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RESUMO

As doencas negligenciadas representam um grande desafio para politicas em saude
publica, sendo as leishmanioses e a malaria duas importantes doencas parasitarias,
por acometerem um mesmo perfil populacional e necessitarem de novos agentes
terapéuticos para somarem ao portfélio de quimioterapicos atualmente em uso.
Considerando os objetivos de Desenvolvimento Sustentivel proposto pela ONU, o
gual estabelece uma agenda global que propicie o desenvolvimento sustentavel como
uma perspectiva de construgdo de um futuro comum, pautado nas Pessoas,
Prosperidade, Planeta, Paz e Parcerias. Dentro deste contexto, nosso grupo de
pesquisa vem estudando novas moléculas promissoras para o tratamento de doencas
parasitarias, contribuindo para o tema Saude e Bem-Estar que visa o desenvolvimento
de pesquisas direcionadas ao entendimento e acdes de prevencao, terapia e controle
de doencas transmissiveis e ndo transmissiveis, desenvolvimento e avaliacdo de
novos farmacos e medicamentos. Assim, ao longo do desenvolvimento desta
pesquisa, furoxanos (4a-0) e benzofuroxanos (4p-x) foram caracterizados quanto ao
potencial anti-amastigota para Leishmania infantum, identificando os furoxanos
doadores de NO (4a-h, 4l1-m) e o benzofuroxano 4r como os mais potentes (ECso <
10 uM) e seletivos (Sl > 10). Apds clonagem do gene e expressao da correspondente
enzima cisteino protease de Leishmania mexicana LmCPB2.8ACTE (CPB 2.8) em
Pichia pastoris, verificou-se que os furoxanos (4a-n), benzofuroxanos (4q-r e 4t-u) e
N-acil-hidrazonas (14a-g) apresentam boa capacidade de inibir a protease parasitaria
(0,8 < ICs0 < 14 puM). Como prova de conceito, destaca-se que a atividade
leishmanicida dos compostos pode estar relacionada a um efeito dual provocado pela
atividade microbicida do NO, associada a inibicdo da enzima, visto que (14a-g) inibem
CPB2.8 (2 <ICs0 < 12 puM), mas nado apresentam atividade anti-amastigota na maxima
concentracdo testada (10 pM). A analise in silico de parametros farmacocinéticos
indicou 4f para avaliagdo quanto ao seu potencial terapéutico frente a camundongos
Balb/c infectados com L. infantum. Verificou-se que a administracdo oral duas vezes
ao dia com uma dose de 7.7 mg/kg/dia, foi capaz de reduzir em 90% a carga
parasitaria no figado e baco, sem causar danos hepéaticos ou renais, finalizando assim
o trabalho desenvolvido para L. infantum. Todas as moléculas foram posteriormente
avaliadas frente a formas intra-eritrocitarias de Plasmodium falciparum geneticamente
modificados para expressar o indicador de Ca?* GCaMP3, mediante estagio
sanduiche na New Jersey Medical School, Rutgers, Newark — EUA. Dentre os
furoxanos, 4m (ECso 2,8 uM) foi 0 mais promissor, enquanto 4r foi o benzofuroxano
mais ativo, apresentando inibicdo em torno de 40% do crescimento parasitario.
Estudos de mecanismos de acdo mostraram que 4m ndo € capaz de alterar a
morfologia do vacuolo digestivo, onde esta localizada a cisteino protease de
plasmodio, como pode ser observado para o controle inibidor de proteases E64.
Andlise do extrato proteico de eritrocitos infectados e tratados por 10 horas com 4m
ou E64 mostrou acumulo de proteinas ndo degradadas apenas no tratamento com
E64, indicando que a cisteino protease de P. falciparum, potencialmente, néo € o alvo
de 4m. Foi analisada também a capacidade dos compostos interferir na homeostase
do Ca?* intracelular, sendo 4m capaz de alterar os niveis deste ion no parasita, ndo
apresentando o mesmo efeito em hepatdcitos murinos, apos liberacdo do cation a
partir do reticulo endoplasmatico, sendo, portanto, este efeito seletivo para o parasita.
A influéncia do NO liberado pela molécula 4m neste desbalanco foi descartada, visto
gue o composto doador de NO utilizado como controle ndo promoveu nenhuma



alteracdo nos niveis de calcio. Estes dados mostram que os furoxanos possuem
grande potencial para o desenvolvimento de anti-leishmaniais e anti-maléricos.

Palavras chave: Anti-leishmaniais. Anti-maléricos. Cisteino protease. Homeostase do
Calcio. Furoxanos. Leishmania infantum. Oxido nitrico. Plasmodium falciparum.



ABSTRACT

Neglected diseases represent a major challenge for public health policies. Among
these diseases, we highlight leishmaniasis and malaria: two important parasitic
diseases that affect poor people with no political voice and heavily affected by the
etiologic agents Leishmania spp. and Plasmodium spp. There are few available
therapeutic drugs, which present high toxicity and low efficacy; thus, new therapeutic
agents are urgently needed. Considering the Sustainable Development goals
proposed by The United Nations, which establishes a global agenda to promote,
among other goals, Health and wellness for the human population until 2030, our
research group has been involved contributing to this theme in order to develop new
therapy to control leishmaniasis and more recently, malaria on the context of this
research project. Therefore, furoxan (4a-o0) and benzofuroxan (4p-x) compounds were
characterized regarding the anti-Leishmania infantum effect, which identified the
furoxan NO donors (4a-h, 41-m) and benzofuroxan 4r as the most potent and selective
compounds (ECso < 10 uM; SI > 10). Due to the presence of a N-acyl-hydrazone group
that seems to target proteases, we cloned and expressed the corresponding
Leishmania mexicana cysteine protease enzyme LMCPB2.8ACTE (CPB2.8) in Pichia
pastoris in order to evaluate the inhibitory effect of these compounds against the
purified enzyme. The furoxans (4a-n), benzofuroxan (4g-r and 4t-u) and N-acyl-
hydrazone compounds (14a-g) show good ability to inhibit the parasite protease (0.8
UM < ICso < 14 pM). It is also important to highlight that the leishmanicidal activity of
these compounds might be related to a dual effect caused by the microbicidal activity
of NO and associated to the enzyme inhibition, since 14a-g, which are not able to
release NO, thus not present any anti-amastigote activity at the maximum tested
concentration (10 uM), although causing protease inhibition (2 UM < ICso < 12 uM). In
silico, pharmacokinetic analysis shows the therapeutic potential of 4f a L.infantum-
infected Balb/c mice model. After oral administration, twice daily at a 7.7 mg/kg/day
dose, 4f reduced the parasite burden by 90% in the liver and spleen, with no observed
toxicity to the liver or kidney, finishing the studies involving L. infantum. All molecules
were subsequently evaluated against intra-erythrocyte forms of Plasmodium
falciparum genetically modified to express the GCaMP3 Ca?* indicator through a
sandwich stage at Rutgers New Jersey Medical School in Newark — USA. Among the
furoxan, 4m (ECso 2.8 uM) while 4r was the most active benzofuroxan, showing
inhibition around 40% of parasite growth inhibition. Studies regarding the mechanism
of action suggests that 4m probably is not targeting the P. falciparum proteases
falcipains through the analyses of morphological modifications of the parasite digestive
vacuole, or hemoglobin degradation. In the meantime, the ability of the compounds to
interfere in intracellular calcium homeostasis was also analyzed. The compound 4m is
selectively capable to preferentially alter the levels of this ion in the parasite rather than
in murine hepatocytes through the release of calcium from the endoplasmic reticulum
not related to an indirect effect due to NO release. This data shows that the furoxan
compounds have potential to develop antileishmanial and antimalarial drugs.

Keywords: Antileishmanial. Antimalarial. Cysteine protease. Calcium homeostasis.
Furoxan. Leishmania infantum. Nitric oxide. Plasmodium falciparum.
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1 INTRODUCAO

As doengas negligenciadas compreendem um conjunto de doengas infecciosas
causadas por uma série de patdgenos, como bactérias, virus, fungos e parasitas;
também conhecidas como doencas tropicais negligenciadas por ocorrerem com maior
frequéncia nos tropicos (HOTEZ et al., 2020). As leishmanioses sdo um conjunto de
doencas que afetam milhares de pessoas no mundo e apresentam seérios problemas
relacionados a terapéutica, necessitando, assim, de esfor¢os para o desenvolvimento
de novas alternativas para o tratamento destas doencas (FEASEY et al., 2010). A
malaria por sua vez embora ndo seja classificada como negligenciada pela
Organizacdo Mundial da Saude, é um importante problema de salde publica uma vez
gue acomete o mesmo perfil populacional das leishmanioses e apresenta também
problemas relacionados a sua terapéutica (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW,
2018).

