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I. INTRODUCAO

Este relatorio foi redigido no ambito da unidade curricular Estagio Curricular do
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Coimbra.

Apos a realizagao deste estagio é notoria a incidéncia que as unidades curriculares ao
longo do curso tém para a componente tedrica, sendo que grande parte das aulas praticas
acabam por ficar um pouco aquém da realidade profissional. Assim sendo, cabe-nos a nos
estudantes ser proativos na nossa propria formagao, tentar ao maximo aproveitar as
oportunidades que nos surgem e ir em busca de experiéncias que nos enriquegam a nivel
profissional.

O contacto com diferentes areas do ramo farmacéutico permite-nos desenvolver
conhecimentos praticos para que possamos exercer a nossa profissio em qualquer uma das
saidas profissionais que o curso em Ciéncias Farmacéuticas nos oferece. Sendo o estagio em
farmacia hospitalar de carater nao obrigatorio, a minha escolha teve como principal objetivo
conhecer a importancia que um farmacéutico tem no meio hospitalar, as suas fungoes e
respetivas responsabilidades.

O estagio curricular foi realizado no Hospital Universitario Dr. Peset (HUDP)
localizado no Bairro de Patraix na cidade de Valéncia, sob a orientacao da Dra. Modnica
Climente Marti e teve a duracao de 3 meses, tendo se iniciado no dia |15 de outubro e
finalizado no dia 15 de dezembro de 2021.

O HUDP é um hospital publico e foi considerado o primeiro hospital da Seguranca
Social da Comunidade Valenciana. O seu funcionamento como Hospital Geral teve inicio em
1951, com a denominagao de “Residencia Sanitaria General Sanjurjo”, e em 1989 foi adotado
o nome de Hospital Doutor Peset em homenagem ao médico Joan Bautista Peset
Aleixandre. Atualmente o HUDP possui 26 centros de saude e consultorios, 16 Unidades
Hospitalares e ainda uma Unidade de Hospitalizagdo Domiciliaria, sendo considerado um

hospital de referéncia para toda a comunidade.
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2. ANALISE SWOT

2.1. PONTOS FORTES (STRENGTHYS)
2.1.1. Equipa de trabalho

Um dos pontos fortes deste estagio foi sem duvida o espirito de equipa e a
disponibilidade que todos demonstraram desde o meu primeiro dia no hospital.

No ambiente hospitalar todos os dias sao uma corrida contra o tempo, pois as
validagoes das prescrigoes pelos farmacéuticos tém de ser feitas rapidamente para que os
enfermeiros consigam preparar a medicagao e, consequentemente esta esteja disponivel
quando o doente chega ao hospital. O espirito de equipa que existe em cada unidade e a boa
relagao que todos os profissionais mantém uns com os outros permite que este circuito seja
feito de forma rapida e harmoniosa.

A dedicagao, responsabilidade e competéncia que os farmacéuticos depositam neste
hospital é notavel. Ainda que exista uma sobrecarga de tarefas a realizar, demonstraram-se
sempre disponiveis para esclarecer as minhas duvidas, explicar-me o funcionamento de todas
as unidades, e ainda me deram a oportunidade de acompanhar alguns dos trabalhos
executados por outros profissionais que integram este servigo.

Ha também uma inter-relagio muito proxima entre o farmacéutico e o médico
conseguida através da utilizagio de um software, Orion Clinic®, que permite a troca de

informagao entre ambos de forma rapida e eficiente.

2.1.2. Comunica¢ao e contacto com a realidade noutro pais

O facto de ter optado por realizar este estagio em Espanha foi muito enriquecedor do
ponto de vista profissional e pessoal, pois permitiu-me contactar com uma nova realidade,
tanto a nivel de formagao dos farmacéuticos, como no seu exercicio profissional. Por outro
lado, permitiu-me conhecer pessoas de muitos paises diferentes o que é sempre uma mais-
valia a nivel cultural, mas também uma boa oportunidade para pér em pratica outras linguas,
neste caso o espanhol e o inglés.

A formagao dos farmacéuticos hospitalares em Espanha difere um pouco da realidade
em Portugal, uma vez que é necessario realizar uma prova a nivel nacional. Do ponto de
vista profissional, também existem algumas diferengas, como por exemplo, o facto da
preparagao da medicagao ser feita por enfermeiros e nao por técnicos de farmacia como

acontece na maioria dos hospitais portugueses.
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2.1.3. Organizacdao das unidades dos Servicos Farmacéuticos (SF) no

HUDP

Na minha opiniao, as unidades dos SF no HUDP estao muito bem organizadas, uma vez
que proporcionam a comunicagao proxima entre diferentes profissionais de salde e ainda
permitem que cada farmacéutico se dedique somente a uma area especifica, contribuindo
para uma maior rapidez de resposta as necessidades de cada doente. Os SF do HUDP
englobam onze Unidades Funcionais (UF):

* UFI. Unidade de Farmacotecnia

* UF2. Unidade de Consultoria e Qualidade Farmacoterapéutica

* UF3. Unidade de Farmacocinética (FCC)

* UF4. Unidade de Atengao Farmacéutica a Pacientes Externos (UFPE)

* UFS5. Unidade de Gestao de Medicamentos (UGM)

* UF6. Unidade de Produtos de Investigagao (Ensaios Clinicos)

* UF7. Servico Farmacéutico de Atencao Primaria

* UF8. Sistema Integral de Dispensagao Individualizada de medicamentos em doses
unitarias (DU_SIDIM)

* UF9. Unidade de Terapia Parenteral (UTP) (Unidade de Oncologia Farmacéutica)

* UFI10. Unidade de Docéncia e Investigagao Clinica

* UFI . Unidade de Coordenagao de Processos Farmacoterapéuticos Integrados

Apesar de, como disse anteriormente, cada farmacéutico se dedicar somente a uma
area especifica, durante os 4 anos de formagao os Farmacéuticos Internos Residentes (FIR)

tém a oportunidade de fazer rotagao por todas as unidades.

2.2. PONTOS FRACOS (WEAKNESSES)

2.2.1. Permanéncia de curta duracio em determinadas unidades

O estagio foi organizado de forma que na primeira semana houvesse uma rotagao por
todas as unidades do servigo, antes de ser destacada para a unidade de terapia parenteral.

A unidade onde fiquei exige um cuidado acrescido, nao sé relativamente a preparagao
da medicagao que tem de ser preparada em condigoes asséticas, como também pelo facto
de estarmos perante doengas graves e, portanto, de responsabilidade acrescida. Nesse
sentido, grande parte do meu estagio baseou-se na organizagao da medicagao no armazém
desta unidade, atualizagao dos cddigos nacionais, elaboragao de etiquetas e verificagao de

prazos de validade.
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Considero que teria sido importante permanecer mais tempo em cada um dos
setores, para conseguir perceber melhor a sua organizagao, os profissionais de saude que os
integram, as suas respetivas fungoes e para poder acompanhar melhor o trabalho dos

farmacéuticos no dia-a-dia.

2.2.2. Falta de acesso aos softwares por parte dos estagiarios

No HUDP sao utilizados softwares clinicos pelos profissionais de saude que permitem
fazer o acompanhamento do doente, ter acesso a histéria clinica do mesmo e ainda fazer a
validagao das prescrigoes. Durante o meu periodo de estagio, sempre que houve
necessidade de utilizar esses softwares, destaco o Orion clinic® e o Farmis_Oncofarm®, tive que
pedir o nome de usuario e contrassenha a outros farmacéuticos, uma vez que os dados que
me foram atribuidos para aceder a estas plataformas no inicio de estdgio, nao me davam
acesso a toda a informagao que necessitava.

Por outro lado, estas plataformas nao podem ser usadas por dois utilizadores
diferentes, fazendo com que se encerrassem automaticamente sempre que outro

farmacéutico necessitava de a consultar.

2.3. OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)

2.3.1. Rotacdo pelos diferentes Servicos Farmacéuticos

Durante a primeira semana foi me dada a oportunidade de fazer uma rotagao por

algumas das diferentes Unidades Funcionais:

Dia 15 de Outubro | Dia 16 de Outubro | Dia 17 de Outubro | Dia 20 de Outubro

UGM/FCT UFPE/FCC UTP DU_SIDIM

2.3.1.1. Unidade de Gestiao de Medicamentos (UGM)

A UGM tem como principal objetivo garantir a disponibilidade dos medicamentos em
todo o hospital, de forma a responder as necessidades dos pacientes e dos demais
profissionais de saude de forma rapida e eficiente. Para isso o farmacéutico deve assegurar

que estes sao adquiridos, recebidos, distribuidos e dispensados de forma correta.

Nesta UF o farmacéutico é também responsavel pela verificagio do stock e por

controlar os estupefacientes e psicotropicos, desde a sua aquisigao, até a sua dispensagao e
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posterior reposicao. Estes medicamentos sao armazenados num sistema automatico
designado por Omnicell®, situado em diferentes unidades do hospital (cuidados intensivos,
unidade de cirurgia e urgéncias) e o seu acesso sé € permitido mediante a colocagao de um
codigo. Assim, este sistema nao sé garante uma maior seguranga, uma vez que OS
medicamentos sao dispensados em unidades individuais, como também nos da atualizages

automatizadas do stock, tornando todo este professo mais facil e menos suscetivel a erros.

2.3.1.2. Unidade de Farmacotecnia (FCT)

A FCT é responsavel pela formulagao e manipulagao de medicamentos em situagoes
em que € necessario adaptar a dose ou a forma farmacéutica de um medicamento ja
comercializado, a fim de responder as necessidades especificas de cada doente.

Cabe aos profissionais de saude desta unidade, a elaboragao de formulas magistrais e
preparados oficinais segundo os protocolos PNT (Protocolos Normalizados de Trabalho)
onde constam as matérias-primas e material a ser utilizado, controlos de qualidade e modos
de acondicionamento. Apos cada preparagao, estas sao registadas e etiquetadas.

Na UF os farmacéuticos também siao responsaveis pela validagao de formas
farmacéuticas recondicionadas pelos auxiliares, onde é verificado o principio ativo, a

dosagem, a caducidade e o lote.

2.3.1.3. Unidade de Intervencao Farmaceéutica a Pacientes Externos

(UFPE)

A UFPE é a unidade onde se realizam as consultas a pacientes nao hospitalizados.
Nesta unidade o farmacéutico tem como principais fungoes: seguir, aconselhar, dispensar a
medicagao, explicar ao doente a forma correta de utilizagao da mesma, bem como informar
sobre o possivel surgimento de efeitos secundarios. O farmacéutico deve garantir que o
doente compreendeu a informagao que lhe foi transmitida antes deste abandonar o
consultorio. Para além disso, quando um paciente inicia um tratamento novo é lhe entregue
uma ficha de informagao onde consta toda a informagao que o doente necessita para
alcangar o sucesso terapéutico.

E nesta unidade que sio dispensados os medicamentos de uso hospitalar, que
requerem maior vigilancia, e ainda os medicamentos de utilizagao off-label.

Durante a minha rotagao por esta unidade, tive a oportunidade de contactar com
doentes oncoldgicos, doentes infetados com HIV e mulheres a fazer terapéutica in vitro para

engravidar.
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2.3.1.4. Unidade de Farmacocinética Clinica (FCC)

A FCC dedica-se a individualizagao posologica e otimizagao dos tratamentos, com a
finalidade de alcangar a maxima eficacia terapéutica, minimizando a incidéncia de efeitos
adversos.

Nesta unidade sao determinadas as concentragcdes de certos farmacos em fluidos
biologicos (plasma e sangue), sobretudo de farmacos que apresentam uma margem
terapéutica estreita e, portanto, maior risco de toxicidade, como é o caso de alguns
imunossupressores, antiepiléticos, antibioticos aminoglicosideos e do glucésido cardiotonico,
digoxina. Muitas vezes esta instabilidade é causada nao s6 pela variabilidade genética do
individuo e possivel existéncia de polimorfismos, como também pelo facto do perfil
farmacocinético de certos farmacos se alterar consoante as carateristicas fisico-quimicas e
bioldgicas do mesmo.

E também da responsabilidade desta unidade funcional a determinagio da
concentragao de farmacos, como antidepressivos e AINES, quando ha suspeita de
intoxicagao, seja ela acidental ou voluntaria.

A monitorizagao de firmacos no organismo permite que os regimes posologicos sejam

mais seguros e individualizados e nao baseados em decisdes empiricas.

2.3.1.5. Unidade de Terapia Parenteral (UTP)

O acesso a UTP é bastante controlado uma vez que é nesta unidade que se prepara a
medicagao a ser administrada por via parenteral, inclusive citotoxicos, e por isso todos os
profissionais que trabalham neste espago tém de utilizar Equipamento de Protegao Individual
(EPI). Para além disso, existe ainda um sistema de duas portas que previne a contaminagao
tanto para o interior como para o exterior desta unidade e, cujo seu funcionamento ocorre
através de um bloqueio que impede que ambas as portas estejam simultaneamente abertas.

Esta unidade foi onde passei grande parte do meu estagio e aqui tive a possibilidade de
contactar com varios profissionais desde auxiliares de enfermagem, enfermeiros,
farmacéuticos residentes e farmacéuticos adjuntos. Os enfermeiros sao os principais
responsaveis pela preparagao de medicamentos citotoxicos e outras preparagoes a serem
administradas por via parentérica. Os auxiliares de enfermagem garantem o fluxo correto
desta unidade e os farmacéuticos tém como principal fungao a validagao dos tratamentos,

antes de serem preparados e antes de serem dispensados.
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Nesta unidade existem duas camaras de fluxo:

* Camara de fluxo laminar vertical: onde é preparada a medicagao citotoxica e outras
preparagoes que apresentam elevado risco de toxicidade para o manipulador, como
.. . . ® .1 . ~
por exemplo o antiviral Ganciclovir® utilizado no tratamento de infe¢oes causadas
por citomegalovirus.

