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Abstract

Leishmaniasis: Therapeutic Options and Molecular Targets

Leishmaniasis is a parasitic disease caused by protozoan genus
Leishmania. It is an endemic iliness that encloses 80 countries, including some of
European continent and more than, mainly, underdeveloped or in development
countries. In this revision it is discussed on the old and current therapeutical options,
focusing mechanisms of action and resistance, pharmacokinetics, toxicity and
potential specific molecular sites of the parasites (e.g.: enzymatic and transport
systems, glycosomes, heme group, tubulin proteins), for which antileishmanial activity
is possible to carry through rational approach in the new drugs development.
Additionally, the attempts of application of other pharmacological groups in the
treatment of leishmaniasis are cited (e.g.. antineoplasic drugs, organometalic
substances derivatives of iridium and the rhodium, quinolinic substances, imidazolic
derivatives, natural products and other chemotherapeutical drugs).
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INTRODUCAO

Calazar indiano, botéo do oriente, ferida brava, uUlcera de Bauru, uta e Ulcera
dechiclero sédo alguns dos nomes populares de lesbes associadas a Leishmaniase.
Afeta mais de 80 paises, sendo que cerca de 1,5 bilhdo de pessoas se encontram
em areas de risco, 12 milhdes de pessoas infectadas e mais de 400.000 casos sdo
reportados anualmente (AMATO et al, 200; DARDARI et al, 2004).

No Brasil, a Leishmaniase atinge 19 estados, sendo que mais de 90% dos
casos humanos da doenga se concentram na regido nordeste, havendo ainda focos
importantes na regido Centro-Oeste, Norte e Sudeste.

Embora apresente baixa mortalidade, apresenta alta morbidade,
intensificando ainda mais sua associacdo as desigualdades sociais, ja que reduz
drasticamente a qualidade de vida dos infectados.

Entre as principais causas do aumento da incidéncia, temos a devastagéo das
florestas e aumento da populacdo, falta de saneamento e higiene, bem como
imunossupressao e desnutricdo, que implicam na maior suscetibilidade do
hospedeiro (ASHFORD, 2000).

As manifestacdes clinicas da doenca séo variaveis, dependendo da viruléncia
da espécie infectante, susceptibilidade do hospedeiro e co-infec¢des. Podendo ser
dividida em trés grupos principais (DARDARI et al, 2004).

) Leishmaniase visceral: conhecida como Calazar, € a forma mais grave,
sendo sistémica pode atingir figado, baco e medula Gssea, levando o paciente a
morte.

i) Leishmaniase cutédnea caracteriza-se por Uulceras crdnicas na pele,
desenvolvidas no local da picada do inseto vetor.

iy Leishmaniase mucocutanea caracteriza-se por Ulceras cronicas similares a
forma cutanea, porém tendem a reaparecer mesmo apo0s cicatrizacdo em mucosas
do nariz e da boca, em geral associadas a infec¢cdes secundéarias levando a

destruicdo de grandes extensdes de tecido.
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ARSENAL TERAPEUTICO

O arsenal terapéutico disponivel para tratamento da Leishmaniase é bastante
precario existindo, até o presente momento, dois grupos de medicamentos em uso:
0S antimoniais e 0s nao-antimoniais.

O tratamento bésico da doenca consiste na administracdo de estibogluconato
sbédico (Pentostan®), antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®), ambos
drogas de primeira geracdo e pentamidina ou anfotericina B, ambos de segunda
geracdo (DEMICHELI et al, 2002; SERENO et al, 2000).

2.1 ANTIMONIAIS

Embora sejam os farmacos de primeira escolha, apresentam eficacia limitada
e algumas vezes significante toxicidade e efeitos adversos (AMATO et al, 2000).

Dentre os compostos antimoniais (Fig. 1), destacam-se os complexos de
antimonio trivalentes tais como o tartarato antimonial de potéssio (Tartarato emético),
antimoniato de bis-catecol-3,5-dissulfonato sddico (Stibophen®, Repodral®,
Fuadina®) e tioglicolato de sodio e antimbnio, bem como antimoniais pentavalentes,
como e antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®, antimoniato de meglumina),
gluconato de antiménio(V) sddico (Pentostan®, Solustibosan®, estibogluconato
sédico) e uréia estibamina (Estibamine) (RATH et al, 2003). Entretanto, devido a
cardiotoxicidade e intolerancia gastrintestinal dos antimoniais trivalentes, Sb(lll), sdo
0s antimoniais pentavalentes, Sb(V) que apresentam maior uso terapéutico. Entre os
medicamentos antimoniais mais consumidos no mundo, destacam-se o Pentostan®
(Glaxo Wellcome), Glucantime® (Rhone-Poulenc-Rohrer) e ou Solustibosan®
(Bayer) (SERENO et al, 2000).
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Fig. 1 — Estrutura quimica de antimoniais leishmanicidas

O Glucantime® é produzido e comercializado em paises de lingua francesa e
espanhola, enquanto o Pentostan® é distribuido principalmente nos paises de lingua
inglesa.

No Brasil o medicamento antimonial de escolha & o antimoniato de N-
metilglucamina, o qual, se administrado de forma continua e posologicamente
adequada, é eficaz ao tratamento dos trés grupos de leishmaniase. Por sua vez,
baixas dosagens e tratamentos descontinuos levam a falhas na terapia e ao
aparecimento de formas resistentes (RATH et al, 2003).

