Além disso, um candidato deve apresentar baixa toxicidade para a célula hospedeira,

pois a morte prematura dessas células pode sugerir possivel atividade toxica durante ensaios in

vivo ou clinicos.
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No entanto, ¢ importante ressaltar que o comportamento in vitro de um composto pode
diferir dos resultados obtidos no estudo in vivo com modelo animal. Neste caso a complexidade
¢ ainda maior, levando em consideragdo aspectos como a forma farmacéutica, a via de
administracdo, biodisponibilidade, metabolismo entre outros (MEARS et al., 2015).

Nesse sentido, os estudos in vitro representam uma importante ferramenta cientifica
para fornecer informacdes relevantes no planejamento de futuros candidatos contra a

leishmaniose induzida experimentalmente em modelo animal.

16.2 CICLO BIOLOGICO IN VITRO

A atividade antileishmania in vitro € avaliada tanto sobre as formas promastigotas como
amastigotas de Leishmania spp. E possivel realizar o isolamento de formas amastigotas de um
modelo animal com infec¢do induzida experimentalmente, como da lesdo cutdnea. Em seguida,
as formas promastigotas podem ser mantidas em meio de cultura especifico (como o meio de
cultura Schneider), havendo a necessidade da renova¢ao da cultura, semanalmente, pela adi¢ao
de meio de cultura fresco em uma pequena fragdo da cultura anterior, este processo ¢
denominado de passagem. Ao realizar as passagens semanais, ¢ adicionado meio de cultura
escolhido ¢ uma fracao da cultura anterior (BATES, 1994; BUSSOTTI et al., 2018; CARIDHA
et al., 2019). Com isso, o numero de passagens esta relacionado a quantas vezes a cultura foi
subcultivada. Este dado ¢ importante pois o extensivo subcultivo das espécies pode diminuir a
infectividade das formas promastigotas metaciclicas in vitro (BUSSOTTI et al., 2018;
CARIDHA et al., 2019).

O ciclo de vida in vitro do parasito tem periodo de 7 dias, ou seja, ap0s o terceiro dia de
cultura as formas promastigotas estdo na fase log (crescimento exponencial) e a partir do quinto
dia iniciam a fase lag (estaciondria). E nesta fase que as formas promastigotas apresentam-se
em um momento ideal para realizacdo dos experimentos in vitro com a infec¢cao de macrofagos
e obten¢do das formas amastigotas intracelulares (BATES, 1994).

As formas amastigotas ainda podem ser cultivadas como culturas axénicas em
condi¢des especificas como o pH 5.5 e temperatura de 37 °C, a partir da cultura de formas
promastigotas e assim serem utilizadas para a infeccdo de macrofagos murinos in vitro (AL-

BASHIR; RASSAM; AL-RAWI, 1992; CALLAHAN et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2002).
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16.3 ESTUDOS PRE-CLINICOS EM MODELO IN VIVO

Os ensaios in vivo com modelos animais, t€ém como principio a indugdo de uma condi¢ao
clinica, neste caso a leishmaniose cutanea, que irdo produzir sintomas a serem observados, €
tratados com compostos bioativos (MEARS et al., 2015).

Estes estudos, apesar de mais complexos, contribuem para a obtencdo de respostas em
relagdo a atividade farmacoldgica, estudo aprofundado dos pardmetros farmacocinéticos
(ADMET: absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excrecdo e toxicidade) envolvidos e
identificacdo de outros aspectos ndo observados nos ensaios in vitro, como por exemplo o
acompanhamento da lesdo e taxa de sobrevivéncia pos-tratamento. Diante disso, os ensaios in
vivo sdo relevantes para que um candidato a firmaco avance nos estudos clinicos, pois permitem
a obten¢do de informagdes das possiveis interagdes com o um sistema biologico antes do teste
em humanos, principalmente aqueles relacionados a seguranga (CARIDHA et al., 2019;

MEARS et al., 2015).

164 MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO IN VIVO

A escolha do modelo experimental é de extrema importancia, de forma que a condi¢ao
induzida experimentalmente, aproxime-se o maximo do que seria observado no hospedeiro
humano (BHATTACHARYA et al., 2020).