* Camara de fluxo laminar horizontal (sala branca): onde sao preparados os produtos

estéreis que nao apresentam risco para o operador. Esta cdmara funciona em
condigoes asséticas e aqui sao preparadas nutrigoes parentéricas, medicagao
administrada previamente a quimioterapia, colirios, determinados antibioticos, entre
outros.

O funcionamento desta Unidade Funcional inicia-se com a prescricao feita pelo
médico, que é posteriormente validada pelo farmacéutico. Nesta validagao o farmacéutico
tem de ter em conta varios parametros, desde parametros analiticos, bioquimicos,
diagnostico do doente e ainda o historico de administragoes. Apos validagao da prescrigao,
os auxiliares de enfermagem preparam o material que os enfermeiros necessitam para
proceder a preparagio da medicagdo. Preparada a medicagido, esta é posteriormente
colocada numa bandeja metalica por doente. De seguida, o farmacéutico faz nova validagao
para confirmar que a medicagao que o doente necessita se encontra toda na bandeja e
verifica também a caducidade, doses, principio ativo e a presenga de particulas em suspensao
nas bolsas parenterais.

No caso das nutrigdes parentéricas, o farmacéutico deve calcular as necessidades
energéticas do doente, verificar o estado funcional do trato Gl e do sistema renal e analisar
se a prescri¢cao esta ou nao conforme, ou se é necessario fazer ajuste de doses. Dentro da
nutricao parentérica temos:

* Nutricao Parentérica Hipocalorica (NHP): O aporte calérico deste tipo de nutrigao

varia entre 1000 e 1800 Kcal e utiliza-se apenas como suplemento quando a ingestao

de nutrientes por parte do doente nao ¢é suficiente.

* Nutricao Parentérica Total (NPT): Esta preparagao é utilizada em situagdes em que
a via entérica esta totalmente comprometida. E constituida por hidratos de carbono,
lipidos e proteinas e a via de administracao utilizada é a via IV central devido a
elevada osmolaridade desta preparagao.

* Nutricio Parentérica para doentes criticos: De maior aporte calorico pois

normalmente estes doentes estao em estado de anorexia.
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2.3.1.6. Sistema Integral de Dispensacio Individualizada de

medicamentos em Doses Unitarias (DU_SIDIM)

A DU_SIDIM é responsavel pela dispensagao dos medicamentos em doses unitarias
aos doentes que se encontram hospitalizados e esta dispensagao ocorre em trés turnos
(manha, tarde e noite), o que permite que a medicacao va sendo adaptada conforme a
evolugao clinica do doente. Esta adaptagao pode ser feita através de alteragdes no regime
terapéutico do doente, como também através de ajuste de doses, por exemplo, quando ha
alteragoes no valor da creatinina.

Nesta unidade funcional ocorre um seguimento continuo da evolugao clinica do
doente durante o tempo em que este esta ingressado, a fim de melhorar a qualidade dos
tratamentos, uma vez que todas as suspensoes e alteragoes que sao feitas na medicagao do
doente tém de ser validadas, contribuindo também para um maior controlo e menor
surgimento de erros.

Antes da medicagao ser dispensada, todas as prescrigoes sao validadas através de um
software designado por Orion Clinic®, onde o farmacéutico e o médico estio em contacto
para discutir cada caso e eventuais erros, ou duvidas que surjam no regime terapéutico do

doente.

2.3.2. Preparacao automatizada de citotoxicos

Na UTP tive a oportunidade de acompanhar duas enfermeiras na preparagao de
citotdxicos em bolsas parenterais, utilizando a tecnologia automatizada de um robd
designado por KIRO Oncology. Para trabalhar com o robé é necessario colocar EPI, luvas e
mangote esterilizados e, para além do operador deve estar presente um adjunto que auxilia
na abertura do material esterilizado e na desinfegao das superficies e materiais.

Sendo que se tratam de preparagoes parenterais € necessario garantir condigoes de
assepsia, por isso antes de se iniciar o procedimento de preparagao propriamente dito, sao
colocadas caixas de Petri com diferentes meios de cultura, em varias zonas do interior do
rob6, para verificar se existe ou nao contaminagao.

A utilizagao deste robé permite uma maior seguranga comparativamente a preparagao
manual, principalmente quando estamos perante preparagoes que requerem maior cuidado
durante o seu manuseamento, como € o caso dos citotoxicos. Para além disso, possibilita
também a otimizagao da preparagao da medicagao no hospital e a diminuigao do surgimento

de erros, sendo também uma vantagem para os doentes.
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Este rob6 possui leitores de codigos de barras que identificam os medicamentos a
utilizar na preparagao das bolsas parenterais, tornando este processo mais facil e rapido. No
entanto, torna-se também uma desvantagem quando ha uma mudang¢a no fornecedor de
determinado medicamento, pois nestes casos o robé nao consegue reconhecer o novo
codigo de barras e o trabalho tem de ser interrompido até que seja programado o novo
codigo.

Sendo esta operagao automatizada, os operadores tém de ser muito minuciosos, pois
qualquer falha ou desvio na colocagao do material no interior do rob6, pode dar origem a

erros e impedir o correto funcionamento do mesmo.

2.3.3. Valor profissional e formacao continua

A unidade funcional onde permaneci grande parte do tempo foi a unidade de terapia
parenteral na area de Oncologia. Durante os meses em que permaneci nesta unidade, tive a
oportunidade de acompanhar os farmacéuticos na validagao das prescri¢oes e da medicagao
antes desta ser dispensada. Sendo um trabalho de elevada responsabilidade, uma vez que se
tratam de doentes oncolégicos, nao tive a oportunidade de realizar nenhuma validagao, no
entanto, participei ativamente na pesquisa de informagao em livros de auxilio que sao
disponibilizados aos farmacéuticos, acompanhei os enfermeiros na preparagao automatizada
de citotoxicos, realizei um estudo estatistico sobre atrasos e reducdes de doses na
administracao de quimioterdpicos e ainda tive uma semana em que me foram
disponibilizados varios artigos para ler relativamente a tratamentos oncologicos para
diferentes tipos de cancro.

De forma geral, sinto que o contacto didario com os medicamentos e o
acompanhamento do trabalho dos farmacéuticos nesta area ajudaram-me a expandir
conhecimentos relativamente a este tema e a complementar algumas das bases que adquiri
na unidade curricular de Farmacia Clinica. Por outro lado, permitiu-me perceber que me
identifico inteiramente com o trabalho diario dos farmacéuticos em meio hospitalar, uma vez
que é um trabalho desafiante e que nos permite por em pratica os conhecimentos que

adquirimos ao longo do curso.

2.4. AMEACAS (THREATS)

2.4.1. Pouca preparacao pratica

No decorrer do curso de MICF sao poucos os conhecimentos praticos que

adquirimos relativamente a farmacia hospitalar e a importancia do farmacéutico neste meio,
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restringindo-se apenas a uma unidade curricular. Esta perce¢ao é notdria, principalmente
quando fazemos a comparagao com farmacia comunitaria, onde estamos muito mais aptos a
aplicar os conhecimentos que adquirimos ao longo do curso assim que o finalizamos, devido
a grande bagagem que este nos proporciona relativamente aos medicamentos que se
vendem nas farmacias e aos servigos farmacéuticos que integram.

Um dos exemplos, € o facto de possuirmos conhecimentos muito vagos da panéplia de
medicamentos de uso exclusivo no hospital, como por exemplo, os medicamentos
antineoplasicos, que equivocadamente achamos que s3o maioritariamente da
responsabilidade dos médicos que os receitam, mas que na pratica clinica, em meio
hospitalar, sao de extrema importincia para que a validagio da medicagao seja feita
corretamente, pois € muito comum surgirem erros de doses nas prescricoes deste tipo de

medicamentos.

2.5. CASOS PRATICOS

2.5.1. Leucemia Linfocitica Croénica (LLC)

Caso de um paciente adulto com Leucemia Linfocitica Croénica (LLC) em que se
pretendia introduzir Acalabrutinib. A LLC é um tipo de cancro no sangue que afeta os
glébulos B (um tipo de glébulos brancos). Geralmente a dose recomendada é de 100 mg,
duas vezes por dia.

Antes do tratamento ser iniciado, foram detetadas algumas interacées com medicacao
que o paciente ja tomava que foram alertadas ao médico Hematologista:

* Acalabrutinib e Rivaroxabano (anticoagulante): O Alabrutinib aumenta os efeitos
anticoagulantes de Rivaroxabano, podendo aumentar ainda mais o risco de
hemorragia. O Acalabrutinib administrado isoladamente podera por si s6 provocar
hemorragias graves ou mesmo fatais. Perante esta interagao, foi sugerido o controlo
de sinais de sangramento e a avaliagao do beneficio-risco da toma do medicamento.

* Acalabrutinib e Alopurinol: O alopurinol é um inibidor seletivo das etapas terminais
da biossintese de acido urico, utilizado no tratamento da gota: Um aumenta a
toxicidade do outro por sinergismo farmacodindmico. A coadministragao de ambos
pode aumentar o risco de efeitos mielossupressores. Foi sugerida a redugao da dose

de alopurinol.
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2.5.2. Neoplasia Colorretal estadio IV

Caso de um paciente adulto com neoplasia colorretal estddio IV que iniciou
tratamento com Fluorouracil (5FU), um medicamento pertencente a classe das
fluoropirimidinas bastante utilizado em regimes de combinagao na quimioterapia contra o
cancro colorretal. Ao analisar a ficha clinica do doente, detetdmos que o paciente era
portador heterozigotico para a variante DPYD D949V, um tipo de polimorfismo de DPYD.
DPYD codifica a dihidropirimidina-desidrogenase (DPD), enzima responsavel pela
metabolizacao de grande parte do 5FU, ora a deficiéncia da DPD esta associada a toxicidade
por 5FU, devido a nao degradagao do quimioterapico. Foi recomendada a redugao de 50%

da dose total.
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PARTE II
Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria na Farmacia

Barreiros localizada no Porto

Sob orientagao da Dra. Claudia Sofia Fernandes Barros

farmacia
barreiros




1. INTRODUCAO

Este relatorio foi redigido no ambito da unidade curricular Estagio Curricular do
Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Coimbra.

O meu estagio em farmacia comunitdria teve inicio na Farmacia Barreiros, localizada na
Rua Serpa Pinto n°l2, no Porto, na qual permaneci praticamente um més. Posteriormente,
por motivos pessoais, a continuagdo do estagio em farmacia comunitdria ocorreu na
Farmacia Barral em Lisboa.

A Farmacia Barreiros teve a sua abertura no ano 1934, pela Dra. Lapa Barreiros que se
manteve no cargo de diregao técnica até 1980.

Desde 2011 este estabelecimento tem evoluido de forma bastante significativa,
destacando-se da maioria das outras farmacias, nao s6 pelo espago amplo, com um design
modernizado, como também pela quantidade de servicos e produtos que oferece, desde
medicamentos homeopaticos, produtos ortopédicos e opticos, medicamentos manipulados
de uso humano e veterinario, produtos dietéticos, artigos de cosmética e ainda artigos para
recém-maes e bebés.

Para além disso, a Farmacia Barreiros encontra-se aberta 24 horas por dia, durante os
365 dias do ano, sendo uma mais-valia para os utentes, com os quais estes profissionais de
salde estabelecem uma relagao de confian¢a e empatia.

A frequéncia de apenas um més de estigio nesta farmacia permitiu-me apenas

frequentar o laboratério de manipulados, que sera o meu principal foco neste relatorio.
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2. ANALISE SWOT

2.1. PONTOS FORTES (STRENGTHS)

2.1.1. Espaco e organizacao da farmacia

O design moderno e sofisticado da Farmacia Barreiros é notorio quer do ponto de
vista exterior, quer do ponto de vista interior, proporcionando desde logo um ambiente de
conforto aos utentes e funcionarios.

Assim que se entra na farmacia, deparamo-nos com uma ampla zona de atendimento
ao publico, onde os artigos se encontram extremamente bem organizados e arrumados. Os
balcoes sao estrategicamente posicionados e separados por lineares, de modo a manter a
privacidade do utente durante o atendimento. Para além disso, o atendimento funciona por
ordem de senhas, sendo que pessoas gravidas ou debilitadas tém prioridade sobre os outros
utentes. Este método contribui para uma maior organizacao da farmacia, tendo em conta
que esta possui bastante movimento.

Por tras do balcao existe a zona de backoffice onde se encontram guardados alguns
medicamentos reservados, manipulados preparados e prontos a entregar ao utente, os
xaropes que nao podem ser armazenados no robd, medicamentos de especial controlo e
ainda um frigorifico para armazenamento de medicamentos de frio como alguns colirios,
injetaveis e ainda alguma contracecio. E aqui que se encontra também o gabinete da
Direcao Técnica.

No piso -l situa-se o armazém com uma porta de acesso ao exterior, por onde
ocorre a entrega e recegao de encomendas, e ainda um espago que contém computadores
onde é realizada a recegao de encomendas bem como a gestao de distribuicao de
medicamentos para outras unidades de saude.