A farmacocinética de antimoniais pentavalentes administrados via
intramuscular pode ser dividida em trés fases, sendo a fase inicial de absor¢do com
meia vida de 0,85h, seguida por uma fase de eliminacdo rapida com meia vida de
2,02h e finalmente, uma fase de eliminacdo mais lenta com meia vida de cerca de 76
h. Por outro lado, quando administrado intravenosamente, cerca de 80% do
antimonial pentavalente € eliminado em até 8h.

A combinacdo entre antimoniais e interferon-gama ou alopurinol, tem sido
proposta como alternativa para melhora da eficacia terapéutica destes compostos
(AMATO et al, 2000).
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Mecanismo de Acao e Resisténcia

O mecanismo de acgdo de antimoniais pentavalentes no combate a
Leishmania é ainda controverso e pouco compreendido (CHAI et al, 2005).

Considerando o potencial de reducao do Sb(V) em sistemas biolégicos, o
mecanismo de oxirreducdo € uma das hipoteses consideradas, sendo proposto a
reducao in vivo de complexos Sb(V) para compostos mais toxicos de Sb(lll).
Destaca-se ainda o papel de grupos tiol, comuns em biomoléculas contendo cisteina,
gue tem sido implicado nesta conversdo (CHAI et al, 2005; DEMICHELI et al, 2002).
Entretanto, outros estudos indicam que o papel do Sb(lll) estaria muito mais
associado a toxicidade, que propriamente a atividade especifica anti-leishmaniase
(DZAMITIKA et al, 2006).

Por outro lado, tem sido proposto também, como mecanismo de acado, a
capacidade do Sb(V) de formar complexos com nucleotideos, interferindo no seu
metabolismo e inibindo a topoisomerase do parasito (DEMICHELI et al, 2002). Esta
hip6tese é consolidada pelo fato de que os nucleosideos e polinucleotideos
apresentam elevado numero de funcBes oxigenadas e nitrogenadas, que se
constituem em sitios doadores potenciais para ions metalicos.

Em contrapartida, ao contrério das células de mamiferos, 0s protozoarios sdo
incapazes de sintetizar purinas de novo. Para tanto, 0s parasitos utilizam
mecanismos bioquimicos alternativos, que tem como ponto de partida a translocacao
de purinas pré-formadas. Esta estratégia de producdo de purinas, exarcebada em
Leishmania, pode também contribuir para formacado de complexos Sb(V)-purina, os
quais por sua vez teriam influéncia deletéria em toda bioquimica do DNA (CHAI et al,
2005).

Estudos de cinética de formacdo de complexos entre misturas contendo
antimoniato de potéssio e derivados da adenina comprovam esta teoria. Constatou-
se, por ressonancia magnética (NMR) e dicroismo circular (CD), a formacdo de
complexos de Sb(V) com adenosina e adenosina monofosfato, predominantemente,
via residuo ribose. Este fato presume a possibilidade de interacbes com outras
biomoléculas que contenham ribose, tais como guanina, uracila, citosina,
hipoxantina, bem como alguns dinucleotideos (DEMICHELI et al, 2002).

Outra hipétese aventada, diz respeito a formacéo de complexos entre Sb(V) e
guanosina 5’-difosfato-D-manose (5’-GDP)ou outros glicoconjugados ricos em
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manose, sintetizados por este parasito e amplamente distribuidos sobre sua
superficie celular. Por sua vez, a formagdo mono-adutos e bis-adutos entre Sb(V) e
5’-GDP-manose ou outros glicoconjugados interfere na viruléncia do parasito (CHAI
et al, 2005).

Outra associacao que se faz ao provavel mecanismo de acdo dos compostos
metalicos em geral diz respeito a inibicdo da enzima superoxido dismutase (SOD),
cuja atividade e importancia aumentam em parasitos infectantes. Tal inibicdo levaria
por sua vez, a um aumento do nivel de radicais superoxido e morte do parasito
(RAYCHAUDHURY et al, 2005).

Outrossim, a maioria dos estudos relatados € voltada a formas promastigotas,
as quais sdo predominantes no vetor, sendo que o estudo com formas amastigotas
seria clinicamente mais relevante, jA que esta € a forma predominantemente
infectante em humanos.

Neste contexto, o estudo com linhagens resistentes de formas amastigotas
pode também ajudar a elucidar estes mecanismos (SERENO et al, 2000).

Quanto ao desenvolvimento da resisténcia, observa-se que uma vez
estabelecida para complexos trivalentes, ha alta incidéncia de resisténcia cruzada
para complexos pentavalentes, porém surpreendentemente ha aumento da
suceptibilidade a drogas de segunda geragdo como pentamidina e anfotericina B

(SERENO et al, 2000).

Uma possivel explicacdo para este fato estd no envolvimento de sistemas de
transporte distintos para compostos antimoniais e farmacos organicos (DZAMITIKA
et al, 2006; OUELLETTE et al, 1998).

Pentamidina

A descoberta da atividade terapéutica desta diamida no tratamento da
leishmaniase e outras parasitoses, pertencentes a mesma familia, como a
tripanossomiase gambiense ou rodesiana, € mais um exemplo da presenca do acaso
na descoberta de novos farmacos.

A pentamidina (Fig. 2) é a droga de segunda escolha, mais comumente
recomendada, embora também apresente efeitos adversos significantes e requeira a
administracdo parenteral. De carater catibnico, pode apresentar-se na forma de

isotionato ou cloridrato.
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Fig. 2 — Estrutura quimica da pentamidina.

A pentamidina (Lomidina®) é uma molécula de grande interesse no
tratamento de leishmaniase visceral e mucocutédnea refrataria a antimoniais
pentavalentes (AMATO et al, 2000). A alta toxicidade desta droga, com relatos de
morte repentina, € um fator limitante de seu emprego terapéutico. Dentre o0s
principais efeitos adversos ou colaterais, estdo a hipoglicemia, hipotenséo,
alteracOes cardioldgicas e nefrotoxicidade (RATH et al, 2003).