A atividade biologica observada em um modelo animal in vivo, ndo garante a efetividade
em ensaios clinicos com humanos (CROFT; SEIFERT; YARDLEY, 2006). Isto é decorrente
da dificuldade de validagdo de modelos experimentais, devido a dados incompletos sobre a
correlacdo dos mecanismos entre a doenga em humanos e no modelo animal (MEARS et al.,
2015).

Em relacdo as leishmanioses, o modelo animal escolhido depende da cepa de
Leishmania a ser utilizada e da manifestacdo clinica de interesse induzida no experimento. As
espécies L. amazonensis € L. braziliensis sdo as principais causadoras da LC no Brasil
(BRASIL, 2017). A cepa de L. amazonensis apresenta maior facilidade para manutengdo em
cultura e de infecgdo experimental quando comparada a L. braziliensis, demonstrando o
predominio de seu uso como cepa padrdo. Além disso, a L. braziliensis apresenta melhor
resposta em outros modelos como hamsters (Mesocrisetus auratus) ou em primatas
(CUPOLILO et al., 2003).

Estudos in vivo para LC utilizam de forma majoritaria, roedores como modelo
experimental devido a susceptibilidade aos parasitos apresentada por diversas espécies. Diante

disso, o uso de animais inbred (colonias produzidas por no minimo vinte geragdes de
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cruzamentos consanguineos) permite a obtengdo de resultados mais homogéneos em relagdo as
manifestagdes vinculadas a variabilidade genética em infec¢des induzidas experimentalmente.
Apesar de ndo apresentar caracteristicas idénticas a manifestacdo da doenca em humanos, ainda
¢ o modelo mais apropriado disponivel para estudo (MEARS et al., 2015).

O modelo tradicional para cura de lesdo de pata ou dorso (testes primarios para LC)
utiliza camundongos BALB/c ou hamsters Syrian Golden; camundongos atimicos ou SCID
(camundongos com imunodeficiéncia combinada grave) sdo utilizados como modelo priméario
para LV; e cdes (modelo secundéario LC e LV) (CRUZ-CHAN et al., 2014; PIRMEZ et al.,
1988) e primatas ndo humanos como modelo tercidrio para LV (como macaco Rhesus) (DE
CAMPOS et al., 2010; GAMBOA et al., 2008; GOMES-SILVA et al., 2013; MEARS et al.,
2015; RIBEIRO-ROMAO et al., 2014).

O uso de roedores na descoberta de firmacos para LC permite obter informagdes sobre
a resposta de compostos em um modelo in vivo de forma preliminar, sendo os estudos com
modelo primata ndo humano mantidos para os estudos finais de seguranca e eficicia (MEARS
etal., 2015).

A tabela 7 mostra o levantamento de trabalhos na literatura envolvendo a atividade
antileishmania in vivo com séries de compostos e algumas informagdes sobre os protocolos

experimentais utilizados.

16.5 PADRONIZACAO DO INOCULO

O inoculo padrdo é de 1x10° parasitos/ml injetados por via subcutinea. O principal
local de administrag@o do in6culo, em estudos de screnning de farmacos, ¢ no coxim plantar de
camundongos, permitindo o acompanhamento do tamanho da lesdo semanalmente e da carga
parasitaria através da metodologia de diluig¢do limitante . Ainda o in6culo pode ser realizado na
base da cauda ou orelha dos roedores, sendo neste ultimo possivel o estudo da infec¢ao natural,
em que a mesma ¢ induzida por meio de flebotomineos pelo repasto sanguineo (MEARS et al.,

2015).

16.6 LIMITACOES DO ENSAIO IN VIVO PARA LC EXPERIMENTAL

As limitacdes dos estudos in vivo com leishmaniose murina experimental sdo
relacionadas ao longo periodo de incubagao para a observagado dos resultados, método invasivo
de tratamento, elevado custo (devido ao uso de animais, custo para manutengdo, materiais para

experimento); presenca de inflamac¢do e/ou infec¢des secundérias que interferem na andlise da
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eficacia em relagdo ao tamanho da lesao (CROFT; SEIFERT; YARDLEY, 2006; MEARS et
al., 2015).

Ainda assim, ¢ importante ressaltar que o modelo animal ¢ fundamental para os avangos
cientificos na area de desenvolvimento de novos farmacos para LC fornecendo resultados

preliminares sobre os compostos testados.