A zona de refeicao esta equipada com todos os eletrodomésticos necessarios, desde
um fogao, frigorifico, maquina de lavar loiga, cafeteira, e ainda um sofd e televisao que
tornam o espago mais comodo e agradavel durante os momentos de pausa.

No piso | encontra-se o rob6 de dispensa de medicamentos, que € responsavel
também pelo armazenamento dos mesmos nas estantes ladeadas que possuem cerca de 5
metros de altura. Esta funcao é possivel devido a capacidade de leitura dos respetivos
codigos de barras das embalagens, que permite por sua vez a sua identificagao. A utilizagao
do robé na farmacia permite que o farmacéutico dispense mais tempo no aconselhamento ao
utente, melhorando assim o servico de atendimento e garantindo que os utentes saiam da
farmacia esclarecidos e satisfeitos. Neste piso encontra-se também uma zona onde os

medicamentos sao embalados de forma personalizada, principalmente para idosos, mas
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também para pessoas que tomam muitos medicamentos e que optam por ter a sua
medicagao embalada e organizada conforme os diferentes dias do més.

Os laboratérios estao também situados no piso | e sao divididos em trés salas: uma
sala onde ocorre a producio de medicamentos homeopadticos, outra onde ocorre a
preparagao de xaropes, pomadas, cremes, géis e solugoes e, por fim, uma sala onde sao
preparadas formulas a base de pos, como capsulas e sachés.

Existe ainda uma sala onde os manipulados preparados sao etiquetados, embalados e as
fichas técnicas elaboradas. Nesta unidade sao também preparadas as encomendas a serem
enviadas para outras farmacias e as encomendas online realizadas pelos utentes.

Todo o ambiente e organizagao da farmacia permite que o trabalho dos funcionarios
seja realizado de forma organizada, rapida e eficaz, contribuindo para a satisfagio nao s6 dos

trabalhadores como, consequentemente dos utentes.

2.1.2. Equipa de trabalho

A Farmacia Barreiros é formada por uma vasta equipa composta por mais de 25
profissionais que contribuem para o seu bom funcionamento.

Durante a realizacdo do meu estagio foram notérios a disponibilidade e acolhimento
que todos demonstraram, quer a nivel profissional, quer a nivel pessoal, desde a minha
integracao na farmacia até o final.

O tempo que permaneci no laboratério foi uma mais-valia para a minha experiéncia
profissional e todas as questoes e duvidas que foram surgindo, foram respondidas e
esclarecidas adequadamente pelas farmacéuticas que integravam esta unidade e que se
demonstraram sempre disponiveis e pacientes durante o tempo que |3 estive.

Para além disso, destaco em especial a preocupagao e atengao da Dra. Claudia Barros
perante os funcionarios que integram a equipa da Farmacia Barreiros, que certamente sao

um grande contributo para o sucesso e reconhecimento que esta farmacia apresenta.

2.2. PONTOS FRACOS (WEAKNESSES)

O tempo que permaneci na Farmacia Barreiros nao foi suficiente para mencionar

pontos fracos.

25



2.3. OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)

2.3.1. Experiéncia laboratorial

Uma das grandes oportunidades que esta farmacia proporcionou foi sem duvida a
experiéncia em laboratorio. Ainda sao escassas as farmacias que tém o privilégio de fazer
manipulagao de medicamentos e, portanto, ter tido essa oportunidade foi sem duvida uma
experiéncia enriquecedora a nivel profissional.

A rotina de laboratorio iniciava-se com a verificagao e apontamento da temperatura
e humidade das salas e respetivos frigorificos onde se armazenavam os manipulados de frio.
Apos tudo estar conforme, as fichas de preparagao de manipulados para aquele dia eram
agrupadas e divididas por cada uma das trés salas, onde o processo de preparagao
propriamente dito era iniciado. No final do dia, os laboratérios e todo o material utilizado
eram limpos e deixados no balcao a secar para o dia seguinte. Os reagentes eram arrumados
em estantes localizadas no corredor dos laboratorios que se encontravam organizadas por
ordem alfabética.

Enquanto duas farmacéuticas se encarregavam da limpeza e arrumagao do
laboratério, as restantes faziam a etiquetagem e embalagem dos manipulados preparados.
Por fim, as encomendas a enviar para outras farmacias ou hospitais, eram separadas em
diferentes sacos devidamente selados e identificados com o nome do local de destino e,
posteriormente todo este processo era validado pela farmacéutica com mais anos de

experiéncia naquele laboratorio.

2.4. AMEACAS (THREATS)

O tempo que permaneci na Farmacia Barreiros nao foi suficiente para mencionar

ameacgas.

2.5. CASOS PRATICOS

2.5.1. Preparacao de uma suspensao oral de trimetoprim a 1% (ml/v)

com aroma de banana

e Nome do manipulado: Suspensao oral de trimetoprim a 1% (m/v)
e Forma farmacéutica: Suspensao
e N°delote

e Data de preparagao
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Quantidade total de medicamento: 30 mL

Prazo de validade

N° de doses

Adverténcias: Agitar antes de usar. Manter fora do alcance das criangas
Condig¢oes de conservagao: Conservar bem fechado no frigorifico
Tipo de aplicagao: Via oral

Matérias-primas e respetiva(o) quantidade, prego e lote

Matérias N° de Quantidade Preco Mat.
primas lote usada prima
Esséncia de 1234 0.30 mL 0.05 €
banana
Xarope simples 5678 2940 ¢ 045 €
Trimetoprim 91011 030¢g 0.05 €

Modo de preparagao

. Pulverizar e pesar o trimetoprim. Tranferir para almofariz de porcelana.
. Adicionar aos poucos, cerca de |/3 da quantidade total de xarope comum e misturar.

. Transferir a suspensao para a proveta rolhada. Lavar o almofariz com xarope comum e

juntar a restante suspensao previamente preparada. Adicionar a esséncia de banana.

Agitar vigorosamente.

. Completar o volume com xarope e agitar manualmente a suspensao até que apresente

aspeto homogéneo.

. Acondicionamento e rotulagem adequada.

Material e equipamentos utilizados

Tipo de embalagem interna e respetivo prego: frasco de vidro ambar de 30 mL
Tipo de embalagem externa e respetivo prego

Nome do operador

Nome do supervisor

Assinatura do diretor técnico

Valor PVP
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I. INTRODUCAO

A continuagao do estagio em farmacia comunitaria ocorreu na Farmacia Barral (FB),
localizada na Rua Augusta, 225 em Lisboa. Esta farmacia tem a particularidade de abrir todos
os dias da semana até as 2| h.

A FB é uma farmacia bastante antiga tendo sido fundada em 1835 e tornando-se numa
das mais conceituadas farmacias do pais.

No século XIX surgiu a marca Barral®, popularmente conhecida pelos seus cremes
gordos, primeiramente manipulados exclusivamente nesta farmacia e posteriormente em
laboratérios maiores. Entretanto esta marca foi adquirida por uma empresa italiana, mas
ainda hoje em dia os seus produtos continuam a ter grande sucesso e a ser bastante
solicitados em Portugal.

Relativamente ao espago atual, a FB possui duas entradas, uma que da acesso direto a
zona de dermocosmética e outra que da acesso a zona de dispensacao de medicamentos.
Atras dos balcoes de atendimento encontra-se o backoffice, onde se situam os medicamentos
sujeitos a receita médica (MSRM) e onde ocorre a recegao e pedido de encomendas,
conferéncia e fecho de receituario, verificagao da conformidade das justificagdes de dispensa,
correcao de validades e devolugao dos produtos em final de prazo e ainda corregao de
stocks. A farmacia possui ainda um escritério onde se faz a determinagao de parametros
bioquimicos aos utentes e a medicao da tensao arterial. Na cave situa-se a copa e o
armazém dos produtos em excesso.

Para além do aconselhamento e dispensa de medicamentos, a FB proporciona varios
outros servigos tal como determinagao da pressao arterial, administragao de vacinas e
injetaveis, determinagao de parametros bioquimicos como colesterol total e glicémia,
disponibiliza um servigo de preparagao de manipulados, faz recolha de medicamentos fora de
prazo ou de embalagens vazias para o VALORMED e ainda determinagao de IMC e peso

corporal.
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2. ANALISE SWOT

2.1. PONTOS FORTES (STRENGTHS)

2.1.1. Equipa de trabalho

Uma particularidade que se destaca na FB comparativamente a grande maioria das
outras farmacias é o facto de possuir uma equipa bastante jovem e dinamica, o que nos
torna muito mais unidos, quer do ponto de vista profissional, mas também do ponto de vista
pessoal.

A equipa é constituida pela Dra. Claudia Felisberto, diretora técnica da farmacia, pela
Dra. Catarina Oliveira, farmacéutica adjunta, dois técnicos de farmacia, duas técnicas
auxiliares que se responsabilizam essencialmente pela drea da dermocosmética e ainda por
quatro farmacéuticos.

Os dias na FB sao bastante agitados, uma vez que a farmacia se localiza em pleno
centro de Lisboa, numa rua com grande fluxo de pessoas, em particular turistas. Ter uma
boa equipa foi sem duvida um ponto extra de motivacao.

Com a ajuda dos meus colegas, que desde o inicio se demonstraram disponiveis e
ativos na minha aprendizagem, tornei-me totalmente independente na toma de decisoes e

aconselhamento ao utente.

2.1.2. Vasta gama de produtos

Na FB existe uma ampla gama de produtos, principalmente na area de dermocosmeética,
o que leva muitos turistas a procurarem especificamente esta farmacia, por possuir marcas
como a Skin Sceuticals que muitos dizem ser dificil de encontrar em outros estabelecimentos
e mesmo em seus paises. Para além disso, possui varios produtos para acne, uma solicitagao
bastante frequente na farmacia, principalmente devido ao uso da mascara facial, produtos
para pele atopica, rosacea, hiperpigmentagao, cuidados antirrugas e ainda uma vasta gama de
produtos direcionados para o cabelo.

Por outro lado, os cremes gordos da marca Barral® sio uma gama de referéncia para
os consumidores que muitas vezes se dirigem a esta farmacia para comprar especificamente
estes produtos. Estes eram inicialmente exclusivos da FB, mas no ano 1950 comecaram a ser
comercializados em outras farmacias em Lisboa. Posteriormente, no ano de 2000, esta
marca foi adquirida por uma empresa italiana.

Para além dos produtos de dermocosmética, a FB possui produtos de higiente oral,

nutri¢ao, ortopedia, puericultura e veterinaria.
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2.2. PONTOS FRACOS (WEAKNESSES)

2.2.1. Utentes

A FB é uma farmacia com muitos anos e muitos clientes ja estavam habituados a certos
funcionarios, o que por vezes torna o atendimento destes clientes muito complicado pois
estes recusam-se a ser atendidos pelos mais jovens. Por outro lado, a farmacia é bastante
movimentada, principalmente por turistas que nao estao habituados ao sistema de senhas e
nao respeitam esse método, criando-se um ambiente de grande desorganizacio e
impaciéncia por parte dos restantes utentes.

O facto de haver muitos turistas, implica que muitas vezes estes venham
acompanhados de receitas estrangeiras que, no caso de estarem conformes, podemos
aceitar apenas como justificagao de dispensa. No entanto, no caso dos psicotropicos, estes
apenas poderao ser vendidos com receitas portuguesas devido ao facto de serem
medicamentos bastante controlados, o que por vezes gera incompreensao por parte dos
mesmos. Para aceitarmos uma receita estrangeira verificamos sempre a data de prescricao, o
nome do utente, que tipo de medicagao e respetiva posologia, nome do médico e respetivo

numero de cédula, bem como a presenca de carimbo por parte do mesmo.

2.3. OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)

2.3.1. Aquisicao de competéncias e aperfeicoamento de conhecimentos

do ponto de vista farmacéutico

De todos os estagios efetuados, a farmacia comunitaria, em particular o atendimento
ao publico foi sem duvida a area onde mais evolui profissionalmente e onde consegui aplicar
grande parte dos conhecimentos adquiridos ao longo do curso de Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas (MICF).

No decorrer deste estagio percebi a importancia de certos detalhes que nos foram
transmitidos nas aulas e que na pratica podem mudar a forma como o utente nos encara
profissionalmente, ou mesmo detetar erros que podem ter um impacto bastante
significativo.

Para além disso, durante o meu estagio foram varias as formagoes que a farmacia nos
ofereceu, nao sé a nivel de cosmética como também de medicamentos nao sujeitos a receita
médica (MNSRM) e ainda formagao para a realizagao de testes de COVID-19 e furos de

orelhas.
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Semanalmente eram realizadas reunides onde abordavamos aspetos que poderiam ser
melhorados e que foram bastante Uteis para corrigir alguns erros e crescer a nivel
profissional.

Sendo a FB bastante frequentada por turistas, este estigio foi também uma boa

oportunidade para por em pratica outras linguas.

2.4. AMEACAS (THREATS)

2.4.1. Poucos funcionarios

Como ja foi dito anteriormente, a FB tem grande fluxo de pessoas e a quantidade de
funcionarios é muito insuficiente, levando a que os utentes tenham de permanecer mais
tempo na fila de espera e a que os atendimentos tenham de ser mais rapidos. Por esse
motivo, desde o inicio do meu estagio que comecei a fazer atendimento, o que por um lado
foi bom porque sinto que melhorei bastante nesse aspeto, no entanto, sinto que o trabalho
de backoffice ficou um pouco aquém, resumindo-se apenas a rececao de encomendas e

verificacao de receituario.