Para o mecanismo de acdo da pentamidina a teoria mais aceita tem sido a
inibicdo da topoisomerase mitocondrial (KRAMP et al, 2005).

Outra hipotese, diz respeito a interferéncia de diamidinas aromaticas (ex.
berenil e pentamidina) sobre sistemas de transporte poliaminicos, biomoléculas de
importancia em varios processos bioquimicos da fisiologia celular (BASSELIN et al,
2000). O mecanismo molecular esta associado a inibicdo nao-competitiva da
recaptura de poliaminas (ex. espermidina, espermina, putrescina e arginina) e
inibicdo direta da S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC), enzima envolvida
na biossintese da espermidina, sendo que estudos quantitativos de relacdo estrutura
atividade (QSAR) mostraram que a inibicdo da recaptura (uptake) é proporcional a
distancia entre grupos aminos dos substituintes amidino. Outro mecanismo proposto
€ a inibicdo direta da S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC), enzima
envolvida na biossintese da espermidina (REGUERA et al, 2005).

O mecanismo de resisténcia pode estar associado a um decréscimo do
potencial da membrana mitocondrial com reducdo do acumulo do farmaco em
terapias prolongadas (MUKHERJEE et al, 2006).

Anfotericina B

A anfotericina B (Fig. 3), um antibiético macrolidico, derivado de uma cepa de
Streptomyces nodosus, pertence ao grupo dos farmacos leishmanicidas de segunda
geracao e é usada extensivamente no caso de falhas no tratamento com compostos

antimonais. Apesar de sua elevada toxicidade e do fato de também requerer
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administracdo parenteral, a anfotericina B tem sido proposta como agente
terapéutico de escolha para leishmaniase visceral e infec¢do sistémica por fungos
(AMATO et al, 2000; SERENO et al, 2000).
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Fig. 3 — Estrutura quimica da Anfotericina B.

O mecanismo de acdo, assim como da toxicidade, envolve a formacédo de
poros artificiais ao longo da membrana celular do parasito e hospedeiro, alterando a
permeabilidade seletiva a cations e levando a morte celular (COHEN, 1998). No caso
da Leishmania, a letalidade do antibiético é agravada por lise coloidal osmética
devido ao influxo idnico exacerbado. Ja no caso dos fungos, embora a parede celular
reduza este influxo osmotico, a alteracdo do pH interno devido a permeabilidade a
H'/OH", leva também a danos celulares (COHEN, 1998).

A anfotericina B também interfere na sintese do ergosterol, um importante
componente de membrana (DOGRA & SAXENA, 1996).

ALVOS MOLECULARES POTENCIAIS

Falhas no tratamento especialmente no caso do calazar, leishmaniase
cutanea difusa ou em areas de mucosa, justificam maior nimero de contribuicdes
focando novos alvos moleculares potenciais.

As falhas na terapia sdo ainda mais frequentes quando decorrentes de co-
infecgdo com virus HIV ou outras deficiéncias de natureza imunoldgica, fisioldgica ou
farmacologica. A partir do sequenciamento do DNA da Leishmania sp, pretende-se
chegar a descoberta de novas técnicas terapéuticas e de diagndstico, vacinas e,
principalmente, a novas drogas para o cao e para o homem (LORENET et al, 2005;
PURI et al, 2005).

Uma estratégia racional para busca de novas moléculas antiparasitarias € a

exploracdo das diferencas bioquimicas entre parasito e a célula do mamifero
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hospedeiro. Outrossim, a filogenética indica que os tripanossomatideos apesar de
eucariotos apresentam diferencas consideraveis no que diz respeito a organizagao
celular quando comparados a células de mamiferos (BARRET et al, 1999).

— interessante ressaltar que, dada a capacidade mutante destes parasitos, a
idealizacdo de inibidores menos especificos pode ser mais vantajosa (DOERIG et al,
2002).

O género Leishmania agrupa espécies de protozoarios flagelados
unicelulares, digenéticos (heteroxénicos).

A reproducdo destes parasitos se faz por fissdo binaria (Lainson, 1985),
ocorrendo seja no interior do flebotomineo vetor ou em macrofagos. Porém, como
em outros tripanossomatideos (Tait, 1980), tem sido observada a presenca de
organismos heterozigotos (Maazoun et al., 1981; Le Blanqg et al.,, 1986; Bonfante-
Garrido et al., 1992), bem como a formacéao de hibridos (Evans et al., 1987; Darce et
al., 1991; Cupolillo et al., 1991), fusdo celular entre organismos (Lanotte & Rioux,
1990) e a amplificacdo e/ou delecdo de genes, sugerindo que a evolucdo destes
parasitos esteja associada com recombinacdo genética (Cupolillo et al. 1997). No
entanto, o conceito que ainda é mais aceito € de que a variabilidade genética em
Leishmania depende essencialmente da ocorréncia de mutagbes recorrentes
(Lainson & Shaw, 1987).

Vérios trabalhos tém sido desenvolvidos com o propdsito de distinguir as
espécies de Leishmania e entender as relacfes genéticas entre estes parasitos
(Rioux et al 1986, Thomaz-Soccol et al 1993, Cupolillo et al 1994, 1995, 2000).
Discussfes quanto a origem destes parasitos e 0s mecanismos evolutivos
envolvidos no processo de especiacdo, que resultam em diversidade genética, tém
sido objeto de estudos recentes (Tibayrenc & Ayala, 1999, Noyes et al, 2000; Kerr et
al, 20002 e Kerr et al, 2000°; Momen & Cupolillo, 2000; Gibson et al., 2000 e Stevens
et al., 2001).