Tabela 7. Trabalhos contendo ensaios antileishmania in vivo em modelo murino experimental.
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Referéncia Composto Protoc Modelo N Cepa Inéculo Via de Dose Tempo Tempo de Controles Observacio
olo experimental administracio de tratamento
do inéculo infec¢iio
(CROFT; EVANS; Plumbagina in vivo BALB/c - L. amazonensis - - CT: SC 16 mg/kg/15 dias - - -
NEAL, 1985) fémeas CT: 1% topica 0,02 mL/15
dias
(MPRO/BR/72/
M1845;LV78)
(FOURNET et al., Derivados de plumbagina  in vivo BALB/c 8-10 L. amazonensis 10° SC no coxim CT: Plumbagina: 10 - 1 vez/ dia/ 14 Glucantime® -
1992) /8 semanas amastigotas plantar direito mg/kg/dia 3,3'- dias
fémeas ou obtidas de biplumbagina: 50
machos (IFLA/ BR/67/PH 8) hamsters mg/kg/dia 8,8'"-
infectados biplumbagina:50
mg/kg/diaGlucantime®:
400 mg/kg/dia
(DA CUNHA- Naftopterocarpanquinona  in vivo BALB/c 6 L. amazonensis 2x10° SC no coxim SC, intralesional - 1 vez/ dia por 5 Glucantime®  DL: pata
JUNIOR et al., in vitro fémeas 6 (MHOM/BR/77/LTB0016) plantar direito CT: 15 pg/ Kg/dia dias na semana
2011) semanas CT:IP 4,5 mg/Kg/dia 85 dias - 105
CT: oral 4,5 mg/Kg/dia dias
Glucantime®
17 mg Sb>*/kg/dia
(DE ARAUJO et Bis-2-hidroxi-1,4 in vivo BALB/c L. 10° SC orelha direita IP: CT ou Glucantime® a - 28 dias Glucantime® Orelha, LNd
al.,2014) naftoquinonas in vitro fémeas — 6 amazonensis (MHOM/BR 30 pmol/kg dia
substituidas semanas /77/LTB0016
(SOUZA-SILVA et Epoxi lapachona In vitro BALB/c L. amazonensis 10° SC no coxim Dorso CT: 0,44, 0,09, ¢ - 1 injegdo/ dia/l Glucantime®  DL: pata
al.,2015) In vivo 6-8 semanas MHOM/BR/73/ LTB0016) plantar esquerdo 0,02 mM — 0,5 ml/animal. semana
(OLIVEIRA et al., Derivados de oxirane In vitro BALB/c L. amazonensis 10* SC no coxim Dorso CT: - - Glucantime®  DL: pata
2018) In vivo 5-7 semanas MHOM/BR/73/ LTB0016) plantar esquerdo 22,7 mg Sb(V)Kg/dia 2,27
mg Sb(V)/Kg/dia 0,23 mg
Sb(V)/Kg/dia 11,4
mg/Kg/dia, 1,14 mg/Kg/dia
¢ 0,11 mg/Kg/dia
(GONCALVES- Oxiranes e antimoniato in vivo BALB/c 5 L. amazonensis 10° SC no coxim SC, C: 0,23 mg 6 Variado Glucantime®  DL: pata e
OLIVEIRA et al., de N-metilglucamina 5-7 semanas MHOM/BR/73/ LTB0016) plantar esquerdo Sb(V)Kg/dia 2,27 mg semanas LNd
2019) Sb(V)/Kg/dia 22,7 mg de
Sb(V)/Kg/dia

CT1:0,23 mg/kg/dia
2,27 mg/kg/dia
22,7 mg/kg/dia
CT2:0,11 mg/kg/dia
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(SOYER etal.,
2019)

(TAVARES et al.,
2019)

(MENDONCA et
al., 2019)

(SOUSA etal.,
2019)

(ARAUJO et al.,
2019)

(PERALTA et al.,
2021)

(LOZANO et al.,
2021)

Cloroquinolina

Fluoroquinolina

Naftoquinona
incorporada em
pluronic®F127 (sistema
micelar)

Cloroquinolina

Lapachol

Eudragit EPO

Extrato de Prosopis
strombulifer

in vivo
in vitro

In vivo
In vitro

In vivo

in vivo
in vitro

in vivo
in vitro

in vivo
in vitro

In vivo

BALB/c
fémeas

BALB/c
fémeas

BALB/c
fémeas 8
semanas

BALB/c
fémeas

BALB/c
fémeas 8
semanas

BALB/c
fémeas

BALB/c
machos

L.amazonensis

L.amazonensis

L.amazonensis

L.amazonensis

L. infantum

L.amazonensis

L.amazonensis

MHOMY/BR/73/M2269

L.amazonensis

(MHOM/VE/84/MEL)