2.5. CASOS PRATICOS

2.5.1. Detecdao de erro numa receita eletrénica prescrita erradamente

para um bebé de dois anos

Caso de uma utente que pretendia dispensar uma receita com medicagao para o
tratamento de acne, mais especificamente ACNATAC® para uso tdpico, cujas substincias
ativas sao Clindamicina e Tretinoina e Isotretinoina em comprimidos.

Em conversa com a utente, perguntei se sabia como fazer a medicagao, ao qual me
respondeu que a prescrigao nao era para ela, mas sim para um bebé de dois anos de uma
amiga. Expliquei a utente que esta prescrigao nao poderia ser para um bebé, uma vez que se
tratava de medicagao para acne e que nao era indicada para um bebé de dois anos.
Posteriormente liguei para o médico, ao qual me foi respondido que erradamente trocou as
prescrigoes e que, de facto, aquela prescrigao nao era para a utente em questao.

Este caso demonstra a importancia das questoes que se colocam ao doente, quer seja
durante um aconselhamento, quer seja no aviamento de uma receita médica, pois sé assim
poderemos garantir que estamos a dispensar a medicagao correta, e a detetar eventuais

erros que possam ter surgido no momento da prescrigao.
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2.5.2. Caso de cistite

Caso de uma senhora de 32 anos que se deslocou a farmacia apresentando queixas de
dor durante a micgao e aumento da frequéncia de idas a casa de banho, indicativo de infecao
urinaria. Em conversa com a utente percebi que estas infecoes eram recorrentes, pelo que
primeiramente expliquei que nao poderia proceder a venda de antibiotico sem prescricao
médica e que teria que se dirigir ao hospital ou clinica para obté-la. No entanto, sugeri a
toma de Urosens forte®, um suplemento alimentar que auxilia no tratamento da infecio
urinaria e também na sua prevencao. Para além disso referi que poderia recorrer a utilizagao
de produtos de higiene intima com probidticos na sua composicao, de modo a manter a
estabilidade da flora vaginal e ainda a importancia de beber muita agua. Acrescentei a
importancia de evitar humidade e calor utilizando roupa intima comoda que favorega a
transpiragao. Relativamente ao suplemento dispensado, referi que a toma era de duas
capsulas por dia, durante uma infe¢ao, o que ajudaria a reduzir os incbmodos associados a

cistite e que no caso de prevencgao seria apenas uma capsula por dia.
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ABSTRACT

Canine leishmaniasis (Canl) is a serious disease transmitted by the commonly known
“sand fly”. This disease affects both humans and some animals, including dogs and cats.

Infected animals show a wide variety of signs and symptoms, so sometimes it’s difficult
to diagnose based only on physical examinations.

There are several methods to prevent this disease, including collars, spot-on, sprays
and vaccination, the latter being the most effective. However, the combination of several
preventive methods contributes to better protection of the animals and consequently of
humans, since domestic animals are the main reservoir of human contamination.

Currently, marketed vaccines to prevent CanL are second generation vaccines,
however, other types of vaccination have been studied as prophylactic strategies.

The current CanL treatment used acts only in the alleviation of symptoms and disease
progression, not being able to eliminate the parasite completely. On the other hand, the
drugs used have several limitations. They are highly toxic, administration is prolonged, there
is a high cost and there are difficulties in administration. Moreover, the drugs are not able to
surpass the parasite’s resistance barriers sometimes.

The knowledge of parasite targets and resistance mechanisms are two fundamental
factors for the development of new treatments capable of overcoming the currently
marketed drugs limitations.

This thesis focuses on the review of several experimental compounds and some drugs,
to understand what kind of strategies are being used, what are the most appropriate
molecular structures, and the which limitations still need to be overcome for development

of more effective and less toxic molecules.

Keywords: canine leishmaniasis; treatment; new molecules; dogs; Leishmania infantum.
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RESUMO

A Leishmaniose canina (LCan) é uma doenga grave, transmitida através de um
mosquito vulgarmente conhecido como “mosquito palha”. Esta doenga afeta tanto o ser
humano, como alguns animais, entre eles o cao e o gato.

Os animais infetados apresentam uma grande variedade de sinais e sintomas, pelo que
por vezes é dificil o seu diagnostico tendo por base apenas exames fisicos.

Existem varios métodos para prevenir esta doenga, recorrendo a coleiras, spot-on,
sprays e principalmente a vacinagao, sendo esta ultima a mais eficaz, no entanto, a
combinacao de varios métodos de prevengao contribui para uma melhor protecao dos
animais e, consequentemente do ser humano, uma vez que os animais domésticos sao
considerados os principais reservatérios de contaminagao do Homem.

Atualmente as vacinas comercializadas para a prevencao de LCan sao vacinas de
segunda geracao, no entanto, outros tipos de vacinas tém sido estudados no sentido de
amplificagao das estratégias profilaticas.

O tratamento de LCan atualmente utilizado atua apenas na amenizagao dos sintomas e
de progressao da doenga, nao sendo capaz de eliminar o parasita por completo. Por outro
lado, os compostos utilizados apresentam diversas limitagoes tais como elevada toxicidade,
necessidade de administracao prolongada, elevado custo, dificuldade na administragao e por
vezes nao sao capazes de ultrapassar as barreiras de resisténcia do parasita.

O conhecimento dos alvos e mecanismos de resisténcia dos parasitas sao dois fatores
fundamentais para o desenvolvimento de novos tratamentos capazes de contornar as
limitagoes dos medicamentos atualmente comercializados.

Esta monografia concentra-se essencialmente na revisao de varios compostos
experimentais e farmacos ja comercializados ou nao, para que possamos entender que tipo
de estratégias estao a ser utilizadas, quais as estruturas moleculares mais adequadas e que
limitagoes terao que ser ainda ultrapassadas para o desenvolvimento de moléculas mais

eficazes e menos toxicas.

Palavras-chave: leishmaniose canina; tratamento; novas moléculas; caes; Leishmania

infantum.
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I.INTRODUCAO

A leishmaniose canina (CanL) é uma doenga crénica grave, causada por um parasita do
género Leishmania, da familia Trypanosomatidae e que afeta milhdes de caes, podendo mesmo
levar 2 morte.' Relativamente a sua classificagio taxonémica, a Leishmania pode ser dividida

em diferentes sub-géneros e espécies (Fig.1).2

f Tryparosomatidae

T T e e e e
S

|
;' Loishlmania lemla Sauroleishmania

gg L.dovliovanl L.tn!piu Lnlﬂor L.aanIoph Lmo!dm L. braziliensis L. guyanensis

Figura |: Taxonomia de Leishmania; Classificagdo em género, sub-género e espécies (adaptado de 2

Existe uma enorme variedade de espécies de Leishmania, sendo a maioria zoonética, no
entanto, a que mais afeta a populagio canina é a Leishmania infantum.’ Esta espécie foi
descrita pela primeira vez no ano 1908, por Nicolle e Comte na Tunisia. E endémica em
cerca de 88 paises, sendo também uma preocupagio em regides nio-endémicas.’

Investigadores acreditam que a Leishmania infantum tenha sido importada para a
América por caes de colonias europeias, durante a colonizagdao da América do Sul, onde
foram também encontrados caes infetados com outras espécies que sao normalmente
encontradas em humanos, no entanto, foi verificado que estes nao sao o principal
reservatorio dessas espécies.’

A LCan é muitas vezes associada as condi¢coes socioecondmicas dos donos e, na
verdade, um estudo realizado no Brasil, demonstrou que individuos com baixas condi¢oes
socioecondémicas tém menos acesso a informagao e conhecimento relativamente a esta
doenga, e por isso nao atuam tanto na sua prevengao. Isto vem por sua vez reforgar a
necessidade de educar a populagao relativamente a este assunto e a necessidade de uma
vigilincia continua a nivel da saide, priorizando os individuos com condigoes
socioeconémicas mais limitadas.*

Ao longo do tempo, os cientistas foram tentando compreender melhor esta infegao e

os diversos tipos de manifestagoes clinicas que os animais apresentam no sentido de
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desenvolverem técnicas de diagndstico mais sensiveis e especificas, e também de descoberta
de novas moléculas que possam ser eficazes no tratamento desta infecio.’

Esta dissertacao tem como principal objetivo a apresentacao de farmacos atualmente
utilizados na LCan, bem como algumas moléculas estudadas recentemente (2019 e 2021) no
tratamento desta doenga que afeta nao sé caes e gatos, como também o ser humano. A
selecao destas moléculas tem por base a analise das suas estruturas moleculares e de que
forma é que essas estruturas moleculares, bem como os seus respetivos mecanismos de
acao poderao ser eficazes contra Leishmania, apresentando assim algumas estratégias que
poderao ser relevantes para o desenvolvimento de novos farmacos, que sejam mais efetivos
contra a doenga, que sejam capazes de contornar os mecanismos de resisténcia do parasita e

que, por outro lado, possuam menos efeitos secundarios para o hospedeiro.
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2. TRANSMISSAO

A leishmaniose no caso dos humanos é dividida em trés categorias, de acordo com o
parasita causador da doenga e dos sintomas que se manifestam: leishmaniose cutanea (LC),
quando os sintomas sao sobretudo manifestados na pele; muco-cutanea (LMC) quando afeta
tanto a pele como as mucosas e leishmaniose visceral (LV) quando os orgaos sao os
principais afetados. No caso dos caes ela é classificada como visceral uma vez que é causada
pelo parasita que provoca a LV em humanos, no entanto, o mais comum € estes animais
apresentarem uma combinac¢io de sintomas cutdneos, mucocutineos e viscerais.?

Os principais transmissores desta doen¢a sao os flebétomos (Phlebotominae),
popularmente conhecidos como “mosquitos-palha”. Dentro desta sub-familia temos o
género Lutzomyia, o principal vetor do Novo Mundo (América) e o género Phlebotomus que

é responsavel pela transmissio da doenca no Velho Mundo (Africa, Europa e Asia).*

2.1. CICLO DE VIDA DO PARASITA
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania (adaptado de European Scientific Counsel Companion Animal Parasites)
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O ciclo de vida do parasita (Fig.2) ocorre entre o hospedeiro vertebrado e o mosquito
vetor. As fémeas sao as responsaveis pela transmissao do parasita pois sao as Unicas que se
alimentam de sangue.’

O ciclo de vida da Leishmania, quando fora do hospedeiro vertebrado, ocorre
sobretudo no trato digestivo do inseto vetor e inicia-se quando o mosquito ingere sangue,
onde os macréfagos estio contaminados com as formas amastigotas do parasita.’

No intestino, os amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicos que sao
capazes de se multiplicar. Mais tarde, os parasitas transformam-se em promastigotas
metaciclicos, que correspondem a forma infeciosa do hospedeiro vertebrado, e estes
migram para a valvula faringea, onde sao posteriormente transmitidos durante a proxima
alimentacio de sangue do vetor.’

No hospedeiro vertebrado, os promastigotas metaciclicos sio posteriormente
fagocitados pelos macrofagos, acumulando-se no interior dos fagolisossomas. Aqui
diferenciam-se em amastigotas, destroem os macrofagos e sao libertados danificando células
envolventes, até chegarem aos 6rgaos do hospedeiro através do sistema vascular do mesmo
(progressio da infecio). E aqui que o ciclo é reiniciado, pois os mosquitos ao picarem

novamente o hospedeiro, vio ingerir as formas amastigotas.’

3. PREVENCAO

Hoje em dia é possivel atuar na prevencao da doenga recorrendo a vacinagao, a
utilizagao de inseticidas e repelentes e a aplicagao de praticas que minimizam o risco de
picada dos animais por fleb6tomos.’

O mosquito-palha é maioritariamente encontrado em locais humidos, escuros, quentes
e com muita vegetagao e por isso € também importante que nos periodos em que este esta
mais ativo, os cuidadores tenham especial cuidado em minimizar estas condi¢cdes e o
contacto dos seus animais com os insetos. Desta forma, manter os caes recolhidos em casa
no final da tarde e durante o amanhecer, reduzir a intensidade da luz em casa durante a
noite e recorrer a utilizagao de redes mosquiteiras, sao praticas que ajudam a minimizar as

chances de picada.’

3.1. Inseticidas e repelentes

Complementarmente a vacinagado podem e devem ser utilizados outros métodos

preventivos tais como: coleiras, spot-on (pipetas para ungao puntiforme) e sprays de modo a
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otimiza-la. Isto porque os repelentes reduzem o risco de infegao, mas nao previnem o

aparecimento de uma doenga ativa, caso o cao seja infetado. Ja a vacinagdo minimiza o risco

de progressao da doenca e a probabilidade de os caes infetados desenvolverem sinais

clinicos mais graves, no entanto, nio previne a infe¢io.®

Algumas das substancias que compoem esses dispositivos profilaticos, encontram-se na

tabela seguinte (Tab. I)

Tabela I: Substincias utilizadas em inseticidas e repelentes (adaptado de )

Farmaco Modo de aplicacdao Duracao
Deltametrina a 4% Coleira 4-6 meses
4.5% Flumetrina + 10% Coleira
8 meses
Imidacloprida
Permetrina a 65% “Spot-on” 2 semanas
50% permetrina + 10%
“Spot-on” 3-4 semanas
imidacloprida
36.08% permetrina + 4.95
“Spot-on” 4 semanas
dinotefurano + 0.44% piriproxifeno
61% permetrina + 54.5% fipronil “Spot-on” 4 semanas

3.1.1. Piretroides

Piretroides sao compostos quimicos sintéticos comumente encontrados em inseticidas

e repelentes para insetos. Dentro desta classe encontram-se as substancias: deltametrina,

flumetrina e a permetrina, cujo modo de agio é andlogo.?