As leishmanioses ocorrem em 98 paises da América Latina, Africa, Europa e
Asia, atingindo cerca de 12 milhdes de pessoas e colocando em risco
aproximadamente outros 350 milhdes (ALVAR et al., 2012; LOHARIKAR et al., 2016).
O agente etiolégico pertence ao género Leishmania, com pelo menos 20 espécies
descritas causadoras da doenca, e transmitidos ao hospedeiro mamifero durante o
repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia (Novo Mundo)
ou Phlebotomus (Velho Mundo) (VAN ASSCHE et al.,, 2011; BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018). As manifestacdes clinicas variam desde apresentacao de Ulceras
na pele ou mucosas, até o desenvolvimento de infeccdo sistémica, sendo estas
classificadas como leishmaniose cutanea (LC), mucocuténea (LMC) ou visceral (LV),
respectivamente (SINGH; SIVAKUMAR, 2004).

A malaria é recorrente em cerca de 90 paises, ocorrendo na América do Sul,
Africa sub-Saariana e sul da Asia, atingindo 200 milhdes de pessoas, com 3,4 milhdes
de individuos sob risco de infec¢cdo (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). Esta
doenca € causada pelos parasitas do género Plasmodium transmitidos pelas fémeas
de mosquitos do género Anopheles, durante o repasto sanguineo. Apesar de haver
mais de 120 espécies descritas, apenas as espécies Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi e Plasmodium ovale
causam infeccdo humana (KOTEPUI et al., 2020). A principal manifestacao clinica da

malaria € a ocorréncia de febre intervalada nos casos leves, que pode evoluir para
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um quadro clinico mais grave, levando a Obito se ndo houver o diagnostico e
identificacdo correta da espécie causadora da infec¢do, geralmente o P. falciparum,
seguido de terapéutica adequada para eliminacdo da espécie causadora da infec¢ao
(ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018).

As leishmanioses sédo consideradas extremamente negligenciadas pela OMS,
possuindo baixo investimento em desenvolvimento de drogas, com farmacos
disponiveis ha mais de 70 anos, 0s quais apresentam baixa eficacia e elevada
toxicidade; problemas associados com o tempo e via de administragdo, além casos
de resisténcia (NWAKA; RIDLEY, 2003; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Para a
malaria, o cenario € um pouco diferente por possuir mais investimento em pesquisa e
desenvolvimento de farmacos, entretanto, a terapéutica atual encontra uma série de
desafios a serem superados, como casos de resisténcia, a necessidade de
tratamentos mais curtos, prevencao da recaida de pacientes em infec¢des por P. vivax
e bloqueio da transmissao da doenca (DE RYCKER et al., 2018). Desta forma é mais
que urgente e necessaria a busca por compostos candidatos a novos farmacos anti-
leishmanais e anti-malaricos.

Compostos furoxanos e derivados, principalmente os benzofuroxanos, sao
descritos por apresentarem diferentes atividades biolégicas, incluindo acéo
leishmanicida e malaricida (VICENTE et al., 2008; DUTRA et al., 2014). Em 2014,
Dutra e colaboradores, caracterizou o derivado furoxano 14e (recentemente
renomeado Lapdesfl4e) como um agente leishmanicida, descrito como promissor
antileishmanial, com eficacia in vivo para leishmaniose visceral, potente doador de
oxido nitrico, além de ser inibidor de cisteino protease (CPB2.8ACTE) de Leishmania,
importante enzima envolvida no escape do sistema imune do hospedeiro. Contudo,
este composto apresentou problemas relacionados a sua solubilidade, o que
influencia diretamente na sua administracdo, dificultando assim 0 avan¢o no processo
de desenvolvimento de farmacos. Para os benzofuroxanos, é sugerido que estes
compostos atuam em Leishmania por estarem envolvidos na producédo de estresse
oxidativo, podendo interferir na mitocondria do parasito, e recentemente, De Almeida
(2017) os descreveu como inibidores de cisteino protease deste parasito, efeito
associado ao grupo N-acil-hidrazona que compdem estruturalmente estes derivados
(CASTRO et al., 2009; DE ALMEIDA, 2017).

Ja para Plasmodium é relatada a bioatividade de furoxanos e benzofuroxanos

de forma bastante pontual, sendo descrito que furoxanos hibridos com amodiaquina



21

possuem efeitos associados a acumulacdo no vacuolo digestivo do parasito,
apresentando melhor poténcia em atividade que derivados benzofuroxanos, os quais
estdo associados a elevada citotoxicidade para células de mamifero e menor
bioatividade para o parasita (VICENTE et al., 2008; MOTT et al., 2012).

Dentro deste contexto esta linha de pesquisa relacionada ao desenvolvimento
de novos farmacos para doencas negligenciadas esté alinhada ao tema Saude e Bem-
estar, um dos objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) do Milénio langcado
em 2000 pela Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) (BURALLI et al., 2018). De fato,
a UNESP, por meio de iniciativa da pro-reitoria de P6s-Graduacao, tem contribuido de
forma sistematica e efetiva para o cumprimento destas metas. Portanto, o Tema 4:
Saude e Bem-Estar esté alinhado com a ODS 3 — Saude, Bem-estar e Vida Saudavel.
Neste contexto, esta tese contribuiu com a identificacdo de agentes anti-leishmaniais
também de origem natural, produzindo artigos cientificos publicados (CLEMENTINO
et al., 2018, 2020; LOPERA et al., 2018; RANGEL et al., 2018; DO ESPIRITO SANTO
et al., 2019; COSTA et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2020; SAHID et al., 2022) e
patente ("Uso de viridicatina e viridicatol como agentes destinados ao preparo de
formulac6es cosméticas com atividade fotoprotetora e antioxidante e de formulacdes
farmacéuticas para prevencao e/ou tratamento de doencas inflamatérias e doencas
parasitarias" , Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade
Industrial. Depésito: 01/09/2020 - BR 1020200178997), em adicdo a avaliacdo do
potencial terapéutico de uma série de novos derivados furoxanos, incluindo fenil-,
amida-furoxanos e benzofuroxanos aqui relatados.

Estas moléculas apresentam diferentes niveis de solubilidade e foram
planejadas a partir do prototipo Lapdesflde para leishmaniose visceral (DUTRA et
al., 2014). Adicionalmente, no ambito do programa CAPES-PrInt, estendemos nossos
estudos, investigando o potencial antimalérico destes compostos. Sendo assim, esta
tese esta estruturada em revisao de Literatura e capitulos 1, 2: sendo o capitulo 1
referente ao trabalho desenvolvido para leishmaniose visceral causada por L. infantum

e o capitulo 2 acerca do trabalho desenvolvido para malaria causada por P. falciparum.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas Negligenciadas

As Doencas Negligenciadas (DNs) correspondem a um conjunto de 17 doencas
infecciosas causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas e de maior prevaléncia
nos paises tropicais e subtropicais, podendo ser também denominadas como
Doencas Tropicais Negligenciadas. Ao longo da apresentacdo deste trabalho, sera
adotada a denominacdo DNs, uma vez que estas doencas podem ocorrer em outras
regides do planeta, além dos tropicos, como a Europa (Figura 1) (BURGOS et al.,
2020; HOTEZ et al., 2020).

Estas doencas ocorrem em regides caracterizadas pela pobreza da populacao
com acesso inadequado ao saneamento basico e contato proximo de insetos vetores,
especialmente em paises em desenvolvimento como o Brasil e afetam
aproximadamente 2 bilhdes de pessoas no mundo, causando 350 000 mortes anuais
segundo estimativa da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2014 (MOLYNEUX;
SAVIOLI; ENGELS, 2016; MITRA; MAWSON, 2017; ENGELS; ZHOU, 2020).

Figura 1. Distribuicdo mundial das DTNs.

Namero de DTNs presentes
por pais
W 280TNs
B 70TNs
6 DTNs
W 50TNs
[0 aDTNs
S3DTNs

Numero de DTNSs por pais de acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Salde. Fonte: Adaptado de
BURGOS et al., 2020.

Entre as DNs existentes, a doenc¢a de chagas, doenga do sono e leishmanioses
sao responsaveis pelas maiores taxas de morte e que despertam pouco interesse da

industria farmacéutica para o desenvolvimento de farmacos, com pouco retorno em
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dividendos (MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2016). A malaria por sua vez, em
termos de morbidade, é considerada um importante problema de saude publica pela

OMS, afetando o mesmo perfil populacional descrito (HOTEZ et al., 2020).

2.2 Leishmanioses

As leishmanioses estédo entre as DNs mais negligenciadas pela OMS, ficando
em segundo lugar em mortalidade e em sétimo em termos de anos de vida perdidos
ajustados por incapacidade (DALYS); além disso, estima-se que devido as
consequéncias da pandemia causada pela COVID-19 a incidéncia de LC pode
aumentar substancialmente devido a movimentos migratérios e ao cenario de
agravamento da pobreza, facilitando a transmissdo dos parasitas em vetores
permissivos, assim como, a LV pode ser agravada em areas endémicas devido a
ineficacia do controle imunolégico em infeccdes virais para pacientes com a doenca
(BHOR; RAFATI; PAI, 2021; MIGUEL et al., 2021).