10°

10°

107

10°

10°

1-2x107

10°

SC na base da
cauda

SC na base da
cauda

SC na base da
cauda

SC na base da
cauda

SC na base da
cauda

SC na base da
cauda

SC no coxim
plantar direito

1,14 mg/kg/dia
11,4 mg/kg/dia

SC, C:5 mg/Kg
CT: 1 mg/Kg
(50uL)

SC, C:5 mg/Kg
CT: 1 mg/Kg
(50uL)

SC, C: 5¢ 10 mg/Kg
Ambisome® IV: 2 mg/Kg
Anfo B IP: 1 mg/Kg
Micela, SC: 10 mg/Kg
Salina, SC: 50 pL

SC, C: Anfo B 1 mg/Kg
CT: 5 mg/Kg

CT: 25 mg/kg via oral
Anfo B: 5 mg/kg IP
PBS: via oral

Topico — gel com 2 mg de
CT

Oral:

C: Glucantime® IP por 30
dias, 400 mg/Kg/dia

CT: 150 mg/Kg/dia

50 dias

60 dias

50 dias

60 dias

30 dias

5

semanas

1 vez/ dia por 10
dias

1 vez/ dia por 10
dias

1 vez/ dia por 15
dias

1 vez/ dia por 7
dias

1 vez/ dia por 10
dias

2 vezes/dia/5dias

na semana/ 22
dias
10 semanas

Anfo B

Anfo B

Anfo B

Ambisome®

Anfo B

Anfo B

Glucantime®

DL: tecido
infectado,
LNd, bago e
figado

DL: tecido
infectado,
LNd, bago e
figado

DL: tecido
infectado,
LNd, bago e
figado

DL: tecido
infectado,
LNd, bago e
figado

DL: tecido

infectado,
bago e figado

Legendas: as referéncias citadas acima foram pesquisadas na base de dados Web of Science com as palavras: in vivo AND antileishmanial activity. Abreviagdes: (SC)
Subcutanea; (CT) composto teste; (C) controle; (IP) intraperitoneal; (IV) intravenoso; (Sb V): antimoniato de N-metilglucamina; (Anfo B) anfotericina B; (DL): dilui¢ao
limitante; (LNd): linfonodo drenante.


https://www-sciencedirect.ez51.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/eudragit
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CONSIDERACOES

A leishmaniose cutidnea ¢ uma doenca que limita as condi¢des de vida dos individuos
acometidos com caracteristicas psicossociais e econdmicas marcantes. Os farmacos
disponiveis para o tratamento apresentam efeitos adversos que limitam a adesdo a
farmacoterapia. Além disso, existe a resisténcia dos parasitos associada aos farmacos
disponiveis ao tratamento.

Com isso ¢ relevante a busca por desenvolver novos farmacos com atividade
antileishmania embora o processo de planejamento e descoberta apresente grandes desafios.
Assim ¢ ressaltada a importancia de estudos de investigagdo da atividade pré-clinica in vitro e

in vivo de novos compostos com potencial terapéutico contra as leishmanioses.
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ANEXO: CERTIFICADO CEUA (COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL)

Servigo Plblico Federal
L Ministério da Educagao
Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Sintese e atividade biologica in vitro e in vivo de analogos
isoxazolicos derivados de neoliganas sobre Leishmania spp”, registrada com o n° 1.071/2019, sob a responsabilidade
de Adriano Cesar de Morais Baroni - que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFMS, na 6* reunido ordinaria

do dia 29/08/2019.

FINALIDADE () Ensino (x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 15/03/2019 a 15/03/2022
Espécie/Linhagem/Raga IMus musculus /| BALB/c
N° de animais 266
Peso/Idade I~ 20g / 4 semanas
Sexo Fémeas
Origem IUT-Biotério/UFMS

Fabio José Carvalho Faria
Coordenador da CEUA/UFMS

Campo Grande, 06 de setembro de 2019.

o Documento assinado eletronicamente por Fabio Jose Carvalho Faria, Professor do
Sel! @ Magisterio Superior, em 06/09/2019, as 14:42, conforme horério oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro
de 2015.
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