A diferenciac@o das espécies de Leishmania tem sido um desafio para muitos
pesquisadores. A integracdo dos estudos de biologia molecular e genética evolutiva
aplicados nas areas de diagndstico, tipagem de cepas, identificacdo de espécies,
patogenicidade, variacdo antigénica, resisténcia a drogas e vacinas, e especificidade

a hospedeiros e vetores € na verdade uma abordagem mais recente (Tibayrenc
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1996). A genética evolutiva fornece diretrizes que auxiliam uma melhor interpretacéo
de dados genéticos e moleculares relacionados com microorganismos.

Em Leishmania, como em outros patdégenos, o0 desenvolvimento de

ferramentas de caracterizacdo molecular € especialmente Gtil na determinacdo da
estrutura de populacdo dos parasitos presentes nas diferentes areas endémicas.
Sabe-se que regides epidemioldgicas distintas exibem diferentes populacdes de
parasitos, com variacdo no nivel de diversidade (Cupolillo et al 2003). A
determinacdo de métodos de imunizacdo apropriados deve considerar a diversidade
antigénica dos agentes etiolégicos encontrados nas areas endémicas. Além de
fornecer informag@es relevantes sobre imunoprotecdo, a caracterizacdo molecular €
fundamental para determinar as relagfes genéticas entre os parasitos e pode ser
uma ferramenta valiosa para determinacdo de alvos moleculares potenciais e
desenvolvimento de novos farmacos.
Enfim, sdo alvos potencias da agdo de farmacos leishmanicidas, os sistemas de
transporte para glicose, purinas e outras biomoléculas essenciais, bem como
diversos sistemas enzimaticos importantes e especificos do parasito (BARRETT et
al, 1999; DOERIG et al, 2002; PONTRE-SUCRE et al, 1998; MACHUCA et al, 2006;
KAPOOR et al, 1999; UZCATEGUI et al, 2005; BURCHMORE & BARRETT, 2001).

Sistemas de Transporte

Os canais transmembranares e sistemas de transporte celular sao alvos
moleculares de destaque, ja que estdo associados ndo apenas a aspectos
fisiologicos essenciais como absorgdo de nutrientes, como também ao mecanismo
de resisténcia.

O transporte idnico é essencial para varios fenémenos fisioldégicos em todos
organismos, incluindo parasitos unicelulares e tém implicacBes inclusive no
mecanismo de resisténcia. Em virtude da susceptibilidade de parasitos de
Leishmania sp a bloqueadores associados a sistemas de transporte idnico K'/CI" ou
Na'/H", varios estudos tem sido realizados focando estes alvos (PONTRE-SUCRE et
al, 1998).

A resisténcia de varias espécies de Leshmania esta associada a um aumento
da expressdo génica de sistemas de transporte ativo da familia das proteinas
transmembranares ABC. Fazem parte deste grupo de proteinas de transporte ativo

transmembranar, o subgrupo MRP (P-glicoproteinas) e o subgrupo PgpA, a primeira

Vita et Sanitas, Trindade/Go, v. 1, n. 01, 2007 99



GIL, E. S.; CUNHA, L. C.; PAULA, J. R.; BEZERRA, J. C. B. e AGUIAR, F. A.

de maior similaridade a proteina humana € associada a mecanismos de
multiresisténcia, ja a segunda mais divergente no aspecto estrutural € especifica a
compostos antimoniais (LEANDRO & CAMPINO, 2003; OULLETTE et al, 1998).

O mecanismo de resisténcia inclui uma série de eventos celulares, dentre os
guais o aumento da atividade destas proteinas transportadoras no efluxo de agentes
guimioterapicos (MACHUCA et al, 2006). Tanto a extrusdo ativa (efluxo), quanto a
reducdo na absor¢cdo (influxo) contribuem para menor acumulo intracelular dos
agentes antimicrobianos e consequentemente reducdo da eficacia do quimioterapico
(OULLETTE et al, 1998).

No caso de transportadores da familia PgpA, a detoxicacdo especificamente
para ions Sb(lll) estd associada predominantemente a reducdo no processo
absortivo, entretanto assim como ocorre na subfamilia das P-glicoproteinas (MRP) o
aumento do efluxo também é importante. Este efluxo por sua vez tem sido associado
a aumento da atividade de bombas GS-X, as quais requerem como co-fatores
biomoléculas ricas em grupos tibis, tais como glutationa e espermidina, ambas
aumentadas em parasitos resistentes (OULLETTE et al, 1998).

Véarios moduladores destes canais de transporte, incluindo verapamil,
glibenclamida, ciclosporina, antagonistas da calmodulina, inibidores da proteina
qguinase, antibiéticos, derivados hormonais, sesquiterpenos e flavondides foram
testados, no sentido de inibir crescimento microbiano, evitar mecanismos de
resisténcia ou atuar em sinergia com compostos ativos (LEANDRO & CAMPINO,
2003; MACHUCA et al, 2006; KAPOOR et al, 1999).