De acordo com a OMS, este conjunto de doencas que compdem as
leishmanioses sdo endémicas em todos os continentes, podendo ser dividida em dois
grandes grupos LC e LV, com 350 milhdes de pessoas em risco de contrair a doenga
e mais de 2 milhGes de novos casos estimados anualmente, além de casos reportados
em 200 paises para o ano de 2020 (Figura 2) (WHO, 2021; BHOR; RAFATI; PAI,
2021)

Figura 2. Distribui¢cdo mundial das leishmanioses em 2020.
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Namero de casos de LC reportados em 2020
= 0 ©8s50s reportados

= <100
[ Casos reportados Nao-autéctones
= 100-999
100049 =1 Sem dados
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Nimero de novos casos de LV reportados em 2020

[ © casos reportados

— <100
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I =000 [ Nao aplicavel

Distribuicdo Mundial da LC e LV para do ano de 2020 de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude,
baseada no numero de novos casos reportados. A — Distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea. B
— Distribuicdo da leishmaniose visceral. Fonte: Adaptado de WHO, 2021.

A LC é a forma mais comum da doenca, incluindo dentro desta classificacao a
forma mucocutanea que acomete regides de mucosa, porém a LV é a forma mais
severa e na maioria das vezes fatal se ndo tratada (WHO, 2021). Estas parasitoses
sao causadas por parasitas do género Leishmania, que sdo encontrados nas formas
promastigotas, no inseto vetor; e na forma amastigota, internalizada em células do
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sistema fagocitico mononuclear, especialmente macréfagos, nos hospedeiros
mamiferos (SUNTER; GULL, 2017). A Leishmania possui ainda caracteristicas
estruturais e bioquimicas particulares, como a presenca de uma mitocondria Unica,
com DNA concatenado, denominado de cinetoplasto, glicossomos que realizam parte
da via glicolitica, além de metabolismo Unico de tidis (SINGH; GARG; ALI, 2016;
SUNTER; GULL, 2017).

O principal transmissor de Leishmania spp. na natureza é o inseto do género
Phlebotomus (Velho Mundo — Europa, Africa e Asia) ou Lutzomyia (Novo Mundo —
América e Oceania), familia Psychodidae, com pelo menos 70 espécies transmissoras
conhecidas, que podem infectar hospedeiros mamiferos incluindo o ser humano,
possuindo assim um ciclo de vida digenético (BATES, 2007; DIAZ; PONTE-SUCRE,
2018). O ciclo biolégico do parasita dura em torno de 72 horas e inicia quando a fémea
do inseto flebotomineo injeta as formas promastigotas metaciclicas (forma infectante)
no hospedeiro mamifero que sao reconhecidos por receptores de superficie de células
do sistema fagocitico mononuclear, preferencialmente macréfagos, que fagocitam as
formas promastigotas formando o fagossomo, onde essa estrutura sofre maturacao
ao se fundir com o lisossomo do macréfago formando assim o fagolisossomo ou
vacuolo parasitoéforo, completando a diferenciacao para amastigotas (KAYE; SCOTT,
2011).

Uma vez dentro das células, o parasita consegue subverter o sistema imune
do hospedeiro e se multiplicar através de sucessivas divisdes binarias simples até o
rompimento celular, que ird promover a infeccao de novas células (MULLER; BAKER,;
ROLLINSON, 2000). Durante o repasto sanguineo o inseto é contaminado com
macréfagos infectados, que se rompem no trajeto pelo trato digestorio do mesmo;
entdo os amastigotas sdo diferenciados a promastigotas prociclicas (forma nao
infectiva), as quais se multiplicam e colonizam a faringe e eséfago do vetor, até atingir
0 estagio final infectivo denominado promastigotas metaciclicas (KILLICK-
KENDRICK, 1990) (Figura 3).

Figura 3. Ciclo de vida do parasito Leishmania no inseto flebotomineo e no

hospedeiro mamifero.
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Formas promastigotas de Leishmania diferenciam-se no inseto flebotomineo em promastigotas
metaciclicas infecciosas. Durante o repasto sanguineo, o inseto regurgita as formas metaciclicas, que
sdo fagocitadas principalmente por macrofagos. Os promastigotas diferenciam-se em amastigotas
aflagelados, que se replicam dentro das células hospedeiras, e se rompem quando hi amastigotas em
excesso, infectando novas células fagocitérias. O ciclo de transmissdo é completo quando as células
infectadas sé@o capturadas por outro flebotomineo.

Fonte: Adaptado de BURZA, et al., 2018.

As leishmanioses apresentam diferentes manifestacdes clinicas que variam de
acordo com a espécie de Leishmania envolvida, estado imunolégico do hospedeiro e
presenca de comorbidades (PELISSARI et al., 2011). Na manifestacdo cutanea ha
tropismo por regibes de pele e mucosa, com feridas ulcerativas ou ndo, Unicas ou
multiplas, além de causar destruicdo de regides de mucosa quando mucocutanea
(Figura 4). No Brasil, € mais comum a manifestacao cutanea da doenca causada pelas
espécies Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania amazonensis
(SINGH; SIVAKUMAR, 2004; SINGH; SUNDAR, 2014).



27

Figura 4. Manifestacfes clinicas da leishmaniose cutanea.

Manifestacdes clinicas da LC e LMC. A foto da esquerda mostra leséo ulcerosa Unica, enquanto a
imagem da direita mostra lesdes mdltiplas ulcerosas ou néo.
Fonte: FARAHMAND et al., 2011.

A LV é aforma mais grave da doenca e o foco da primeira etapa deste trabalho.
A forma visceral das leishmanioses pode ser fatal em mais de 90% dos casos se néo
tratada; em 2020 34% dos novos casos de LV foram reportados na regidao Africana,
enquanto que os outros 66%, na Europa, Américas, Regido leste do Mediterraneo e
Sul da Asia (WHO, 2021). Esta forma da doenca é causada principalmente por
Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) e Leishmania donovani,
apresentando amplo espectro clinico que pode variar de manifestacdes leves a
moderadas e graves com periodo de incubacdo de 10 a 24 meses (média de 2 a 6
meses) e 0s casos de 0bito se devem a anemia severa instalada e infec¢éo bacteriana
associada (MANN et al., 2021).

Os sintomas mais comuns sao febre persistente, hepatoesplenomegalia
(aumento do figado e baco), pancitopenia, hipergamaglobulinemia (IgG e IgM) e
acentuada perda de peso (Figura 5 A) (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). No
continente africano e na india ainda é relatada uma complicacdo da LV, conhecida
como Pés-Calazar ou popularmente como febre negra, que consiste em erupcdes
nodulares na pele, frequentemente observada apés o tratamento (SANGENIS et al.,
2014) (Figura 5 B).
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Figura 5. Manifestacdes clinicas da leishmaniose visceral.

Manifestacdes clinicas da LV. A — Quadro clinico de hespatoesplenomegalia causada pela LV. B —
Quadro clinico de LV Pds-Calazar com erupgdes nodulares.
Fonte: SANGENIS et al., 2014 e BURZA et al., 2018.

E importante destacar que associado ao quadro clinico critico das
leishmanioses, especialmente da LV, € relatado na literatura casos de coinfec¢gdo com
doencas autoimunes como pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), o que torna as leishmanioses um problema ainda mais grave
(LINDOSO et al., 2016).

2.2.1 Tratamento

Os farmacos utilizados como primeira escolha para as leishmanioses incluem
0S antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estibogluconato de sédio,
ja os de segunda escolha, compreendem a anfotericina B (AnfB) e suas formula¢ces
(lipossomal ou disperséo coloidal), miltefosina, paromomicina e pentamidina (Quadro
1) (DAVIES et al., 2003; CROFT; OLLIARO, 2011; BARRETT; CROFT, 2012).

Quadro 1. Farmacos atualmente empregados no tratamento da Leishmaniose
Visceral (LV), Cutanea (LC), Mucocutanea (LMC) e Leishmaniose Dérmica Pés-
Calazar (LDPC), via de administracdo e ano de introdu¢do no mercado.
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Farmaco Administragdo | LV | LC |LMC| LDPC | Introducao
Antimoniais Parenteral X X X X 1937-1945
pentavalentes
Anfotericina B Intravenosa X X 1959

deoxicolato e
formulacdes

lipossomais
Paromomicina Tépica para LC e X X 2006
parenteral para LV
Miltefosina Oral X X X | | 2002
Pentamidina Intramuscular X X X | | 1973

Os antimoniais pentavalentes (SbY) estdo disponiveis desde 1920 quando foi
observada sua eficicia para as leishmanioses, porém, entraram no mercado em 1937,
e a partir de 1945, na forma de estibogluconato, sendo empregados tanto para o
tratamento da LC quanto da LV e administrados por via parenteral (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2010).