O mecanismo de acgdo baseia-se na interferéncia com os canais de soédio das

membranas celulares nervosas do parasita, que levam ao aumento da permeabilidade ao

sodio, o que resulta numa perturbagao da neurotransmissao e, consequentemente na morte

do parasita.®
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Figura 3: Estruturas moleculares: Deltametrina, Flumetrina e Permetrina (PubChem)

46



3.1.2. Neonicotinoides

As substancias pertencentes a este grupo atuam como agonistas dos recetores
nicotinicos, na membrana das células pos-sinapticas do Sistema Nervoso Central (SNC) dos
insetos. Este mecanismo leva a uma hiperatividade nervosa, causada por impulsos
excitatorios repetidos e, consequentemente a morte do inseto.?

A imidacloprida é um ectoparasiticida pertencente a classe dos neonicotinéides de
primeira geragio, enquanto o dinotefurano é um nicotindide de segunda geragio.® A
diferencga entre os compostos de primeira geragao e os de segunda geragao esta no facto de
os primeiros possuirem um grupo cloropiridinil heterociclico, enquanto os segundos
possuem um grupo clorotiazolidil heterociclico ou ainda um grupo tetra-hidrofuranometil,

como ¢é o caso do dinotefurano.”
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Figura 4: Estruturas moleculares: Imidacloprida e Dinotefurano (PubChem)

3.1.3. Hormonas juvenis analogas

O piriproxifeno € um Regulador do Crescimento dos Insetos (RCIl) pertencente a
classe das hormonas juvenis anilogas. E considerado um regulador do crescimento de
insetos de amplo espetro e pode ser utilizado sozinho ou em combinagao com outros
inseticidas como o fipronil, a imidacloprida, dinotefurano ou piretréides.’

A sua toxicidade oral em mamiferos é muito baixa, apresentando um Nivel Sem Efeitos
Adversos Observaveis (NOAEL) para caes, de cerca de 100 mg/kg/dia, o que se torna
apelativa a sua utilizagio.’

O piriproxifeno atua mimetizando uma Hormona Juvenil (H]). Quando os niveis

naturais de |H “caem” durante a maturagao dos insetos, esta substancia substitui essas
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hormonas e, consequentemente o desenvolvimento dos ovos (efeito ovicida), larvas e pupas

(efeito larvicida) é interrompido e estes acabam por morrer.’

O
O
=" "N
|
= Piriproxifeno

Figura 5: Estrutura molecular do Piriproxifeno (PubChem)

3.1.4. Fenilpirazois

O fipronil é um inseticida de amplo espetro que atua como antagonista do acido -
aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor inibidor do sistema nervoso central
(SNC). A inibicao destes recetores leva a uma excitagao excessiva do SNC e o parasita
acaba por morrer. Estudos demonstraram que o metabolito de oxidacao do fipronil, fipronil
sulfona, é também capaz de bloquear a passagem dos ides de cloro através dos recetores

GABA e dos canais de glutamato-cloro.'®

3.2. Prevencao Imunoprofilatica

_F
A vacinagao é provavelmente o método mais “\%‘C F)(

eficaz para o controlo da LCan. Varios tipos de vacinas
tém sido estudados para a profilaxia desta doencga, no o N
entanto, ainda existem muitas limitagOes, tais como a
dificuldade em encontrar modelos animais que
reproduzam naturalmente esta doenga e respostas
imunes requeridas para a eficacia da mesma. Por outro

F

lado, estudos anteriores revelaram a inseguranca de . ) )
Figura 6: Estrutura molecular do Fipronil

(PubChem)
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extrapolar resultados de modelos animais experimentais, como roedores, para doengas
humanas ou em caes.

Atualmente ja foram estudados trés tipos de vacinas: vacinas com parasitas
vivos/mortos (vacinas de primeira geragao), vacinas com antigénios purificados de Leishmania
ou bactérias recombinantes que expressam antigénios de Leishmania (vacinas de segunda
geragdo) e ainda as vacinas de DNA (vacinas de terceira geragio)."

A progressao da infecao depende da eficacia da resposta imune do hospedeiro e da
viruléncia do parasita, no entanto, caes clinicamente resistentes, ou seja, com capacidade de
controlarem a infecao nao estao completamente livres de se tronarem suscetiveis, uma vez
que condigoes de imunossupressao ou a presenga de doengas concomitantes poderao levar
a progressio da doenga."

Quando ha uma exposicao ao parasita, as células T medeiam a resposta imune
protetora, em particular as células CD4+ T helper | (Thl). Estas secretam citocinas tais
como: interferao-y (IFN-y), interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose tumoral (TNF-a) que
induzem a atividade dos macroéfagos contra Leishmania. Estudos realizados in vitro e in vivo
demonstraram que os macréfagos desempenham um papel fundamental no controlo desta
infecao, pois sao responsaveis pela producao de oxido nitrico (NO), a principal molécula
efetora, capaz de realizar apoptose de amastigotas.''

L. infantum induz respostas mistas Thl e Th2, sendo que o controlo da replicagao do
parasita e progressio da doenga sao determinados pelo equilibrio entre ambas.''

Num estudo realizado com murganhos, foi demonstrado que os linfocitos Thl estao
associados a protecao e os Th2 estao associados ao desenvolvimento da doenca, assim
sendo, a resisténcia a LCan estd associada a uma predominancia de citocinas Thl e a
progressao da doenca esta essencialmente relacionada com uma predominancia de citocinas
Th2."”?

Alguns estudos correlacionaram o envolvimento de CD8+ na resisténcia a LCan, uma
vez que estes linfocitos foram detetados em caes assintomaticos infetados
experimentalmente com o parasita, mas nao foram detetados em animais sintomaticos. Por
outro lado, foi observada também uma diminuicio de células CD4+ e CD8+, em caes
infetados naturalmente, tendo ocorrido o estabelecimento destas aquando do tratamento.
Isto leva-nos a pensar que a lise direta de macrofagos infetados por linfocitos T citotoxicos,

representa um mecanismo adicional na resisténcia a doenca."
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3.2.1. Vacinas comercializadas em Portugal

Em Portugal existem duas vacinas aprovadas para a Leishmaniose canina, ambas de
segunda geracio: a CaniLeish® e a Letifend®, no entanto, estas vacinas nio sio preventivas da

infecao, mas sim da progressio da doenca, tendo uma eficicia de cerca de 70%'".

2.0.1. aniLeis -
3.2.1.1. CanilLeish® (LIESP/QA-21)

A CanilLeish® é constituida por uma suspensio de proteinas secretadas-excretadas
(ESP) de Leishmania infantum e pelo adjuvante QA-21. Estas proteinas sao libertadas durante
o crescimento do parasita, portanto, ao serem administradas em caes numa fase tao
precoce, o seu sistema imunitario ira comegar a produzir anticorpos contra elas. Assim que
o animal seja exposto ao parasita, o seu sistema imunitario respondera de forma muito mais
rapida e adequada, contribuindo para a protegio contra uma infecio ativa e sintomatica.'?

Esta vacina é geralmente administrada em caes com pelo menos seis meses de idade e
nao deve ser administrada em caes que ja sejam seropositivos para esta doenga, dai que
normalmente sejam realizados testes de diagnéstico rapidos antes da vacinagao. Embora
tenham sido realizados estudos que provaram a seguranca desta vacina tanto em caes
negativos como em caes positivos para a leishmaniose, foi demonstrado que nao existe
qualquer beneficio na manutencao do programa de vacinagao em caes que foram vacinados,
mas que ainda assim evoluiram para uma infe¢io ativa."

A administragao desta vacina é dividida em trés injegoes com intervalos de trés
semanas entre cada. Posteriormente é feito um reforgo anual com apenas uma dose, para
manutencio do efeito da vacina."

Estudos realizados em zonas endémicas, provaram que houve uma diminuigao no
numero de caes com infecao ativa ou doenga sintomatica, apds administragao de
CaniLeish®."”

Algumas das reagoes adversas que podem surgir apos a sua administragao sao:
tumefacao, dor a palpagao, eritema, nodulos, hipertermia, apatia, e perturbagoes digestivas,
que desaparecem espontaneamente apds alguns dias ou semanas.”’ Comparativamente a
Letifend® esta vacina tem demonstrado maior numero de reacdes adversas, sendo que

muitos hospitais veterinarios ja deixaram de a utilizar.
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3.2.1.2. Letifend®

A Letifend® é atualmente a vacina mais utilizada em Portugal. E constituida por
proteina Q recombinante composta por cinco antigénios diferentes de Leishmania infantum e,
ao contrério da Canileish®, esta vacina nio contém adjuvante.®'*

Estudos realizados laboratorialmente demonstraram uma redugao significativa dos
sinais clinicos e da carga parasitaria no bago e ganglios linfaticos, comprovando a eficacia
desta vacina na progressio da doenca.'

Um dos seus efeitos adversos mais comuns é prurido no local da injegao, que
normalmente desaparece num periodo de até 4 horas."

A administracao inicial desta vacina é feita através da injegao de uma unica dose a ser
administrada em caes a partir dos seis meses de idade, de modo a reduzir o risco de uma
infecao ativa. Anualmente é feito um reforco com a mesma dose para garantir a manutengao
do efeito da vacina'*

A progressaio da doenga de LCan estd geralmente associada a um aumento da
imunossupressao dos caes causada pela presenca de citocinas imunorreguladoras e por um
aumento de anticorpos especificos para o parasita, sendo que a presen¢a de manifestagoes
clinicas esta diretamente relacionada com a resposta imune do hospedeiro e ainda com a
deposicao de imunocomplexos circulantes (ICC) em diferentes tecidos, principalmente nos
rins, causando lesGes renais. "

Apods demonstragao da correlagao entre os niveis de ICC e o estadio da doenga em
caes infetados, foi realizado um estudo que demonstrou que esta vacina era capaz de
diminuir os niveis de ICC e da carga parasitaria e, consequentemente, causar uma menor
severidade da doenga e de lesoes. Para além disso, a vacina revelou também auxiliar no
aumento de serpinas, uma estratégia defensora do hospedeiro contra doengas parasitarias, e

ainda no aumento das proteinas do sistema complemento."

3.2.1.3. Knockout do gene p27 de Leishmania major como

candidata a vacina viva atenuada

Como foi referido anteriormente, as vacinas atualmente comercializadas em Portugal
sao vacinas de segunda geragao. A apresentagao deste composto que se encontra ainda em
fase de estudo, tem como principal objetivo exemplificar outros tipos de mecanismos de
acao que poderao ser a chave para o desenvolvimento de novas vacinas, mais eficazes, mais

seletivas para o parasita € menos toxicas para o hospedeiro.
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As vacinas vivas atenuadas sao constituidas pelo agente patogénico vivo, mas de forma
atenuada com o objetivo de este desencadear uma resposta imunitdria, sem risco de
provocar doenga. Assim, quando o animal é infetado com este parasita, o seu sistema
imunoldgico ja estara preparado para combater a infe¢ao, uma vez que ja foi desencadeada
uma resposta imunitdria contra o agente atenuado presente na vacina.'®

A modificagao genética de Leishmania major (L. major), por eliminagao de genes
virulentos essenciais ao parasita tem sido avaliada como uma estratégia para o
desenvolvimento de novas vacinas contra LCan. A proteina p27 é um componente do
complexo citocromo oxidase (COX) presente na membrana mitocondrial interna do
parasita, sendo responsavel pela sintese de ATP.'®

Um estudo no Irao foi realizado com o intuito de avaliar a capacidade de um mutante
vivo atenuado de L. major sem o gene p27 (Lmp277") como uma possivel estratégia para o
desenvolvimento de novas vacinas contra a leishmaniose cutinea canina.'®

Para avaliar a infecio de macréfagos, foram ’C =&~ Wk
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vez que estes tipos de vacinas devem ser atenuadas o suficiente para que nao causem infegao
no hospedeiro, mas induzam uma resposta imunitaria capaz de eliminar o parasita.