Um inibidor destes canais ionoforos, incluindo os subtipos ABC1, AtMRPS e P-
glicoproteinas e outros sistemas de transporte de anions bastante investigado
recentemente, em cepas resistentes de Leishmania, € a glibenclamida. A
glibenclamida, uma sulfoniluréia descrita como bloqueadora de canais de potassio
ATP dependente, é originalmente utilizada como hipoglicemiante em seres humanos.
Sua influéncia em enzimas chaves do ciclo de Krebs e na incorporacao de substratos
de carbono (ex. glicose, aminoacidos) foi investigada em parasitos resistentes,
observando-se a capacidade destes em buscar alternativas metabdlicas
(UZCATEGUI et al, 2005). Outrossim, a glibenclamida apresentou efeitos inibitérios

em concentracdes da ordem de 3 ? M. Ja a amilorida, um bloqueador de canais
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Na'/H" apresentou ICso que variou de 10 a 264 ? M, dependendo da espécie de
Leishmania (PONTRE-SUCRE et al, 1998).

Além de sistemas transmembranares ATP ou préton dependentes e canais
ionoforos, os sistemas de transporte envolvem também biomoléculas de baixo peso
molecular, como por exemplo as poliaminas catibnicas, espermidina e putrescina
(BASSELIN et al, 2000). Estas poliaminas sdo sistemas de transporte versateis do
tipo multicomponente, sendo portanto fundamentais a proliferagdo celular. As
poliaminas sdo requeridas ainda para sintese de tripanotiona um importante
antioxidante para a defesa do parasito a radicais livres (BURCHMORE & BARRET,
2001).

Sistemas Enzimaticos

Ornitina descarboxilase

Ainda no que diz respeito a sistemas de transporte, merece destaque a
bioguimica das poliaminas cati6nicas, biomoléculas essenciais para crescimento e
proliferacéo celular em todos organismos vivos.

Poliaminas (ex. putrescina, espermidina e espermina) interagem
intermolecularmente com macromoléculas (acidos nucléicos, proteinas e lipidios),
controlando muitos processos bioquimicos.

Todos eucariotos superiores, fungos e a maioria dos protozoarios sintetizam
poliaminas “de novo” a partir de dois aminoacidos precurssores: L-ornitina e L-
metionina. A putrescina (1,4-diaminobutano) € sintetizada enzimaticamente a partir
da L-ornitina pela ornitina descarboxilase (ODC) (BASSELIN et al, 2000).

Neste contexto, aparece o antimetabolito ? -difluorometilornitina (DFMO), um
inibidor irreversivel da ODC e primeiro composto antitripanomissida incluido na
farmacopéia.

A grande diferenca entre a ODC humana e de parasitos como T. brucei e L.
donovani esta associada a meia vida, que enquanto na enzima do hospedeiro é de
menos de 30 minutos, no parasito ultrapassa 6 horas. A longa meia vida da ODC no
parasito, por sua vez parece ser o requisito para sensibilidade ao DFMO (REGUERA
et al, 2005).

Andalogos destas poliaminas, sdo fortes inibidores competitivos, sendo que o
Bis(benzil)poliamina demonstrou inibir a absorcdo de espermidina e putrescina em
vermes filariais (REGUERA et al, 2005).
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Outras enzimas envolvidas na biossintese de poliaminas sdo também alvos
moleculares promissores para o planejamento de novos farmacos leishmanicidas.

Entre estas destaca-se a a S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC) e
Espermidina sintase envolvidas na biosintese da espermidina e Espermina sintetase,
envolvida na biosintese da espermina (REGUERA et al, 2005).

Proteina quinases

A importancia da proteina quinase na sinalizacao celular e controle do ciclo
celular, tem sido detalhada estrutural e funcionalmente em varios eucariotos. E levou
a busca por inibidores quimicos especificos para controle de varias doencas
(DOERIG et al, 2002).

Céancer, doencas cardiovasculares, mal de Alzheimer sé&o alguns exemplos de
patologias que podem envolver este vasto grupo de enzimas.

Recentemente, a Novartis e a Astra-Zeneca lancaram dois antineoplasicos
inibidores da Tirosina quinase, o Gleevec® e o0 Iressa®. Enquanto, o Gleevec®
(Novartis) tem como alvo o sitio codificado como BCR-ABL e € empregado no
tratamento da leucemia mielbide, o Iressa® da Astra-Zeneca, interage em sitios
desta enzima no receptor do fator de crescimento epidérmico, e é indicado para
tratamento de tumores do trato gastrointestinal (NAULA et al, 2005).

Considerando, a importancia destas enzimas no complexo ciclo vital da
Leishmania, e outros protozoarios da familia tripanossomatidea, bem como as
diferencas estruturais entre quinases humanas e dos parasitos da ordem de 60% ou
mais, justifica-se a potencialidade deste alvo molecular (NAULA et al, 2005).

O kinoma (genoma especifico para quinases) das Tripanossomatideos €
cerca de 1/3 do humano, diferindo deste em varios aspectos. Via de regra um alvo
molecular potencial para quimioterapico deve diferir em mais de 60% do homologo
do hospedeiro (NAULA et al, 2005).

Por apresentarem-se freqientemente, desreguladas em células tumorais, as
quinases ciclina-dependentes (CDKs) vem sendo investigadas intensivamente. O
flavopiridol, foi o primeiro inibidor de CDKs a entrar na triagem clinica em
guimioterapia do cancer. O mesmo principio pode ser aplicado a parasitos, ja que
CDKs tem importancia crucial no crescimento e divisao celular. A funcdo de duas
CDKs foi analisada em espécies de Leishmania em formas promastigotas em estagio

proliferativo e metaciclico, confirmando-se essencial (NAULA et al, 2005).
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Ja4 as mitogen-ativado proteina quinases (MAPKs) sao importantes na
diferenciagao e proliferagéo celular em muitos eucariotos e vem sendo investigados
como alvos igualmente promissores. Como exemplo da importancia das MAPKS,
destaca-se seu papel na manutencdo e formacédo de flagelos nestes parasitos
(BARRETT et al, 1999; NAULA et al, 2005).