Embora o mecanismo de agdo destes compostos ndo seja completamente
compreendido, sabe-se que os antimoniais sofrem oxidacédo de ShY para a forma ativa
Sh"" no interior das células parasitadas e afetam a bioenergética do parasita; sendo
relatado como mecanismo predominante desta classe de compostos a acumulagao
intracelular seletiva de Sh'' através da disfuncéo do transportador do tipo aquaporina
AQP1, aumento nos niveis de tidis e superexpressao de transportadores do tipo ABC
(MATOS et al.,, 2020; OLIAS-MOLERO et al., 2021). Os efeitos colaterais mais
frequentes relatados pelo uso de antimoniais sdo mialgia, artralgia, leucopenia e
anorexia, podendo ainda ser cardio, nefro e hepatotéxicos, com restricdes ao uso por
gravidas e pessoas idosas (GOTO, H., LINDOSO, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011).

A AnfB é um antibiético poliénico, derivado de uma cepa de Streptomyces
nodosus, introduzida para o tratamento da LV em 1960, sendo utilizada como opg¢éao
terapéutica nos paises onde ha casos de resisténcia aos antimoniais pentavalentes
(WORTMANN et al.,, 2010; BALASEGARAM et al.,, 2012). Além de sua forma
convencional, existem as formulacdes de AnfB: a lipossomal que € menos toxica,
porém com meia-vida mais curta e mais cara que a convencional; a complexo lipidico
de AnfB e AnfB coloidal que sdo menos circulantes que a convencional, possuindo
parametros cinéticos distintos que implicam diretamente em reajustes no tratamento

quando comparada a AnfB convencional (HAMILL, 2013). Este farmaco possui
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afinidade por ergosterol, principal esterol de membrana do parasito, 0 que impede a
ligacdo da Leishmania ao macrofago, uma vez que este farmaco se liga na membrana
do parasito, pode atuar também formando canais transmembranas, aumentando o
influxo de ions, causando sua morte (VAN ASSCHE et al., 2011).

A pentamidina € uma diamina aromatica introduzida em 1930 inicialmente
contra Trypanossoma spp., administrada via intravenosa ou intramuscular, com uso
cada vez menor uma vez que pode causar diabetes mellitus insulina dependente, além
de causar nefrotoxicidade, hipoglicemia e hipotensdo (NO, 2016). Seu mecanismo de
acao estd associado a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial devido ao
acumulo na mitocdndria do parasito, causando alteracbes na sintese de DNA e
alteracdes na morfologia do cinetoplasto (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

A paromomicina € um antibiético aminoglicosidico, descoberto nos anos 1960,
produzido pela fermentacdo de Streptomyces rimosus com alta eficacia contra um
grande espectro de bactérias e protozoarios, incluindo Leishmania, com mecanismo
de acdo ainda ndao completamente elucidado; contudo, a inibicdo da sintese proteica
através da inibicéo da translocacao e reciclagem de subunidades ribossémicas, assim
como a modificacdes no potencial de membrana possam ser seu modo de acdo em
Leishmania (GOTO, H., LINDOSO, 2010; LINDOSO et al., 2012). Os efeitos colaterais
incluem oto, nefro e hepatotoxicidade (MATOS et al., 2020).

A miltefosina por sua vez é um derivado da alquilfosfocolina, descoberta por
volta de 1980, com atividade antineoplasica, porém atribuida a atividade anti-
Leishmania in vivo em 1990, sendo uma alternativa a quimioterapia para as
leishmanioses, com eficécia clinica comparada a AnfB, além de administrada via oral
(SINGH; SUNDAR, 2014). Acredita-se que atua interagindo com a membrana celular
do parasito por modulacao de receptores da superficie celular, metabolismo de inositol
e ativacdo de fosfolipases, causando a morte celular do tipo apoptose (SEIFERT;
CROFT, 2006). Os efeitos colaterais incluem teratogenicidade, o que restringe o0 uso
em gravidas, e efeitos relacionados ao longo tempo de meia vida no organismo (>
120h), como casos de cepas resistentes (OLIAS-MOLERO et al., 2021). No Brasil, seu
uso foi recomendado recentemente, no ano de 2020, para o tratamento da
leishmaniose tegumentar (cutanea) a partir de nota informativa pelo Ministério da
Saude (https://www.gov.br/saude/pt-br/media/pdf/2020/dezembro/17/nota-informativa
miltefosina.pdf).
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Ainda ndo existe uma vacina para a prevencdo das leishmanioses em
humanos, enquanto que para caes, principal reservatorio da LV mais préximo ao ser
humano, ha algumas opc¢fes disponiveis, porém com ressalvas quanto a sua
padronizacdo, deficiéncias metodologicas e diferencas substanciais nas
caracteristicas das populagdes estudadas (OLIAS-MOLERO et al., 2021). A eutanasia
dos animais infectados ainda € a principal recomendacao para controle da doenca em
areas endémicas, entretanto ha divergéncias sobre a eficacia do método, além de
questdes éticas envolvidas (COSTA et al., 2013).

Portanto, sem o controle da infeccao nos reservatorios domésticos, em pouco
tempo surgem os casos humanos. Assim, apés o diagndstico da doenga em humanos,
deve ser empregada a quimioterapia com os farmacos disponiveis, de acordo com a
orientacdo dos gestores de saude publica local. Como observado, todos os farmacos
atualmente empregados possuem alta toxicidade associada ao seu uso, além de
restricdes em determinadas regides, devido a baixa eficacia geralmente associada a
resisténcia desenvolvida pelo parasita (OLIVEIRA et al., 2011).

Sendo assim, observada a limitada disponibilidade de farmacos
leishmanicidas, dificuldade de administragdo (com excecdo da miltefosina), como
também casos de cepas resistentes, torna a pesquisa de novos anti-leishmaniais

necessaria e importante para contornar estes problemas.

2.3 Maléria

A maléria é considerada pela OMS um importante problema em salde publica
com 241 milhdes de casos registrados e 627 mil mortes nos paises endémicos para o
ano de 2020, entretanto, acredita-se que este nimero de mortes seja influenciado pela
pandemia da COVID-19, devido a interrupcdo dos servi¢cos de assisténcia pela OMS,
especialmente no continente Africano (WHO, 2021). Ocorre em mais de 90 paises,
com maior concentracdo de casos no continente africano, com mais de 93% das
mortes ocorridas no mundo (Figura 6). No Brasil, a transmiss&o se concentra na regiao
da Amazbnia legal (Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondénia, Roraima e Tocantins) com cerca de 99% dos casos registrados (BRASIL,
2021).
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Figura 6. Distribuicdo mundial da maléria.
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Distribuicdo mundial da malaria de acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, baseado na
incidéncia de casos (niUmero de casos por 1000 habitantes). Fonte: Adaptado de WHO, 2019.
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O principal transmissor da malédria em humanos é o mosquito do género
Anopheles, familia Culicidae, popularmente conhecido como pernilongo, com mais de
430 espécies conhecidas, sendo aproximadamente 70 espécies que podem transmitir
a doenca de fato (PIMENTA et al., 2015). Até o0 momento, mais de 200 espécies de
Plasmodium foram descritas, entretanto, apenas cinco capazes de infectar seres
humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, sendo este
altimo naturalmente mantido em macacos causando malaria zoonética no Sudeste de
Asia (SATO, 2021).

A infeccdo inicia-se quando os individuos sédo picados pela fémea do inseto
vetor Anopheles resultando na liberacdo dos esporozoitos na corrente sanguinea, 0s
quais irdo infectar os hepatdcitos (Figura 7). Uma vez nestas células, ocorre
multiplicacdo dos parasitas dando origem aos merozoitas que irdo romper 0S
hepatdécitos, caindo na circulagdo sanguinea infectando as hemacias, dando inicio a
segunda fase do ciclo, a esquizogonia sanguinea (BRASIL, 2021). E neste estagio
intraeritrocitario que ocorre a proliferacdo em massa dos parasitos por reproducao
assexuada ciclica e que aparecem os sintomas da doenca. Os ciclos eritrociticos
repetem-se a cada 48 horas em infecgbes por P. falciparum e P. vivax, e a cada 72
horas para P. malariae. Apds algumas geracdes nos eritrocitos, 0s merozoitas se
diferenciam a gametdécitos feminino (macrogameta) e masculino (microgameta), cuja

fecundacao ocorrera no trato digestorio do inseto, formando primeiramente o oocineto
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e, posteriormente 0s esporozoitas, forma que sera transmitida ao homem no momento
da picada do inseto, encerrando assim o ciclo (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW,
2018; MAIER et al., 2019).