Na avaliagao do perfil de seguranca (Fig.8), a presenca e/ou desenvolvimento de lesoes
no local de inoculagio de Lmp277~ e Wt foram regularmente verificadas. Para efeitos de
andlise de possiveis efeitos colaterais, nas semanas 4 e 12 apos inoculagao, a carga parasitaria

no figado e no bago também foram avaliadas.'®
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Figura 8: Resultados obtidos na medi¢do do didmetro das lesdes (A) nas semanas |, 4, 8 e 12 apds
inoculagio e na determinacio da carga parasitaria no figado (B) e no baco (C) de ratos BALB/c 4 e 12
semanas apés inoculagdo. *p < 0.01, **p < 0.001 (adaptado de '¢)

Os resultados obtidos (Fig.8) demonstraram que os animais do grupo Lmp27~~ niao
apresentaram desenvolvimento significativo de lesoes no local de inoculagao, e a sua carga
parasitaria, tanto no figado como no bago, foi significativamente menor comparativamente ao
grupo Wt. Por outro lado, no grupo Wt ocorreram formagoes de lesoes, cujo tamanho
aumentou no decurso das |12 semanas.'®

Todos os farmacos antes de serem comercializados foram testados a nivel de
seguranga, pois por muito eficaz que uma substancia seja contra uma determinada doenga, se

provoca danos no organismo de quem o toma, nao faz sentido ser comercializada. Neste
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caso, os resultados de seguranca foram satisfatérios, uma vez que a inoculagio com Lmp27"-
demonstrou ser segura em ratos BALB/c.'®

Neste estudo foi também avaliada a evolugao da resposta imunologica nos ratos apos
inoculagio com Lmp27™~ e Wt. Como ja foi dito anteriormente, a evolucio de uma resposta
do tipo Thl estd associada a protegao, enquanto a evolugao de uma resposta tipo Th2 esta
associada a progressao da infegio.'®

Os principais subtipos de citocinas e anticorpos indicativos de uma resposta Thl sao
IFN-y e IgG2a, enquanto em Th2 sao principalmente os subtipos 1I-4 e IgGI. Através do
conhecimento desta afirmacao foi possivel avaliar os tipos de resposta de cada um dos
grupos.'®

Relativamente a produgao de citocinas pelos globulos brancos (GB) do bago, foram

medidas as concentragdes de IFN-y e IL-4 utilizando o método ELISA sanduiche (Fig.9)."®
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Figura 9: Resultados da medigdo das concentragdes das citocinas IFN-y e IL-4 produzidas pelos globulos
brancos do bago, utilizando o método ELISA sanduiche, apés 4 e 12 semanas. PBS foi utilizado como grupo de
controlo negativo *p < 0.01, **p < 0.001 (adaptado de '¢)

Os resultados obtidos (Fig.9) mostraram que na quarta semana apos inoculagio com
Lmp277, a producio de IFN-y e IL-4 aumentou significativamente, embora menos
comparativamente ao grupo Wt. Na semana 12, houve uma diminui¢cao dos niveis de IL-4
associado a Th2 no grupo Lmp277".

Tanto a proporg¢ao de IFN-y/IL-4, como a inclinagao Thl/Th2, doze semanas apos a
inoculagio, confirmaram uma resposta Th| no grupo Lmp27~~ e uma resposta Th2 no grupo
Wt."* De facto, uma resposta Th2 mais elevada no grupo Lmp27~"~ é aquilo que se pretende
uma vez que estudos anteriores demonstraram que esta resposta esta associada a uma

evolugao positiva da doenga.
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A proliferagao linfocitaria foi também analisada utilizando o ensaio de redugao de
brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) (MTT), um ensaio colorimétrico
muito utilizado para medir a proliferacao celular. Neste ensaio foi avaliada a resposta
proliferativa das células do bago contra um antigénio sollvel de Leishmania (ASL), na semana

4 e 12 apés inoculagao (Fig.10)."
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Figura 10: Resultados obtidos na determinagio da proliferagio linfocitaria utilizando o Teste
MTT, 4 e 12 semanas apés inoculagio (adaptado de '¢)

Os resultados (Fig.10) demonstram que o grupo Wt apresentou um indice de
Estimulagio (IE) significativamente mais alto comparativamente ao grupo Lmp27™", o que
significa que no grupo Wt foi induzida uma resposta imunitaria contra o parasita mais forte.
Estes resultados vém a confirmar os dados obtidos anteriormente relativamente a produgao
de citocinas pelo baco (Fig.9), onde se verifica que tanto o grupo Wt como o grupo Lmp27”
induziram resposta imunitaria Thl e Th2, no entanto, tanto os valores de Thl como de Th2
sao superiores no grupo de animais infetados com os parasitas Wt.

Ensaios relativamente a resposta imunologica Thl/Th2 foram realizados 4 e 12
semanas apos inoculagao. Para esta avaliagao foi colhido sangue de um corte realizado na
cauda dos ratos, de modo a medir os niveis de anticorpos IgG| e IgG2a anti-Leishmania

recorrendo ao ensaio ELISA. (Fig.11)"
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Figura | I: Resultados obtidos da determinagio de anticorpos IgG| e IgG2a, pelo método ELISA, 4 e 12
semanas apds inoculagio dos ratos BALB/c com Lmp27-- e Wt. PBS foi utilizado como grupo de controlo
negativo. *p < 0.01, **p < 0.00| (adaptado de '°)

Os resultados obtidos (Fig.|1) demonstraram que, apos 4 semanas, os niveis de
anticorpos aumentaram, tanto no grupo Lmp27”~ como no grupo Wt. Para além disso, é
possivel verificar que no grupo Lmp27~~ houve uma maior produgio de anticorpos IgG2a do
que IgG| e o oposto para o grupo Wt."

Com os dados obtidos anteriormente relativamente a determinacao de citocinas
(Fig.9) e de anticorpos (Fig.11), foi possivel obter a relagao de respostas Thl/Th2 de ambos

os grupos (Fig.12).

IFN-y /IL-4 ratio
1gG2a/lgG1 ratio

(A) (B)

Figura 12: Relagio da resposta Th1/Th2 do grupo Lmp27- e do grupo Wt, tendo em consideragio os
resultados obtidos anteriormente na determinagio dos anticorpos (Fig.7) e das citocinas (Fig.5) (adaptado de '¢)

A anilise dos graficos (Fig.12) mostra-nos que apos |2 semanas, o racio 1gG2a/lgGl,
bem como o ricio IFN-y/IL-4 foi significativamente superior no grupo Lmp27™"
comparativamente ao grupo Wt, indicando uma resposta tipo Thl. Pelo contrario (Fig. 12),

o grupo inoculado com Leishmania major Wt, obteve sobretudo uma resposta Th2.'®

56



Para finalizar foi realizado o teste cutineo de hipersensibilidade do tipo retardado
(DTH) (Fig. 13), que é um teste in vivo baseado na resposta inflamatoéria que se desenvolve
24 a 72 horas apods a injegao intradérmica de um antigénio, cujo sistema imunoldgico
reconhece como estranho. Neste tipo de respostas estao envolvidas principalmente células

T e macréfagos em vez de anticorpos.'®
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Figura |3: Resultados obtidos no teste de hipersensibilidade do tipo
retardado (DTH) (adaptado de '¢)

Os resultados obtidos (Fig. 13) demonstram que houve uma resposta DHT
significativamente mais alta no grupo Wt, comparativamente ao grupo Lmp277"."¢

Os parasitas Lmp27” nao proliferam em culturas contendo macréfagos de ratos
BALB/c uma vez que a proteina p27 é fundamental na proliferagao de L. major em células de
mamiferos. No entanto, neste estudo verificimos que Lmp27~" foi capaz de sobreviver e
proliferar, embora a uma taxa mais lenta comparativamente aos parasitas Wt.'®

Sabe-se que os promastigotas utilizam essencialmente a glicose como fonte primaria de
energia, enquanto os amastigotas intracelulares utilizam principalmente aminoacidos e acidos
gordos como fonte de carbono para a proliferagao dentro das células hospedeiras, dai que o
gene p27 seja altamente expresso em amastigotas e promastigotas metaciclicos.'®

Neste estudo verificou-se que os amastigotas foram incapazes de se proliferar, o que
podera ser explicado pela interrupgao do ciclo do acido citrico e da respiragao mitocondrial,
processos fundamentais para a sobrevivéncia e propagagao do parasita. No entanto, foram
capazes de sobreviver em macrofagos, o que significa que esta interrupgao foi apenas parcial
e nio total. Esta incapacidade de proliferacio e capacidade de sobrevivéncia de Lmp27~"
podera ser uma vantagem para sua a utilizagdo” em vacinas, uma vez que a sua deficiéncia

proliferativa indica que houve redugao da viruléncia do parasita (tal como se pretende numa
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vacina atenuada), no entanto, a sua sobrevivéncia leva a uma estimulagao continua do
sistema imunolégico.'®

Em geral os resultados demonstraram que os parasitas Lmp27~ estimularam o sistema
imunolégico dos ratos BALB/c, no entanto, menos do que os parasitas Wt.'®

Os resultados obtidos relativamente as citocinas e anticorpos sugeriu que o grupo
Lmp277 apresentou uma imunidade mediada essencialmente por células do tipo Thl.
Estudos anteriores ja tinham relatado que em parasitas geneticamente modificados com
deficiéncia em proteases de cisteina nao ha produgao de IL-4 e, portanto, a resposta Thl
desenvolve-se e a lesio desaparece, tal como aconteceu com os mutantes Lmp27~~ que nio
proliferaram nem induziram uma resposta Th2 como o grupo Wt, no entanto, como
permaneceram dentro dos macroéfagos, estimularam uma resposta celular imunologica do
tipo Thl sem provocar sintomas.'®

Por outro lado, o parasita Wt teve alta proliferacao celular, sendo que os dados
obtidos na avaliagao da resposta DTH, poderao ser explicados pelo facto de estes terem
sobrevivido durante um longo periodo de tempo nos ratos infetados e, portanto, induziram
respostas Th| mais fortes comparativamente 2 estirpe mutante Lmp27~"."¢

Este estudo permitiu percebermos a importancia do gene p27 para a sobrevivéncia e
proliferacao de L. major em células de mamiferos e que, tal como este, possivelmente
existem outros genes ou proteinas essenciais ao parasita, ainda por estudar que poderao
constituir vacinas atenuadas seguras na prevencao da leishmaniose canina. Este estudo foi
realizado in vitro utilizando ratos e por isso sera necessario a realizagao de mais estudos para
percebermos a verdadeira eficicia e seguranga desta vacina em caes, no entanto, os
resultados foram bastante satisfatorios uma vez que esta estirpe atenuada demonstrou ser

segura e imunogeénica.

4. DIAGNOSTICO

4.]1. Sinais e sintomas

Os sinais e sintomas da LCan sao amplamente variaveis devido aos inumeros
mecanismos patogénicos do parasita, dos o6rgaos que sao afetados e da capacidade de
resposta imune de cada hospedeiro.?

Como ja foi referido anteriormente, a leishmaniose em caes é normalmente sistémica,
e como tal, pode afetar orgaos, tecidos e fluidos biologicos que posteriormente se
manifestam em sinais e sintomas clinicos comuns a varias outras patologias e, portanto,

bastante inespecificos desta doenca.?
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As lesdes cutaneas sao manifestacoes muito comuns em caes com leishmaniose e
podem estar isoladas, em concomitancia com outros sinais clinicos e/ou anormalidades
clinico-patolégicas, mas também podem estar ausentes.’

Em caes infetados é de extrema importancia a avaliagao da funcao renal, uma vez que
ha uma grande prevaléncia de doenca renal crénica na LCan, sendo uma das manifestagoes
mais graves e a principal causa de morte de animais seropositivos. O diagnostico precoce de
doenga renal e o rastreamento da sua evolugao sao medidas fundamentais, pois uma
proteinuria leve pode progredir para sindrome nefrética ou mesmo doenga renal terminal.?

Para além das manifestagoes mais comuns da doenca por vezes sao encontrados sinais
e sintomas atipicos tais como: despigmentacoes, lesdes na mucosa oral, lesdes nos ossos,
hepatites cronicas, doengas neuroldgicas como meningite e miosite muscular mastigatoria,
doengas autoimunes, entre outras.’

Na tabela seguinte (Tabela 2) encontram-se algumas manifestagoes clinicas e alteragoes

laboratoriais encontradas na LCan devido a L. infantum.®

Tabela 2: Manifestacoes clinicas e alteracdes laboratoriais encontradas na LCan

devido a L. infantum (adaptado de ©)

Manifestacgoes clinicas

GERAIS

- Linfadenomegalia generalizada
- Pera de peso corporal
- Diminuicao ou aumento do apetite
- Letargia
- Membranas mucosas palidas
- Esplenomegalia
- Polidria e polidipsia
- Febre
- Vomito
- Diarreia
CUTANEAS
- Dermatite esfoliativa nao pruritica, com ou sem alopecia
- Dermatite erosiva/ulcerativa
- Dermatite nodular
- Dermatite papular
- Dermatite pustular

- Onicogrifose
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OCULARES
- Blefarite (esfoliativa, ulcerativa ou nodular) e conjuntivite (nodular)
- Ceratoconjuntivite (comum ou seca)
- Uveite anterior
- Endoftalmite

OUTRAS

- Lesoes ulcerativas ou nodulares mucocutaneas e das mucosas (oral, genital e nasal)
- Epistaxe
- Claudicagao (poliartrite erosiva ou nao erosiva, osteomielite e polimiosite)
- Miosite atrofica dos musculos mastigadores
- Vasculopatias (vasculite sistémica e tromboembolismo arterial)

- Alteragbes neuroldgicas

Alteracoes laboratoriais

HEMOGRAMA/HEMOSTASE

- Anemia nao regenerativa ligeira a moderada

- Leucocitose ou leucopenia: linfopenia, neutrofilia, neutropenia
- Trombocitopatia

- Trombocitopenia

- Redugao da hemostase secundaria e da fibrindlise

PERFIL BIOQUIMICO SERICO COM ELETROFORESE DE PROTEINAS

- Hiperproteinemia

- Hiperglobulinemia (beta- e/ou gamaglobulinemia policlonais)
- Hipoalbuminemia

- Diminuigao do racio albuminas:globulinas

- Azotemia renal

- Atividade aumentada de enzimas hepaticas

- Proteinuria

4.2. Abordagem clinica do diagnoéstico

O diagnostico de LCan baseia-se em sinais clinicos e/ou alteragoes laboratoriais
(Tabela 2) com posterior confirmagao recorrendo a técnicas serologicas ou moleculares

(Fig. 14).¢
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Os caes com infegao por L. infantum nem sempre apresentam sinais clinicos evidentes

nem alteragoes laboratoriais compativeis com a doenga, o que pode levar a diagnésticos

tardios e progressao para uma infecio clinica.®

Figura 14: Métodos de diagnéstico da LCan (adaptado de ©)

De todas as técnicas utilizadas no diagnostico de LCan, o PCR em tempo real € a

técnica mais sensivel. Relativamente as amostras mais sensiveis que poderao ser utilizadas

nesta técnica temos: medula ossea, linfonodo, baco, pele e secregao da conjuntiva. Quantos

as amostras menos sensiveis temos: urina, sangue e “buffy coat”.