Outras quinases de valor como alvos moleculares para leishmanicidas
incluem as quinases da familia das caseina quinases, piruvato fosfato diquinase,
adenosina quinase e outras quinases (BARRETT et al, 1999).

Glioxilases

Todos organismos vivos dispde de enzimas destoxicantes, tais como as
enzimas antioxidantes e enzimas que metabolizam toxinas ou xenobidticos.

O sistema glioxilase é responsavel por proteger a célula de danos causados
pelo metilglioxal, um subproduto da glicélise de caréter citotoxico e mutagénico. Este
sistema € composto pela Glioxilase |, que catalisa a formacdo do S-D-lactoil
glutationa a partir do hemitioacetal formado ndo enzimaticamente de metilglioxal e
glutationa e Glioxilase Il que converte S-D-lactoil glutationa em lactato e glutationa
livre.

O sistema glioxilase do parasito difere em varios aspectos do humano,
apresentando apenas 30% de identidade. Entre as diferencas pontuais, destaca-se o
fato de que ao invés de glutationa como substrato e zinco como co-fator, a glioxilase
| do protozoario utiliza como substrato a tripanotiona e apresenta como co-fator o
niquel (PADMANABHAN et al, 2005). Tais aspectos, tém apontado o0 sistema
glioxilase como alvo potencial para desenvolvimento de novos agentes
leishmanicidas.

Cisteina Proteinases

Cisteina proteinases, € uma enzima vital no ciclo de vida do parasito, entre
outras fungdes participa na nutricdo, invaséo do hospedeiro e mecanismos de defesa
contra sistema imunol6gico (BARRETT et al, 1999; MOTTRAM et al, 2004).

Recentemente, foi constatado que estas proteinases séo fortemente inibidas
pelo 6xido nitrico (NO). Neste contexto, compostos doadores de NO (ex. trinitrato de
glicerila, nitroprussiato de soédio, S-nitrosoglutatina) vem sendo propostos como
alternativa terapéutica ao tratamento de protozooses causadas por
Tripanossomatideos (SALVATI et al, 2001).
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Outros Sistemas Enzimaticos

Outros sistemas enzimaticos investigados como alvos potenciais para acao de
farmacos leishmanicidas incluem: dihidrofolato redutase-timidilato sintase (DHFR-TS)
envolvido no metabolismo do folato; tripanotiona redutase, envolvido no metabolismo
do tiol, éxido nitrico sintase, triose fosfato isomerase, envolvida na glicélise, fosfatidil-
inositol, fosfolipase C, 14-demetilase, esterol 24-metiltransferase e esqualeno 2,3-
epoxidase envolvidas no metabolismo de lipidios e esteréides (LORENTE et al,
2005; BARRETT et al, 1999; GENESTRA et al, 2006; ARREBOLA et al, 1996).

Outros Alvos — enzimas do metabolismo intermediério

Glicossomas

Em Tripanossomatideos (Trypanosoma e Leishmania), o metabolismo parcial
de carboidratos, incluindo glicélise € compartimentalizado em organelas especificas
chamadas glicossomas. A biogénese destas organelas e  correta
compartimentalizacdo de enzimas glicoliticas é essencial para estes parasitos. A
biogénese ocorre via processos que envolvem proteinas chamadas peroxinas. As
peroxinas, por sua vez apresentam baixo nivel de identidade com a humana,
constituindo-se em alvo molecular potencial (BARRETT et al, 1999; MOYERSOEN et
al, 2004).

Heme

O grupo prostético heme € de importancia vital, pois esta envolvido em varios
processos metabdlicos e no transporte de elétrons. Porém, como a maioria dos
Tripanossomatideos, a Leishmania requer o grupo heme ou porfirinas pré formada
para seu desenvolvimento, porque carece de varias enzimas chaves da rota
biosintética desta macromolécula.

Assim sendo o parasito depende do suprimento de grupos heme da célula
hospedeira para sua sobrevivéncia, presumivelmente via catabolismo e sequestro de
hemoproteinas do macrofago. Neste contexto, drogas capazes de interferir em
processos de aquisicdo do grupo heme ou de porfirinas pré-formadas teria aplicacédo
potencial no tratamento da leishmaniase (KELLY et al, 2003).

Recentemente, uma nova classe de agentes antimalariais analogos as
xantonas demonstrou alta afinidade de ligagdo em sitios relacionados ao grupo

heme, bloqueando habilidade do parasito de acessar este grupo prostético. A
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otimizacao destas xantonas levou ao composto 3,6-bis-?-N,N-
dietilaminoamiloxixantona, cujo 1Cs, foi de 8,0 +/-0,8 ? M (KELLY et al, 2003).
Tubulina

A diferenca entre tubulina de parasitos e mamiferos pode ser expressa em
percentagem de aproximadamente 18%, apontando esta proteina bastante
abundante em Leishmania e que tem importante papel na regulacdo da nucleagao
de microtabulos e funcionamento dos flagelos como um possivel alvo molecular
(LIBUSOVA et al, 2004; ARMSON et al, 1999).

COMPOSTOS EM ESTUDO

A demanda por novos farmacos leishmanicidas tem se intensificado com
aumento da resisténcia aos antimoniais pentavalentes, bem como a farmacos de
segunda geragcdo. Outrossim, o nuamero de quimioterdpicos disponiveis
principalmente, para tratamento de doencas cronicas esta muito abaixo do
satisfatério (VOULDOUKIS et al, 2006).

Neste contexto, varios compostos foram relatados, porém nenhum dos
compostos testados ou mesmos em uso apresentam eficacia e seguranca
adequadas (RAYCHAUDHURY et al, 2005; FRANCK et al, 2004).