Figura 7. Ciclo biolégico do parasito Plasmodium spp. causador da maléria.
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Formas esporozoitas de Plasmodium spp. séo injetadas no ser humano e migram para o figado, aonde
irdo se diferenciar a esquizontes que irdo romper os hepatécitos dando origem aos merozoitos, que
caem na circulagdo sanguinea infectando as hemacias dando inicio ao ciclo assexuado, em que a cada
48 ou 72 horas estes parasitas completam um ciclo de multiplicacéo evoluindo do estégio imaturo de
anel até o estagio maduro de merozoito. E nesta fase que se iniciam os sintomas clinicos da doenca.
Apés algumas geracdes, 0os merozoitos podem se diferenciar para gametas feminino (macrogameta) e
masculino (microgameta) que s&o ingeridos pelo mosquito em um novo repasto sanguineo. E iniciado
entdo o estagio esporogbnico, em que no estdbmago do mosquito o microgameta penetra o
macrogameta dando origem ao zigoto, que se torna alongado e com motilidade (oocineto) migrando
para o intestino médio gerando o oocisto. Estes oocistos irdo crescer, se multiplicar dando origem aos
esporozoitos, que irdo migrar para as glandulas salivares, tornando assim o mosquito infectivo
novamente fechando o ciclo.

Fonte: Adaptado de MAIER et al., 2019.

E importante destacar que durante o estagio hepatico, nas infeccdes por P.
vivax e P. malariae, alguns parasitas podem entrar em estado de laténcia, sendo
denominados de hipnozoitas, responsaveis por recaidas da doenca, geralmente seis
meses apos o tratamento (BRASIL, 2021). O periodo de incubacdo da doenca dura
tipicamente de 10-14 dias para P. falciparum e P. knowlesi, 2-3 semanas para P. vivax

e P. ovale e 18 dias ou mais para P. malariae; porém pode haver variagdes, P. vivax,
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por exemplo, pode ter de 3-6 meses de incubacao primaria (ASHLEY; PYAE PHYO;
WOODROW, 2018).

Os sintomas da malaria podem iniciar de 6-8 dias apés a picada do mosquito,
ou meses depois de estar em areas de contagio, podendo variar de acordo com a
espécie. Os sintomas classicos de malaria ndo-complicada sédo caracterizados por
episodios de febre, calafrio e sudorese intervalados (48 horas para P. vivax e ovale e
72 para P. malariae) acompanhados de dor abdominal, nausea, vomitos, diarréia, dor
nas costas, mialgia, palidez e ictericia que correspondem a liberacdo dos merozoitas
pelos eritrécitos rompidos (BASU; SAHI, 2017).

A periodicidade de sintomas € menos comum para P. falciparum que apresenta
manifestagcbes multiformes, podendo apresentar-se como gastroenterite aguda,
infeccdes do trato respiratdrio superior ou raramente pode apresentar ictericia
simulando hepatite viral (TUTEJA, 2007). O quadro clinico pode variar dependendo
da cepa envolvida, parasitemia, tempo de doenca e nivel de imunidade adquirida, com
destaque para primoinfectados que estao sujeitos a maior gravidade necessitando de
acompanhamento meédico, especialmente em infec¢cbes por P. falciparum,
responsavel pela maioria dos casos letais (BRASIL, 2021). Nos casos mais graves,
denominados de malaria-complicada, € relatado dor abdominal intensa, reducao do
volume de wurina, vOomito persistente, sangramento, cianose, convulsdo e
hepatoesplenomegalia, podendo ser letal (TUTEJA, 2007; BASU; SAHI, 2017).

Por assemelhar-se com outras doencas e ndo haver um quadro clinico
especifico, é recomendavel a busca de orientacdo médica e solicitacdo de exame
laboratorial para diagndéstico especifico da malaria, que pode ser por esfregaco
sanguineo e andlise microscépica, kits imunocromatograficos com anticorpos mono e

policlonais, ou ainda por diagnéstico molecular (TORRES et al., 2006).

2.3.1 Tratamento
Algumas classes de farmacos sdao empregadas no tratamento da malaria,

dependendo do caso clinico e da cepa de Plasmodium envolvida. Dentro da classe
das 4-Aminoquinonas estédo a cloroquina, hidroxicloroquina e amodiaquina (analogo
da cloroquina) sendo a cloroquina extensivamente o antimalarico mais usado em todo
o mundo, efetiva para P. ovale, P. malariae, na maioria dos casos de infeccéo por P.
vivax, como também em casos de malaria ndo-complicada por P. falciparum

(WINSTANLEY; WARD, 2006). Esta classe de compostos, possui como mecanismo
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de acao a inibicdo da formac&o de hemozoina dentro do vacuolo digestivo do parasita.
Em um curso normal de infeccdo, o parasita metaboliza a hemoglobina
transformando-a no metabdlito intermediario hematina, o qual é toxico, em um
complexo inerte chamado hemozoina. A cloroquina aumenta o pH do vacuolo
digestivo, prejudicando o metabolismo da hemoglobina, e formando um complexo
toéxico hematina/cloroquina (BRAY et al., 1998).

Entre os efeitos colaterais associados ao uso da cloroquina estédo dor de
cabeca, tontura, ndusea e problemas gastrointestinais. Em casos de overdose pode
causar hipotensdo, convulsfes e problemas respiratorios; ja a amodiaquina pode
causar hepatite e agranulocitose (BRAGA et al., 2015).

Os antifolatos s&o utilizados em combinagdes fixas, geralmente sulfadoxina-
pirimetamina, utilizada em areas de resisténcia a cloroquina por P. falciparum.
Cloroproguanil vem sendo utilizado com dapsona; outros “sulfa” medicamentos como
sulfadoxina, sulfalena e dapsona apresentam efeito sinergistico com pirimetamina ou
cloroproguanil (WINSTANLEY; WARD, 2006). Este grupo de farmacos interfere na
sintese de DNA, inibindo a tetrahidrofolato-redutase do parasita, esgotando o
tetrahifdrofolato, um cofator da sintese de DNA. Casos de alergias e febre séo
relatados associados ao uso dos antifolatos e combinacfes (GREGSON; PLOWE,
2005).

O grupo das artemisinas inclui o artemeter, artesunato e a prépria artemisina
utilizados no tratamento da malaria complicada, ou em combinacdo com outros
farmacos para malaria ndo-complicada causada por P. falciparum (O’NEILL;
BARTON; WARD, 2010). As artemisinas parecem ser metabolizadas em di-
hidroartemisina, um sesquiterpeno de lactona endoperédxido, que media a morte do
parasita através da producdo de radicais livres apds sua clivagem; por serem
dependentes de Fe?* para sua ativacdo, acredita-se que atuem no vacuolo digestivo,
e por esta razdo sdo ativas contra formas sanguineas e ndo contra gametocitos
(FENG et al., 2019). No geral, esta classe de farmacos é bem tolerada, porém ha
efeitos toxicos a embrides, ndo sendo recomendado para gravidas.

Mefloquina € um farmaco de acdo semelhante a cloroquina, utilizado no
tratamento de malaria ndo-complicada multirresistente causada por P. falciparum,
mas pode atuar em formas assexuadas para todas as espécies de Plasmodium que

acometem humanos. Nado recomendado para gravidas, este farmaco pode causar
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natimorte, podendo ainda causar dores de cabeca, ou efeitos gastrointestinais
moderados como efeitos colaterais gerais (MARTINS et al., 2021).

A atovaquona-proguanil atua de forma sinérgica, inibindo a respiracdo
mitocondrial, sendo utilizada no tratamento de malaria multirresistente causada por P.
falciparum; entretanto, por ser de alto custo, com recomendacédo indicada como
quimioprofilaxia para viajantes. Halofantrina inibe a polimerizacdo de moléculas heme
do parasita resultado na intoxicacdo do mesmo, por metabdlitos provenientes da
degradacdo da hemoglobina; é utilizada para tratar malaria ndo-complicada por P.
falciparum e tem como principal efeito colateral arritmia ventricular (WINSTANLEY;
WARD, 2006; DE VILLIERS; MARQUES; EGAN, 2008).

A primaquina € conhecida por ser ativa contra formas hipnozoitas de P. vivax
e P. ovale, sendo ainda o Unico farmaco disponivel contra este estagio do parasita;
porém a primaquina causa hemoélise em pacientes deficientes em glicose-6-fosfato
desidrogenase, devendo entdo ser solicitado avaliacdo antes de seu uso (BRAGA et
al., 2015; CAMARDA et al., 2019).