Positiva
Alta Baixa
Sim
LCan confirmada
Positivo

Figura 15: Abordagem
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5. TRATAMENTO

5.1. Limitacoes do tratamento atual contra LCan

O tratamento da LCan atualmente existente nao é capaz de eliminar o parasita por
completo, atuando apenas na ameniza¢gao dos sintomas e da progressao da doenga. Para
além disso, muitos dos farmacos que atualmente sao utilizados apresentam diversas
limitagoes tais como: elevada toxicidade, necessidade de administragao prolongada, elevado
custo, dificuldade na administragao e, por vezes, nao sao capazes de ultrapassar as barreiras
de resisténcia do parasita. Por esse motivo, é cada vez mais importante a pesquisa de novas
moléculas e novos alvos de atuacio.'®

Tanto as células do parasita como as células do hospedeiro sao organismos eucariotas
e, portanto, o metabolismo celular é bastante semelhante, o que dificulta a pesquisa de alvos
metabélicos no parasita.'®

O conhecimento de enzimas metabdlicas do parasita diferentes ou que estejam
ausentes no hospedeiro é um grande passo na descoberta de novas moléculas, pois vai
permitir que os parasitas sejam eliminados seletivamente sem causar danos nas células
hospedeiras. As enzimas mais estudadas atualmente que demonstraram ter carateristicas que
diferem significativamente nos parasitas e da célula hospedeira sio:'®

*  Ornitina descarboxilase (ODC), S-adenosil-L-metionina descarboxilase e espermidina
sintetase da biossintese de poliaminas

* Tripanotiona redutase (TR) do sistema de 6xido-redugao

+  Oxido nitrico sintase (NOS) e arginase do metabolismo da L-arginina

* Cl4-desmetilase e esqualento sintase da biossintese do ergosterol

* Dihidrofolato redutase (DHFR) e pteridina redutase (PTR) do metabolismo dos
folatos

* DNA topoisomerases

Outra das dificuldades que surgem relativamente a descoberta de tratamentos
realmente eficazes contra LCan esta relacionada com as resisténcias contra os farmacos,
pelo parasita. Estas resisténcias sao muitas vezes potenciadas pelo aumento crescente das
doses, frequéncias elevadas na administragao dos farmacos ou até mesmo pela longa duragao
do tratamento, para além dos mecanismos naturais de resisténcia do proprio parasita.
Algumas das resisténcias atualmente conhecidas sio:'®

* Aumento de transportadores ABC como a glicoproteina P especifica (Pgp) —=>
responsavel pela eliminagao de compostos através da membrana celular, secregao da

hormona esteroide ergosterol, distribuicao de fosfolipidos e transporte de ATP.
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* Aumento intracelular excessivo dos niveis da tripanotiona - impede a apoptose do
parasita pelos compostos de antiménio

* Sobrexpressiao da triparedoxina peroxidase = resisténcia do parasita a compostos
de antimonio trivalentes (in vitro)

* Diminuigao do potencial de membrana mitocondrial 2 redugio da concentragiao do
farmaco

* Modificagdes na composicao lipidica de membrana e na biossintese de ergosterol -

resisténcia a miltefosina e anfotericina B

5.2. Farmacos anti-Leishmania

5.2.1. Analogos de purinas

5.2.1.1. Alopurinol

O alopurinol é um inibidor da xantina oxidase, responsavel pela inibicao da sintese de
acido Urico, ou seja, impede a transi¢ao da hipoxantina a xantina e da xantina a acido Urico,
sendo utilizado em humanos no tratamento profilatico da gota, uma patologia caraterizada
pelo aumento de 4cido urico no sangue."”

Ele é utilizado no tratamento de LV canina como leishmaniostatico, normalmente em
combinacdo com outros farmacos, mas também pode ser utilizado isoladamente. Alguns
anadlogos de purinas, como é o caso do alopurinol, sao metabolizados pelos parasitas a
andlogos téxicos que interrompem a sintese de proteinas e incorporam-se no seu RNA,
exercendo um efeito inibitério no crescimento de Leishmania.*

A duragao do tratamento com alopurinol depende de varios fatores como: gravidade
da doenga, resposta clinica ao tratamento e tolerancia individual ao farmaco. Caes
extremamente suscetiveis podem ter que prolongar o tratamento para o resto da vida, no
entanto, quando os animais apresentam evidéncias de
recuperagcao  comprovadas por hemograma, testes
bioquimicos e urinalise, bem como uma diminuigao acentuada
dos anticorpos, o tratamento podera ser interrompido.'’

Caes a realizar tratamento com alopurinol devem fazer

uma dieta com baixo teor de purinas (proteinas), de modo a
evitar o aparecimento de xantinuria ou urotiliase. Nos casos
em que nao é possivel controlar a xantinuria apenas com

Figura 16: Estrutura molecular do
base na dieta, o tratamento deve ser interrompido." alopurinol (PubChem)
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5.2.2. Compostos de antimonio
5.2.2.1. Antimoniato de Meglumina e Estibogluconato de Sédio

O Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) é um composto de antiménio
pentavalente (SbV) utilizado em todos os tipos de leishmaniose (LV, LC e LMC), sendo
recomendado como tratamento de primeira linha pela Organizagago Mundial de Salde
(OMS).”

Este composto apresenta efeito leishmanicida, embora o seu mecanismo de a¢ao ainda
nao esteja totalmente compreendido. No entanto, alguns investigadores sugerem que possa
estar relacionado com a sua conversao em antimonio trivalente (Sblll), uma forma toxica
que exerce ac¢ao leishmanicida contra amastigotas do parasita. De facto, estudos
demonstraram que o antimoniato de meglumina causa danos no DNA in vivo, mas nao in
vitro, o que significa que SbV necessita de metabolizacdo parar exercer a sua atividade
mutagénica.’’

Outros investigadores sugerem que possa estar relacionado com interferéncias no
metabolismo de amastigotas de Leishmania, onde ha formagao de complexos que interferem
na B-oxidacao de acidos gordos e na glicdlise do parasita, promovendo a deplecao de ATP
intracelular.”'

Outro composto de antimonio pentavalente usado em alguns paises para o tratamento
contra a leishmaniose canina é o Estibogluconato de Sédio (Pentostam®) que, tal como
anterior, também exerce atividade no metabolismo do parasita, interferindo na B-oxidagao
de acidos gordos e na inibicao de enzimas glicoliticas.

Em certos paises foram relatadas resisténcias de L. infantum aos compostos de
antimonio pentavalentes que tém sido grande preocupagao nos ultimos tempos. Outra
desvantagem destas substincias é o seu elevado custo.”

Dois dos efeitos mais comuns
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Figura 17: Estruturas moleculares: Antimoniato de meglumina e
Estibogluconato de sédio (PubChem)
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5.2.3. Derivados de Alquilofosfocolina

5.2.3.1. Miltefosina

A miltefosina (Milteforan®) foi inicialmente desenvolvida como farmaco antineoplasico
para humanos e s6 posteriormente foi estudada a sua aplicabilidade em caes no tratamento
da LV. A acao anti-Leishmania desta molécula parece estar envolvida com a inibicio da
penetragao dos parasitas nos macrofagos, através da interagao com glicosomas e recetores
de glicosil-fosfatil-inositol que sao essenciais para a sobrevivéncia de Leishmania dentro das
células.”® Por outro lado, exerce acio inibitéria de fosfolipidos e da proteinoquinase C,
levando a uma quebra na transdugio do sinal de membrana do parasita.**

Adicionalmente, a agao metabdlica deste composto parece afetar a sintese de
glicolipidos e glicoproteinas da membrana do parasita, causando apoptose.*

Uma das grandes vantagens deste firmaco é o facto de apresentar baixa toxicidade e a
sua administragao ser feita por via oral, embora possa causar alguns efeitos secundarios
gastrointestinais e por isso recomenda-se a administragao concomitante com alimentos.

Este farmaco esta indicado no tratamento de animais com proteindria e/ou doenga
renal.”?

Estudos revelaram que a miltefosina exerce o efeito pretendido, quer seja administrada
isoladamente, ou combinada com outras terapéuticas e que é capaz de reduzir os sinais de

infegio causados por L. infantum, bem como a carga parasitaria.”*
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Figura 18: Estrutura molecular da Miltefosina (PubChem)

5.2.4. Anfotericina B

A Anfotericina B (AnfB) (Fungizone®) é principalmente utilizada como antifungico, no
entanto, possui atividade contra algumas espécies de Leishmania. Pertence a classe dos
macrélidos e é produzida por Streptomyces nodosus.”

Este farmaco atua por ligagao ao ergosterol das membranas celulares do parasita,

alterando a sua permeabilidade ao potéssio intracelular.”
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Apesar de ter baixa afinidade com o colesterol (esterdide principal nas membranas
celulares dos mamiferos), a AnfB pode induzir nefrotoxicidade por vasoconstri¢ao renal e
possivelmente também exerce uma agao direta em células epiteliais renais. Mais tarde
surgiram também as AnfB associadas a lipidos, com o objetivo de diminuir a nefrotoxicidade
e, para além disso, apresentam a vantagem de poderem ser administradas em doses maiores,
com menos frequéncia. Apesar de tudo, o uso destas formulas ainda é muito limitado pois
sao formulagoes extremamente caras e ainda ha algumas contradigoes relativamente a
eficicia destas moléculas na LCan.”

Esta molécula é muitas vezes a primeira escolha, nos casos em que ja existem

resisténcias aos compostos de antiamonio pentavalentes.”

Anfotericina B

Figura 19: Estrutura molecular da Anfotericina B (PubChem)

5.2.5. Aminosidina

A Aminosidina pertence a classe dos antibidticos aminoglicosideos e é por vezes
utilizada como adjuvante no tratamento da leishmaniose canina. Atua contra promastigotas
de Leishmania bloqueando a associagao entre subunidades ribossomais, o que leva a uma

disfun¢do respiratéria do parasita.”
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5.2.6. Fluoroquinolonas
5.2.6.1. Marbofloxacina

As fluoroquinolonas como a Marbofloxacina sao outra classe de antibidticos que atuam
na inibicao da DNA girase e nas topoisomerases das bactérias, provocando o seu efeito
bactericida. A estrutura da membrana de Leishmania apresenta semelhangas com a parede
das bactérias, tendo conduzindo investigadores a estuda-la como potencial tratamento da
LCan. Estudos in vitro demonstraram que estas apresentam atividade contra promastigotas
de L. infantum em macrofagos de caes infetados.”

Uma das vantagens destas moléculas comparativamente a moléculas anteriormente
referidas, € o facto de apresentarem baixa toxicidade, mesmo sendo administradas
oralmente, sendo uma mais-valia para o tratamento de caes com leishmaniose com

comprometimento renal.”®

Marbofloxacina

Figura 21: Estrutura molecular da Marbofloxacina (PubChem)

5.2.7. Domperidona

A domperidona é um antagonista dos recetores D2 da dopamina com propriedades
antieméticas, que promove a libertagio de serotonina, estimulando a produgao de
prolactina. A prolactina € uma citoquina proé-inflamatéria que estimula a produgao de
linfocitos Thl, IL-2, INF-y e TNF-a, levando a ativagao de macrofagos com consequente
decréscimo de Th2 e TNF-B, ou seja, atua no aumento da resposta celular imunolégica."

Estudos realizados demonstraram a eficacia deste farmaco na leishmaniose canina,
tanto na reducio do risco de desenvolvimento de uma infegao ativa e doenga clinica apoés
contacto com o parasita, como também no controlo da progressio da doenga em caes

sintomaticos."
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Este firmaco entrou no mercado em 2012, com o nome de Leisguard® e tem a

vantagem de ser menos dispendioso comparativamente com outros farmacos, para além

H

N

disso pode ser administrado oralmente."

N.>:D

h Domperidona

Figura 22: Estrutura molecular da Domperidona (PubChem)

5.3. Combinacio de farmacos

Algumas combinagoes de farmacos revelaram uma maior eficacia no tratamento dos
caes infetados com LCan quando comparada a sua administragao isolada, no entanto,
existem outras combinagoes que podem aumentar a toxicidade renal como é o caso da
administragio de Aminosidina combinada com compostos de antiaménio pentavalentes.”

As combinagoes mais comuns sao:

* Alopurinol com Antimoniato de Meglumina — demonstraram grande eficacia no
tratamento de LCan, tendo reduzido os sinais clinicos e conduzido a bons
prognosticos, o que € expetavel tendo em conta que exercem atividades
complementares, uma vez que o alopurinol atua na inibicio do crescimento do
parasita e o antimoniato de meglumina como leishmanicida. Esta combinagao é muito
utilizada em medicina veterinaria®®"

* Alopurinol e Miltefosina — Comparativamente a combinagao anterior, apresentam
menor toxicidade e contornam as limitagdes de resisténcia dos compostos de

antiménio.?