Complexos Metélicos e Organometalicos

A combinacéo entre estrutura metélica e residuos organicos, em especial de
farmacos quimioterapicos € uma das estratégias utilizadas na busca de novos
agentes antiparasitarios. Uma vez que em geral, resulta em compostos menos
toxicos e mais ativos (MBONGO et al, 1997; LOUISEAU et al, 1992).

Véarios complexos organometélicos tem sido sintetizados por associacdo com
moléculas ativas e elementos metalicos como Pt, Rh, Ir, Pd e Os. A atividade
tripanocida foi estudada in vitro e in vivo contra T. brucei. O composto mais ativo
foram os derivados com pentamidina, destacando-se complexo Ir-COD®-
pentamidina, um complexo catibnico organometalico de Iridio(l), que apresentou
atividade in vitro 16 vezes superior a pentamidina e eficacia em concentracdes de 60
Hg/L (LOUISEAU et al, 1992).

Avaliacdo da atividade biol6gica contra L. donovani, de uma série de 15

compostos organometalicos de rédio ou iridio, mostrou que a natureza dos sais e

®COD = 1,5-ciclooctadieno
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respectiva facilidade de transporte através da membrana foi o parametro principal
para citotoxicidade. A estabilidade para todos complexos, bem como um aumento de
50% na poténcia foi observado para dois compostos de Ir(l) e dois de Rh(l)
(MBONGO et al, 1997).

O complexo de férmula geral [Ir,-(COT),-pentamidina] foi avaliado em estudo
comparativo com anfotericina B, pentamidina e paromicina, mostrando-se eficacia e
seguranca superior (MBONGO et al, 1997).

Com base na premissa de que muitos antiparasitarios agem por ligacdo ao
DNA, as propriedades citotéxicas de compostos catiénicos de trans-Pt(lII)Cl, com
grupos inertes distintos foram investigadas contra formas promastigotas do parasito
Leishmania infantun. Os compostos contendo como grupos inertes: a) n-butilamina e
piperazina e b) aménia e 4-piperidino-piperidina apresentaram citotoxicidade
respectivamente 2,5 e 1,6 vezes maior que o controle positivo (cisplatina) contra
formas amastigotas da Leishmania infantun (NGUEWA et al, 2005).

O complexo organometalico de trifenil estanho, Trifenil Estanho Salicilanilida
Tiosemicarbazona [Ph3Sn(0OSal. TSCZH)] (TTST) apresentou excelente atividade
contra L. donovani. Enquanto, para gluconato de Sh(V), controle positivo, a eficacia
foi de 65% apds aplicacdo de doses de 20 mg/Kg, o TTST reduziu a infec¢cdo em
87% mediante doses de 10 mg/kg, apresentando um ICso de 0,05 ? 0,01 mg/mL
(RAYCHAUDHURY et al, 2005). Esta habilidade de matar parasitos intracelulares
(amastigota) de forma mais eficiente e em baixas concentra¢cdes quando comparado
a antimoniais, faz deste composto um candidato potencial ao precario arsenal
terapéutico existente.

O papel do ferro bem como a formacéo de radicais livres ao mecanismo de
acao de compostos metaldides tem sido demonstrado em varios experimentos sob
variadas concentracbes deste metal e de antioxidantes de baixo peso molecular.
Nestes estudos, comprovou-se que na auséncia do ferro, a eficacia de arsenicais e
antimoniais era drasticamente reduzida (MEHTA & SHAHA, 2006).

Derivados Quinolinicos

Varios derivados de origem vegetal ou sintética, contendo anéis quinolinicos

em sua estrutura apresentaram atividade leishmanicida (FRANCK et al, 2004)

"COT = 1,5-ciclooctatetraeno
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Andlogos de 8-quinolinaminas (ex. primaquina), vem sendo testados contra
varios protozoarios relacionados a doencas tropicais de grande impacto em saude
publica tais como: Plasmodium sp (Malaria), Tripanossoma cruzi (Chagas) e
Leishmania donovani (Calazar) (JAIN et al, 2005).

Quinonas, como atovaquona, parvaquona € menoctona, apresentaram
atividade antimalarial, levando também a um extensivo estudo de outros derivados
contra estas graves protozooses (CAUCHETIER et al, 2000).

Os antibidticos fluoroquinolébnicos atuam em enzimas DNA girase e
topoisomerases de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Por outro lado,
Leishmania donovani assim como bactérias, apresenta topoisomerasase tipo |, que
requer a presenca de cations positivos para desenrolar sua estrutura de super hélice
(MBONGO et al, 1997).

Um grande numero de derivados 8-hidroxiquinolinicos tém sido sintetizado e
avaliado por suas propriedades antitumoral e antimicrobial (DARDARI et al, 2004).
Um novo derivado, o 7-[5’-(3’-fenilisoxazolino)metil]-8-hidroxiquinlina, foi avaliado por
sua acgdo leishmanicida, apresentando em ensaios in vitro, atividade em
concentracbes micromolares contra varias espécies de Leishmania sp. Quando
comparado ao controle positivo (anfotericina B), resultados promissores (DARDARI
et al, 2004).

A marfloxacina é uma fluoroquinolona de terceira geracdo, que se mostrou
mais efetiva que o0s antimoniais comerciais, N-metil-glumina (Glucantime®) e
estibogluconato (Pentostan®), mesmo em concentracfes de 500 ? g/mL, onde a
toxicidade € minima (VOULDOUKIS et al, 2006).