Com o passar dos anos os parasitas foram adquirindo resisténcia aos farmacos
disponiveis (Figura 8), especialmente a cloroquina; portanto, por volta dos anos 2000
a OMS adotou como estratégia global o uso da terapia baseada em combinacfes com
artemisina no sentido de reverter a resisténcia adquirida por Plasmodium (EKLAND;
FIDOCK, 2008). Porém, mesmo ap0s a combinacdo de farmacos como estratégia
para reverter a resisténcia, ainda s&o registrados no Sudeste da Asia e Africa casos
de resisténcia a até mesmo a artemisina como também a suas associacdes (BLASCO;
LEROY; FIDOCK, 2017).

Figura 8. Historia da introducdo dos principais antimalaricos e do primeiro

surgimento de resisténcia em campo.



37

ASSP

I —

N oy,
Pironaridina s |
. ) v o, ———
Piperaquina mmmm Sl ——————————————————————————|
Artormisinas
v v
[
Mefloquina s sy |
v
Sulfadoxina-pirimetamina
v ——
Amodiaquina I A

Atovaquona-proguanil

vy v
. Atovaquona: [ I
Proguanil

Cloroguina —
1910

Quinina I/—

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1632 1940 1950 1960 1970 1980 1950 2000 2010
Tempo (ano)

Primeiro caso reportado
de resisténcia

| v B Amino-aril alcodis W 4-aminoquinolinas Antifolatos m Endroperéxidos m Naftoquinonas |

As barras simples sdo monoterapias, duplas e triplas, terapia combinada. As cores referem-se as
classes quimicas a que pertencem os antimalaricos. A quinina, importada pela primeira vez para a
Europa na década de 1630, encontrou resisténcia parcial no inicio do século XX e, mais tarde, foi
substituida pela cloroquina (CQ), um antigo padrdo-ouro usado massivamente até a resisténcia
aparecer uma década depois. A resisténcia ao proguanil foi detectada dentro de um ano de uso clinico,
quando foi substituido pelo sulfadoxina-pirimetamina (SP) que encontrou resisténcia rapidamente e
hoje é usado principalmente para tratamento preventivo intermitente durante a gravidez e para
qguimioprevencéo da malaria sazonal em combinagdo com AQ (SPAQ, ndo mostrado) e como
tratamento de primeira linha em combinagdo com artesunato ( ASSP) em algumas areas sensiveis a
SP155. Artemisininas (ARTs) foram usadas pela primeira vez em monoterapia (artesunato injetavel
ainda é usado para malaria grave), embora sua curta meia-vida no plasma e problemas de resisténcia
tenham levado ao desenvolvimento de terapias combinadas a base de artemisinina (ACTSs) para malaria
nao-complicada. Varios medicamentos parceiros do ACT (como amodiaquina e mefloquina) foram
usados como monoterapias e permaneceram em uso como agentes Unicos muito tempo depois que a
resisténcia foi encontrada pela primeira vez. A piperaquina e a pironaridina foram introduzidas na China
como substitutos da CQ ha cerca de 40 anos. A resisténcia & monoterapia com piperaquina foi relatada
no final da década de 1980. A resisténcia a ART foi relatada pela primeira vez em 2008, mas j4 estava
presente varios anos antes no oeste do Camboja. A falha do tratamento devido & resisténcia a um ou
ambos os componentes de um ACT, foi documentada primeiro para ASMQ e, mais recentemente, para
DHA-PPQ. A OMS relatou recentemente falhas no tratamento da AL no Laos. Atovaquona-proguanil
(Malarone) é atualmente prescrito como agente profilatico a viajantes para areas endémicas de malaria.
AL, artemeter + lumefantrina; ASMQ, artesunato + mefloquina; ASAQ, artesunato + amodiaquina; DHA-
PPQ, di-hidroartemisinina + piperaquina; PA, artesunato + pironaridina; ASSP, artesunato + SP.
Fonte: Adaptado de BLASCO; LEROY; FIDOCK, 2017.

Embora existam opcdes terapéuticas para o tratamento da maléaria, ainda ha
muitos problemas associados ao tratamento, sejam pelos casos de resisténcia a
cloroquina que ainda é o principal farmaco utilizado, ou ao tratamento com artemisina
e associacdes; como também, pelos inUmeros efeitos colaterais associados aos
farmacos disponiveis (BLASCO; LERQOY; FIDOK, 2017).
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No final de 2021, a OMS iniciou a aplicacao da primeira vacina contra a malaria
desenvolvida no mundo, a RTS,S (Mosquirix®) uma vacina pré-eritrocitica, baseada
em componentes antigénicos da proteina de superficie de esporozoitos de P.
falciparum, a circunsporozoita (CSP), que levou 34 anos desde o inicio dos estudos
até sua finalizacdo com os ensaios clinicos de fase Ill (LAURENS, 2019). O antigeno
recombinante desta vacina inclui: a regido central repetitiva (R) da CSP, a regido
terminal carboxilada da CSP, que contém epitopos T, fundido com o antigeno de
superficie (S) do virus da hepatite B (HBsAg). Para melhorar a reatividade celular, a
proteina é formulada em ASO1 — uma emulsdo em agua e 6leo (sistema adjuvante
lipossomal) (LEVI; BALLALAI; ANDRADE, 2015).

A vacina RTS,S € recomendada para criangas, aplicada em quatro doses,
sendo as primeiras trés na idade de cinco, seis e sete meses de vida, e a Ultima dose
por volta dos 18 meses, com eficacia em torno de 40% na reducdo do namero de
mortes e 30% nos casos graves; contudo, ainda é necessario os esforcos para vacinas
contra outras espécies, bem como vacinas mais eficazes (LAURENS, 2019;
TAKASHIMA et al., 2021).

2.4 Cisteino proteases como alvo terapéutico para leishmanioses e maléaria

Proteases ou peptidases sao enzimas que catalisam a hidrélise de ligacdes
peptidicas e sdo importantes em varias atividades bioldgicas incluindo digestdo de
peptideos, ativacdo de outras enzimas, modulacdo do sistema imunoldgico,
participac&o no ciclo celular, diferenciacdo e autofagia (SIQUEIRA-NETO et al., 2018).
Estas enzimas podem ser divididas em seis classes que variam de acordo com o
mecanismo de acdo e 0s aminoacidos presentes no sitio ativo: Aspartico-, Cisteino-,
Serino-, Metallo-, Treonino-, Glutamico- e Asparagino- proteases, podendo ainda
dentro da mesma classe, serem divididas em familias por caracteristicas como
similaridade de sequéncias, especificidade bioquimica de substratos e insercéo de
loops peptidicos (SAJID; MCKERROW, 2002).

Estas enzimas sdo importantes em diversos organismos, especialmente em
protozoarios, desempenhando papel fundamental na viruléncia, patogénese,
modulacdo do sistema imune, proliferacdo celular, dentre outras funcbes que as
tornam atrativas como alvo terapéutico (MCKERROW et al., 2009; RAWAT et al.,
2021). As CPs também estdo presentes nos humanos, aonde estudos de

bioinforméatica revelaram a presenca de 11 catepsinas, incluindo B, C, F, F, H, K, L,
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0, S, V, X, e W envolvidas em distintos processos, incluindo doengas como o cancer
(VERMA; DIXIT; PANDEY, 2016).

A primeira cisteino protease descrita e caracterizada foi a papaina de Carica
papaya, em 1983. Entre as cisteino proteases de protozoarios (CPs), estdo as CPs
do cla CA entre as mais descritas e caracterizadas, conhecidas também como
papaina-like, por sua semelhanca com a papaina (VARUGHESE et al., 1989). Os
sitios ativos das CPs abrigam residuos cataliticos, possuindo essencialmente um
residuo de cisteina e um de histidina, seja como diade ou triade catalitica por
acomodacdo de residuos como treonina, asparagina, acido glutamico e &acido
aspartico (RAWAT et al., 2021).

Estas enzimas catalisam a quebra de proteinas clivando ligacdes peptidicas
usando um grupo tiol nucleofilico de uma cisteina. A ligacdo do substrato adequado
resulta na ativacdo do tiol (remoc¢éo do préton pelo grupo histidina), atuando agora
como como nucledfilo, atacando e rompendo a ligagéo peptidica, entdo um peptideo
é liberado e outro liga-se covalentemente ao enxofre. A hidrdlise pela dgua liberando
um segundo peptideo completa o ciclo de clivagem destas enzimas (Figura 9) (SAJID;
MCKERROW, 2002).

Figura 9. Mecanismo de acao das cisteino proteases.

Esquema do mecanismo de a¢éo das cisteino proteases apontando a formacdo do nucledfilo sulfidril
do sitio ativo é representado na area amarela e a ligacédo peptidica que é atacada antes da hidrdlise
esta indicada pela seta azul apontando para o carbono.

Fonte: https://bio.libretexts.org/.

Os parasitas do género Leishmania apresentam trés familias de CPs (Figura
10), denominadas CPA, CPB e CPC, que por sua vez, sdo expressas em diferentes
estagios do ciclo de vida. E descrito para L. mexicana que as CPs sdo apontadas

como fatores de viruléncia, devido a possivel participacdo de CPs no processo de
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diferenciacdo de promastigotas metaciclicas a amastigotas, bem como em seu papel
no balanco da resposta Thl/Th2 (ALEXANDER; COOMBS; MOTTRAM, 1998;
CAMERON et al., 2004). A CPB ¢é descrita como um importante fator de viruléncia
estando envolvida na evasédo das defesas microbicidas dos macrofagos, contribuindo

para a sobrevivéncia do parasita no interior da célula (MOTTRAM et al., 1996).

Figura 10. Clas e familias de proteases de L. (L.) major. A nomenclatura é
baseada no banco de dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/).
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Fonte: DE ALMEIDA, 2017.

A CPB é codificada por genes que ocorrem em cépias multiplas arranjadas em
tandem e pode modular a resposta imune do hospedeiro para a formacéo de células
T helper 2 (Th2) em detrimento daquelas T helper 1 (Thl), tornando o hospedeiro
susceptivel para o estabelecimento da infeccdo por Leishmania (Figura 11)
(MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004). Em L. mexicana foi observado que tal
fendmeno acontece pela regulacédo negativa da producao de INF-y, via degradagao
do fator de transcricdo NF-kB, com subsequente inibicdo da producdo de IL-12
(MOTTRAM; COOMBS, 1998; SIQUEIRA-NETO, et al., 2018).

Figura 11. Representacdo esquematica da via de ativacdo de macréfagos e
resultado da infeccgéo.
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O metabolismo da arginina no hospedeiro e no parasito possui papel chave na ativagdo de macrofagos
e sobrevivéncia do parasito durante o processo infectivo. Como resultado de uma ativagao classica,
macrofagos respondem as citocinas Thl, que contribuem para eliminacdo do parasito, contudo, uma
ativacgdo alternativa, estimulada por citocinas Th2, proporcionam a sobrevivéncia do parasito.
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iINOS: éxido nitrico sintase induzivel; NO: 6xido nitrico.

Fonte: DE ALMEIDA, 2017.

Mottram e colaboradores (1996) demonstraram que cepas mutantes nulas para
CPB2.8 perdem capacidade infectiva, recuperando infectividade semelhante a cepa
selvagem quando "curadas” com a transfecg¢édo de plasmideos que albergam o gene
que codifica a CPB, mostrando o papel crucial desta enzima na infeccdo por
Leishmania.

Assim como em Leishmania, os parasitas causadores da malaria, Plasmodium
spp. também possuem uma série de cisteino proteases que tem papel central durante
o ciclo celular no parasita, seja na invasao ou degradacéao de eritrcitos, degradacao
de tecidos ou invasao celular (MUSYOKA; NJUGUNA; BISHOP, 2019). Em
Plasmodium, as cisteino proteases melhor caracterizadas sdo as da familia da
papaina (cla CA, familia C1), caracterizadas pela presenca da triade catalitica Cis-
His-Asn conservada (MISHRA; SINGH; SINGH, 2019). O sequenciamento do genoma
de P. falciparum revelou a presenca de quatro falcipainas (FPs-1, 2, 2’ e 3), trés
dipeptidil peptidases (DPAP-1, -2, -3), nove proteinas SERA e um homdlogo da
calpaina (ROSENTHAL, 2011).

Durante o estagio eritrocitico, especialmente na fase de trofozoita, é

especialmente observado acentuada atividade das falcipainas FP-2 e FP-3 presentes
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em abundancia em P. falciparum. Estas enzimas sdo encontradas no vacuolo
digestivo (VD) possuindo como principal fungéo a rapida clivagem da hemoglobina em
multiplos sitios, levando a sua degradacdo, em conjunto com outras classes de
enzimas cataliticas (Figura 12). FP-2 também esta envolvida na degradacdo de
proteinas esqueléticas da membrana eritrocitaria, incluindo a anquirina e a proteina
da banda 4.1 (ROSENTHAL, 2011; MISHRA; SINGH; SINGH, 2019).

Figura 12. Papel das proteases na degradacao da hemoglobina.
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Trofozoitos “ingerem” o citoplasma dos eritrécitos e o transportam para o grande e central vacuolo
digestivo, andlogo aos lisossomos. Nesta via, varias enzimas proteoliticas conhecidas sédo evolvidas:
aspartico proteases (Plasmepsinas I, I, 1ll e IV), trés cisteino proteases da familia da papaina
(Falcipainas-2, 2’ e 3), metaloprotease (Falcilisina) e a dipeptidil aminopeptidase 1 (DPAP1). O produto
final sdo aminoacidos que irdo suprir a demanda nutricional da metamorfose desde o estagio de anel,
até os esquizontes multinucleados do estagio assexuado.

Fonte: Adaptado de MISHRA; SINGH; SINGH, 2019.

Pode-se ainda dizer que as falcipainas sdo um alvo atrativo para o
desenvolvimento de farmacos, uma vez que desenvolvem papel crucial no estagio de
maturacdo e multiplicacdo nos eritrocitos. Sijwali e colaboradores (2003) mostraram
que a FP-2 é essencial no processo de degradacdo de hemoglobina, uma vez que
uma cepa knockout do gene da FP-2 teve diminuicdo do processo de clivagem de
hemoglobina quando comparada a cepa selvagem em estagio trofozoita, além de ser
trés vezes mais sensivel a inibidores de cisteino protease. Ja para FP-1, o mesmo
nao ocorreu, a cepa knockout apresentou o mesmo perfil fenotipico da cepa selvagem
(SIJWALI; ROSENTHAL, 2004).
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Vérios inibidores de cisteino proteases sédo descritos na literatura para as
falcipainas, como peptideos, peptideo-miméticos e ndo peptidicos, uma vez que ha a
estrutura resolvida da FP-2 e FP-3 o que facilita a etapa de desenho racional de
inibidores (RAWAT et al., 2021). Alguns destes compostos chegam a etapa de ensaios
in vivo, mas néo progridem (ROSENTHAL, 2004). Portanto, a busca por inibidores
especificos e seletivos para falcipainas, que possam evoluir nas etapas de
desenvolvimento de farmacos ainda é um desafio. No que diz respeito a farmacos que
possuem como alvo cisteino proteases de protozodrios, ha na literatura apenas um
registro referente ao farmaco K11777 que avancou em estagio pré-clinico contra a
doenca de Chagas, porém foi interrompido devido a problemas de seguranca
(MCKERROW, 2018).

2.5 Compostos furoxanos e derivados

Os furoxanos (1,2,5-oxadiazol-2N-6xido) e benzofuroxanos
(benzolc][1,2,5]oxadiazol-1N-6xido) (Figura 13), sdo moléculas bastante conhecidas
na literatura, possuindo varias bioatividades descritas. Estas moléculas foram
sintetizadas pela primeira vez ha mais de 100 anos, com promissora atividade
antiparasitaria descrita, dentre elas anti-Leishmania, anti-Plasmodium, anti-
Trypanosoma, anti-Schistosoma (GASCO et al., 2004; CASTRO et al., 2009; MOTT
et al.,, 2012; DUTRA et al.,, 2014; GIL et al., 2014). Esta classe de moléculas
apresentam em sua estrutura um grupamento N-Oxido que age como grupo
biorreduzivel no parasito, gerando espécies reativas de nitrogénio, dentre elas o 6xido
nitrico (NO), além de causar S-nitrosilacdo de proteinas, o que é associado como
principal mecanismo de acdo do efeito antiparasitario do NO (GASCO et al., 2004;
BOIANI et al., 2008).

Figura 13. Estrutura geral dos furoxanos e benzofuroxanos.
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Estrutura geral dos furoxanos (A) e benzofuroxanos (B). A posi¢do do grupamento N-6xido é indicada
como 1-, N- ou N1-6xido para os furoxanos, enquanto que para os benzofuroxanos é indicado como 2-
, N- ou N2-6xido. Fonte: GASCO et al., 2004; CERECETTO; GONZALES, 2007.

O NO ao ser metabolizado em células de mamiferos e microrganismos, pode
causar formacdo excessiva de oxidantes e novos produtos que levam ao
comprometimento da estrutura e funcéo celular, levando a degeneracéo e morte da
célula (RADI, 2018). Uma das organelas celulares mais atingidas por este processo é
a mitocondria, onde dados na literatura sustentam que o aumento de NO causa
disfuncdo mitocondrial através de uma série de eventos como alteracdo dos
gradientes eletroquimicos, redox mitocondrial e homeostase da bioenergia (RADI et
al., 2002).