Derivados Imidazolicos

Da constatacdo preliminar da atividade leishmanicida do cetoconazol em
estudos in vitro, varios compostos imidazélicos passaram a ser investigados
(ARMSON et al, 1999; FOROUNMADI et al, 2005).

Os derivados imidazolicos, assim como a anfotericina B, interferem na sintese
do ergosterol, um importante componente de membrana (DOGRA & SAXENA,
1996).

Em particular para o derivado imidazélico, benzimidazol, foi proposto como
mecanismo de acéo a ligacdo em residuos fenilalanina e glutamato de subunidades

? e ?-tubulina. A importancia de aspectos de Relagéo Estrutura quimica e Atividade

Vita et Sanitas, Trindade/Go, v. 1, n. 01, 2007 107



GIL, E. S.; CUNHA, L. C.; PAULA, J. R.; BEZERRA, J. C. B. e AGUIAR, F. A.

biol6gica (REA) é evidenciada pelas diferencas observadas tanto no que diz respeito
a sensibilidade diferenciadas em dois aspectos:

a) Diferentes espécies de parasitos, cujas caracteristicas estruturais do
receptor diferem sensivelmente, apresentam ICs, que varia de 0,7 a 1,7 ? M para o
benzimidazol. Estudos paralelos envolvendo derivados de dinitroanilinas
demostraram que formas amastigotas sdo cerca de 20 vezes mais sensiveis que
formas promastigotas.

b) O analogo albendazol foi inativo mesmo em concentracdes superiores a 80
? M. Estudos envolvendo deri vados de dinitroanilinas também mostraram diferencas
de atividade bastante significativas, tendo sido o ICso de 0,8 ? M para cloroanilina e
de 19 ? M para trifluoroanilina (ARMSON et al, 1999).

O itraconazol, imidazdlico que se destaca por sua excelente biodisponibilidade
oral, foi avaliado em estudos de duplo cego. Os resultados sugerem o uso deste
composto como primeira escolha em terapias iniciais para tratamento da
leishmaniase cutanea (AMATO et al, 2000; ARMSON et al, 1999).

Outra série de imidazodlicos testadas, foi a série de tiadiazois (Fig. 4), nesta
série o0 derivado substituido com anel piperazinico foi o mais ativo com valor de IC50
de 0,19 ? M. Valor este, que expressa uma eficacia muito superior ao controle
positivo (Pentosta®), ja que o IC 50 foi de 243 ? M (FOROUMADI et al,2005).

N/@_Z;S\N M )\
i \/\\\/X CH3 \/\\/\NH

Fig. 4 — Estrutura geral e composto mais ativo da série dos tiadiazois.

Quimioterdpicos Diversos: alternativas e perspectivas

A paromomicina, um antibiético aminoglicosidico, também chamado
aminosidina, foi testado no tratamento de leishmaniase visceral apresentando baixa
toxicidade. Entretanto, dada a nefrotoxicidade e ototoxicidade, este farmaco também
injetavel, pode ter seu emprego limitado no caso de comprometimento das funcdes
renais (POLI et al, 1997).

No que diz respeito a eficacia, o regime terapéutico com aminosidina, se

mostrou melhor que o controle positivo (stibogluconato®) com significante aumento
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da taxa de cura apos 30 dias de tratamento. Mostrando-se como alternativa
promissora no caso de desenvolvimento de resisténcia a compostos antimoniais
(AMATO et al, 2000; POLI et al, 1997).

Analogos da pentamidina, como diaminazeno, diaminazeno-di-aceturato
(Trypan®) (MACHARIA et al, 2004), bem como diaminas alifaticas e aminoalcdois (
DEL-OLMO et al, 2002) também vem sendo avaliados com bons resultados.

Entre os agentes antineoplasicos investigados com propdsito leishmanicida
destacam-se o0 taxol, os antimetabdlitos e a miltefosina (KAPOOR et al, 1999;
PAPAGIANNAROS et al, 2005; PEYRO N et al, 2005).

O antineoplasico taxol apresentou atividade in vitro contra L. donovani em
concentracfes da ordem de 30 nM (KAPOOR et al, 1999).

A miltefosina, um antineoplasico alquilfosfolipidico, tem se mostrado eficaz
contra leishmaniase viceral. Sendo que, a grande vantagem deste farmaco esta na
possibilidade de administragdo via oral. Para este farmaco, os estudos clinicos de
Fase lll, jaA vem sendo realizados na india, tendo-se relatado excelentes resultados
contra Leishmania donovani (KAPOOR et al, 1999; PAPAGIANNAROS et al, 2005;
PEYRON et al, 2005).

Uma alternativa a reducdo da toxicidade é o uso de novos sistemas de
liberacdo, tais como lipossomas, nanotecnologia e polimeros carreadores (NAN et al,
2004; COHEN, 1998).

Estudos clinicos de fase Il co m uma forma lipossomada de anfotericina B
(AmBisome®) mostraram que de fato é menos toxica que a forma injetavel
convencional, reduzindo consideravelmente sua nefrotoxicidade (RATH et al, 2003).

O uso de sistemas carreadores lipossomais foi aplicado com éxito no sentido
de aumentar a eficacia leishmanicida da atovaquona, embora o aumento observado
se manteve ainda em niveis inferiores ao de farmacos convencionais (TOURNAIRE
et al, 1996).

CONSIDERACOES FINAIS

Por meio desta revisdo bibliografica verifica-se que o arsenal terapéutico
disponivel para tratamento da leishmaniase, assim como para outras parasitoses
tropicais carece de medicamentos mais eficazes. Fato este que se agrava com 0S

mecanismos de resisténcia aos farmacos em uso.
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