Um dos subprodutos gerados pela metabolizagdo do NO nas células é o
peroxinitrito que pode levar a alteracbes na bioenergética mitocondrial e na
homeostase do calcio, como também promover a abertura de poros de transicao de
permeabilidade mitocondrial (RADI et al., 2002). Em células de mamiferos, danos
causados por NO e mudancas na homeostase do célcio juntos iniciam morte celular
programada ou necrose em uma variedade de tipos celulares (RIDGLEY; XIONG;
RUBEN, 1999). Parasitas do género Leishmania possuem alguns reservatérios de
calcio como acidocalcisomas, reticulo endoplasmético e apenas uma mitocondria
(DOCAMPO; HUANG, 2015); portanto, alteracdes que estejam sendo causadas pelo
efeito deletério dos subprodutos gerados pelo NO sdo importantes para o
entendimento desta via.

Em parasitas do género Plasmodium sabe-se que o célcio esta envolvido na
bioenergética do parasita, sendo um segundo mensageiro crucial ligado ao egresso e
invasdo de células hospedeiras, secrecdo de proteinas, motilidade e regulacdo do
ciclo celular (BROCHET,; BILLKER, 2016). Estes parasitas possuem como principais
reservatorios de célcio o vacuolo digestivo, reticulo endoplasmatico, mitocondria e
acidocalcisomo que podem ser prejudicados pelo desbalanco de célcio intracelular
(DE OLIVEIRA et al., 2021).

Alguns trabalhos caracterizaram componentes importantes responsaveis pela
sinalizacdo de célcio em P. falciparum, sendo os mais descritos: bombas SERCA
(Sarco Endoplasmic Reticulum CA2*-ATPAse) responsaveis pelo bombeamento deste
ion para dentro do reticulo endoplasmatico; pirofosfatases (VP1) e V-ATPases

presentes no vacuolo digestivo que regulam o pH &cido desta organela pela
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manutencdo de célcio; e as proteinas quinases dependentes de calcio (CPDKSs)
descritas por estarem envolvidas na regulacdo da motilidade dos gametas no inseto
vetor, e egresso do ciclo biolégico na fase eritrocitaria (VIDADALA et al., 2014;
DOCAMPO; HUANG, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2021). Na fase intraeritrocitica, na
qual ha bastante investimento no desenvolvimento de drogas anti-malaricas, o
parasita € desafiado ao usar o calcio para sinalizacdo, uma vez que a concentracao
desse ion na corrente sanguinea € na ordem de milimolar, enquanto que intracelular
pode variar de 100 nM a 480 nM (GARCIA et al., 1996; ROHRBACH et al., 2005).

Autores relatam que a homeostase do célcio intracelular € importante para
Plasmodium uma vez que esta conectado a sinais intracelulares criticos ligados ao
ciclo celular do parasita, estando envolvido em uma rede de vias reguladoras, o que
torna este fenbmeno um importante alvo para o desenvolvimento de drogas anti-
maléricas (GAZARINI et al., 2007; LOURIDO; MORENO, 2015; DE OLIVEIRA et al.,
2021). Vidadala e colaboradores (2014) descreveram uma série de compostos
baseados em pirazolopirimidina e imidazopirazina como potentes inibidores de
quinase dependente de célcio-4 em P. falciparum (PfCDPK4), sem toxicidade para
células de mamifero (VIDADALA et al., 2014). Enomoto e colaboradores (2012)
mostraram que o0 composto 2-aminoetil difenilborinato blogueia a oscilagédo
espontanea de calcio, via receptor IP3/célcio dependente, causando o bloqueio da
progressao do ciclo celular de P. falciparum no estégio eritrocitico (ENOMOTO et al.,
2012).

Portanto, tendo em vista o potencial anti-parasitario dos derivados furoxanos,
Nnosso grupo de pesquisa estudou uma série de compostos desta classe, identificando
0 composto Lapdesflde, que apresentou potencial terapéutico por administracao
intraperitoneal para tratamento da LV, com mecanismo de ag&o associado a inibigéo
da CPB2.8 de Leishmania e producédo de NO (DE ALMEIDA, 2017; DE ALMEIDA et
al., 2017). Entretanto, sabe-se que esta via de administracdo ndo € a ideal, logo
melhorar este protétipo, desenvolvendo moléculas com atividade semelhante ou
superior e que possam ser utilizados por administracéo via oral, foi um dos objetivos
deste trabalho, estando de acordo com a iniciativa do Drugs for Neglected Diseases
(DNDi) para o desenvolvimento de novos farmacos para doengas negligenciadas
(KATSUNO et al.,, 2015). Portanto, modificacbes estruturais foram realizadas
utilizando Lapdesfl4e como protoétipo.
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Foram desenvolvidos 24 derivados furoxanos, sendo 14 amida- e fenil-
furoxanos, dez benzofuroxanos e adicionalmente sete compostos contendo apenas
N-acil-hidrazona para verificar a influéncia deste grupo quimico na atividade anti-
Leishmania e anti-Plasmodium. A N-acil-hidrazona € descrita por atuar na inibicdo de
cisteino proteases de Leishmania e Plasmodium, sendo explorada também no
desenho de novos compostos bioativos para outras doencas parasitarias como
Doenca de Chagas (CARVALHO et al., 2012; KUMAR et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

Este trabalho mostra o potencial promissor dos novos derivados furoxanos para
as doencas parasitarias leishmanioses e malaria. Durante o seu desenvolvimento,
também contribuiu para a identificacdo de novos agentes anti-leishmaniais de origem
natural ou sintética, produzindo nove artigos cientificos publicados e uma patente.
Para a leishmaniose visceral, todas as moléculas apresentaram baixa citotoxicidade
(Sl < 10), sendo os derivados furoxanos os mais potentes contra formas amastigotas
de L. infantum, sendo o EC50 <10 pM, exceto para 4i, 4j, 4n e 40, e para 0s
benzoforuxanos, apenas 4r apresentou estes critérios. Os furoxanos foram capazes
de liberar N-0xido, o que pode ter contribuido na atividade leishmanicida observada.
Isto foi observado apds a utilizagdo da enzima recombinante LmCPB2.8ACTE
expressa em P. pastoris e verificar que derivados como os benzofuroxanos e
hidrazonas inibem a CPB, entretanto possuem pouca ou nenhuma atividade para
formas amastigotas de L. infantum.

A analise in silico do ADME das melhores moléculas indicou que 4f apresenta
as melhores caracteristicas para testes in vivo por administragdo oral, caracteristica
muito desejada para novos agentes leishmanicidas, principalmente considerando
que todos os farmacos, exceto miltefosina, sdo administrados por longos periodos
de tempo (~30 dias) e por via parenteral, o que requer hospitalizagdo do paciente,
comprometendo a adesao deste ao tratamento. A molécula 4f mostrou ser eficaz em
um curso de tratamento muito curto (cinco dias, 2x ao dia), com a maior dose (7.7
mg/kg/dia correspondente a dose da miltefosina) e quando administrado por via oral,
reduzindo em ~90% a carga parasitaria no figado e bago de camundongos
infectados com L. infantum em um modelo agudo da infecgdo. A analise dos
marcadores bioquimicos através do plasma sanguineo indicou que o composto nao
apresenta toxicidade para o figado ou rim, ja que ndo causou alteragdes nos
marcadores avaliados.

Adicionalmente, no ambito do programa CAPES-PrInt, estendemos nossos estudos,
investigando o potencial antimalarico destes compostos para futura aplicagdo no
tratamento da malaria. Trés furoxanos apresentaram boa poténcia quando
investigados em culturas sincronizadas de P. falciparum., sendo 4m (EC50 2.8 uM) o
melhor composto. Diferentemente do que era esperado, estudos de mecanismo de
agao sugerem que 4m nao € inibidor de facipainas (cisteino proteases) de P.
falciparum, apesar destas proteases pertencerem a classe das papainas, assim
como cisteino protease de L. mexicana (IC50 = 6 uM), uma vez que ensaios

indiretos de avaliagao desta inibicao baseado em estudos de microscopia,
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nado detectaram alteracdes morfologicas do vacuolo digestivo do parasita, bem
como néo foi possivel observar acumulo de hemoglobina ndo degradada apos

o tratamento com o0 composto, sugestivos de inibicdo das proteases.
Contudo, verificou-se que 4m é capaz de causar a liberacdo de calcio

intracelular, possuindo como alvo o reticulo endoplasmatico, com efeito seletivo para
0 parasita, uma vez que hepatdcitos tratados com o composto ndo apresentaram tal

efeito. Essa liberacdo de célcio deve estar ocorrendo apos acidificagéo do citoplasma,
em decorréncia das propriedades fisico-quimicas da molécula relacionadas a
presenca de um grupo amida ligado ao N-Oxido associada a liberacdo de NO,

promovendo em conjunto efeitos deletérios para a viabilidade do parasita.
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