5.4. Aromatecinas sintéticas

A topoisomerase |B de DNA (ToplB) é uma enzima responsavel pela diminuicao das

tensoes que ocorrem durante os processos de desenrolamento das cadeias de DNA,
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induzindo uma quebra transitéria nas cadeias. Esta quebra transitoria é promovida pela
atividade catalitica desta enzima, onde ocorre um ataque nucleofilico a ligagao fosfodiéster
que existe entre os nucleétidos do DNA, por meio de um residuo catalitico tirosil, que por
sua vez forma uma ligagao covalente entre o fosfato e a tirosina. Devido a sua importancia e
capacidade de manipular as cadeias de DNA, estas enzimas tém sido estudadas para o
desenvolvimento de novos farmacos contra o cancro e doencas infeciosas.”

A ToplB da Leishmania (LToplB) possui uma estrutura heterodimérica, ao contrario
das restantes espécies animais que apresentam uma ToplB monomérica, o que tem revelado
grande interesse do ponto de vista terapéutico.”

Dentro dos inibidores da TopIB, temos os “venenos” de TopIB (Fig.23) que
demonstraram eficacia como leishmanicidas e temos também os inibidores cataliticos. Os
“venenos” de ToplB vao aumentar a atividade da enzima, geram quebras nas cadeias de
DNA e promovem a formagao de uma ligagao covalente entre ela e o DNA. Como
consequéncia temos um aumento na quebra da molécula, que ira formar intermediarios com
propriedades letais e mutagénicas, desfavoraveis ao metabolismo celular. Estes
intermediarios podem agir inibindo a atividade da enzima, impedindo a jun¢ao das cadeias de
DNA apés clivagem, ou podem agir aumentando os niveis de cisao. Por outro lado, alguns
venenos de topoisomerase, tém a capacidade de se intercalar entre as bases da cadeia
nucleotidica, aumentando o tempo vida do complexo enzima-DNA, causado pelo “veneno”
de topoisomerases. Os inibidores cataliticos, em vez de aumentarem a atividade da enzima,

vao impedir a atividade da mesma, niao havendo formagio do complexo enzima-DNA.”’

Venenos das ToplB

Camptotecinas ) ) o
(CPT) indenoisoquinolina

Compostos naturais semelhantes a aromatecinas

[eessateosey

o

Rosetacina ) I Luotonina

69



Aromatecinas sintéticas
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Figura 23: Estrutura quimica dos venenos das ToplIB: CPT, indenoisoquinolina, compostos naturais
semelhantes a aromatecinas (luotonina A, rosetacina e 22-OH-acumanetina) e aromatecinas sintéticas usadas
para o estudo, com posicdes relevantes numeradas (adaptado de %)

As aromatecinas sao uma nova classe de “veneno” de topoisomerases descritas como
hibridos estaveis de indenoisoquinolinas e camptotecinas (CPT) e que apresentam
semelhancas com a luotonina A, um “veneno” ToplB natural, mais fraco.”’

Foram estudadas varias substituicdes e modificagoes estruturais, sendo que alguns
andlogos possuem maior atividade proliferativa que o composto original. Foi verificado que
as substituigoes em C14 estavam relacionadas a um aumento da atividade anticancerigena, e
a ponte etilenodioxi entre o C2 e C3 a uma maior atividade antiparasitaria contra
Trypanossoma.”’

As aromatecinas (inibidores ToplB nao CPT) surgiram com o objetivo de ultrapassar
algumas limitagoes que os analogos de CPT apresentavam. No caso da Leishmania, existem
dois mecanismos de resisténcia a CPT, um em que ocorre a sobrexpressio do
transportador ABCG6, e outro onde ocorre a substituicio de aminoacidos Gly185Arg e
Asp325Glu na grande subunidade da enzima LToplB.”

Um estudo realizado pela Universidade de Le6n em Espanha utilizou duas séries de
aromatecinas, de modo a estudar a sua eficicia como inibidores de LToplB contra
promastigotas de vida livre e amastigotas intracelulares de L. infantum e ainda a capacidade
de estes superarem os transportadores envolvidos na resisténcia de CPT. No caso dos
amastigotas intracelulares, foram utilizadas células esplénicas de murganhos BALB/c
infetados. Para isso utilizaram também uma estirpe de L. infantum geneticamente modificada
para produzir a proteina iRFP, uma proteina que emite fluorescéncia a 708 nm.”

Nas aromatecinas utilizadas (Fig. 24) foram incluidos diferentes substituintes na posi¢ao
C14 tais como aminas, aminoalcoois e heterociclos nitrogenados com o intuito de aumentar
a solubilidade e estabilidade do complexo DNA-enzima. Para além disso, nas aromatecinas 7,
8, 9 e 10 foi adicionada uma ponte etilenodioxi entre o C2 e o C3 para melhorar a atividade

inibitoria desses compostos.”
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Foram determinados os valores de ECs, ou seja, a concentragao de farmaco que
exerce metade do seu efeito maximo, o que permite nao so6 avaliar a eficacia dos compostos
bem como o intervalo de seguranga dos mesmos. Todos os compostos demonstraram
valores menores de ECs, em amastigotas, comparativamente aos promastigotas.

A ponte de etilenodioxi nao demonstrou qualquer efeito significativo relativo a
poténcia anti-Leishmania, pois comparando o composto | e 9 com a mesma substituicao em
C-14, mas com uma ponte de etilenodioxil no composto 9, foi verificado que a inibicao da
enzima com o composto |, ocorre com concentragdes muito mais baixas. Relativamente a
inibicao de LTopIB, os compostos I, 3, 4, 5 e 7 mostraram uma inibicdo parcial da
topoisomerase que nio demonstrou ser dependente de concentragao.”

Apenas no composto 8 foi observada uma banda fraca de DNA cortado o que sugere
que a maioria destes compostos atuariam como inibidores e nao como “venenos” de
LToplB. A total inibicao da enzima foi observada com alta concentragao de aromatecinas 3, 7
e9.”

Os compostos 6 e |10 nao apresentaram qualquer efeito inibitério, podendo estar
outros alvos envolvidos.”

Quanto aos testes para avaliar se estas aromatecinas também tinham os mesmos
problemas relativamente aos transportadores envolvidos na resisténcia ao CPT, foi
produzida uma estirpe de L. infantum resistente a CPT (CPT-20). Verificou-se que CPT-20
foi suscetivel as aromatecinas estudadas apresentando valores de ECs, muito semelhantes
aos obtidos com L.infantum-iRFP. Por outro lado, a amplificagao e sequenciamento dos genes
codificadores de LToplB das estirpes CPT-20 e das estirpes Wt, nao demonstrou qualquer
diferenga entre eles. O mecanismo de resisténcia de CPT-20 estaria muito provavelmente
relacionado com a superexpressao do transportador ABCG6, responsavel pelo efluxo de
moléculas envolvidas no mecanismo de resisténcia do CPT. Os resultados demonstraram,
portanto, que as aromatecinas superam o efluxo potenciado por este transportador.”

Em geral as aromatecinas testadas comprovaram a sua eficacia contra Leishmania
infantum, e o seu comportamento pode estar relacionado com a existéncia de um outro
mecanismo complementar ao mecanismo de “veneno” de LToplB ou as diferengas
estruturais entre a LTopIB e a ToplB do mamifero. Estas diferengas poderao ser vantajosas a
nivel da projecao de novas moléculas com capacidade de superar o transportador ABCG6

que est4 envolvido na resisténcia do CPT.”
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Figura 24: Bioatividade de aromaticinas em promastigotas de Leishmania infantum —
iRFP e em glébulos brancos do bago de amastigotas infetados (adaptado de %)

5.5. Derivados de chalconas

A arginase (ARG), como ja foi referida anteriormente, foi uma das enzimas que
demonstrou ser diferente no hospedeiro e no parasita. Esta enzima é responsavel por
catalisar a hidrolise da L-arginina em L-ornitina e ureia, sendo também fundamental na
biossintese de moléculas essenciais ao crescimento e sobrevivéncia da Leishmania, as
poliaminas. A inibicao da ARG, por sua vez, afeta duas vias importantes do parasita, a via das
poliaminas, e a via do tiol, importante para a eliminagio de espécies reativas de oxigénio

(ROS) que sio geradas pelos macroéfagos e pelo estabelecimento da infe¢io.”
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As chalconas sao compostos intermediarios da biossintese de flavonoides,
apresentando propriedades antibacterianas, antifungicas, anti tumorais, antioxidantes e anti-
inflamatorias. Estruturalmente elas sao cetonas aromadticas, constituidas por dois anéis
aromaticos ligados por uma ponte carbonil com trés carbonos, a,B-insaturada.”®

Estudos realizados anteriormente ja tinham demonstrado que alguns flavondides eram
capazes de inibir algumas espécies de Leishmania e por isso, este estudo foi realizado com o
intuito de verificar se os derivados das chalconas eram capazes de inibir a arginase de
Leishmania infantum (LIARG). Para isso foram utilizados 36 derivados sintéticos de chalconas,
com diferentes substituicdes nos anéis.”

Neste estudo foi avaliada a capacidade de inibicao de cada um dos derivados, o seu
efeito anti-Leishmania contra promastigotas e amastigotas intracelulares de L. infantum, a
citotoxicidade de cada um dos compostos, a fim de determinar a sua seletividade e ainda a
sua biodisponibilidade oral. Por fim, foi avaliada também a capacidade destes derivados
modularem a resposta imune do hospedeiro.”®

Inicialmente foi avaliada a poténcia de inibicao de LIARG pelos derivados de chalconas
(Fig. 25), através da capacidade que estes tinham em catalisar a conversao de L-arginina em
ureia, na presen¢a de cada um dos 36 derivados, a uma concentragao de 100 pM. A
quercetina foi selecionada como inibidor de controlo positivo, uma vez que € um inibidor da

ARG ja conhecido. A reacio com a quercetina foi realizada na auséncia de inibidores.?®
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Figura 25: Inibicdo de LIARG por derivados de chalconas. Os resultados sio expressos
como percentagem da atividade de LIARG (adaptado de %)

A atividade de inibicio de LIARG dos 36 derivados de chalconas contendo diferentes

constituintes nos anéis A e B foi investigada, e os dados obtidos (Fig. 25) indicaram que
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inibidor de referéncia (quercetina), com uma percentagem de inibicdo de 67.1+10.3%.”°
Outro dado interessante foi que todos os derivados com grupo nitro na posicao 4 do

anel B foram capazes de inibir LIAEG, principalmente LC39 e L41. Este grupo nitro no anel

B, ja fora anteriormente correlacionada com uma forte atividade e seletividade anti-

Leishmania.”®
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Figura 26: Estrutura dos derivados de chalconas que demonstraram inibigio de
LiARG superior a 50% (adaptado de %)

Os derivados mais ativos (Fig. 26), ou seja, que apresentaram maior percentagem de
inibicao do que a quercetina (LC32, LC39 e LC41) foram sujeitos a estudos comparativos
usando técnicas computacionais. Nestes estudos, os derivados eram ligados no sitio ativo da
LIARG previamente construida. Verificou-se que todos eles se ligaram a LIARG em pontos
de ligacio diferentes (Fig.27):®

* LC32: a interagao com a parte ativa de LIARG ocorreu através de trés ligagoes de
hidrogénio entre o atomo de oxigénio do grupo carbonilo e as cadeias laterais
polares dos residuos Ser|51, Asnl53 e His|55. Para além disso, o grupo 2-clorofenil
estabeleceu ligagoes Van der Waals com His 140, Alal41, Ser|51, Alal93 e Pro259.

* LC39: a ligagao de hidrogénio ocorreu entre o seu grupo carbonilo e o atomo de
nitrogénio da cadeia lateral Asnl153. As interagoes ocorridas foram principalmente
interacoes Van der Waals e contatos hidrofébicos com os residuos His 140, His|155 e
Alal93.
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* LC4I: foram observadas trés ligagoes de hidrogénio no complexo LC4|:LiARG. Duas
delas ocorreram entre o grupo carbonilo do composto e o atomo de oxigénio das
cadeias laterais de His|55 e Arg261, enquanto a terceira ocorreu entre as cadeias do
grupo hidroxi-imino-A | -oxidanil-fenil e o nitrogénio da amida da cadeia lateral

Asn153. Também demonstrou interagoes Van der Waals com His 140.
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Figura 27: Ligacdo dos derivados de chalconas obtidas através de encaixe
molecular (adaptado de %)

As interagoes obtidas entre LC32 e Alal4l foram igualmente encontradas no
complexo acido rosmarinico:LIARG obtido por encaixe molecular num estudo realizado por
outros investigadores. No entanto, os derivados de chalconas demonstraram maior ndmero
de interagdes Van der Waals e ligagdes hidrofobicas com LIARG.?

Outro dado proveniente de estudos ja realizados, foi o de um composto flavonoide
que foi considerado o melhor inibidor de LIARG dentro de 5667 flavonodides estudados, e
que apresentou interagoes com os residuos Ser|50 (H), Asp194 (H), Alal92 (A) e Thr257
(A).2

Todos estes resultados sao indicativos de que a estrutura dos flavondides podera ser
um ponto importante para o design de moléculas anti-LiARG e, consequentemente, para o

controlo da doenca.”®
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As propriedades farmacocinéticas e toxicologicas sao aspetos cruciais no alcance de
uma boa biodisponibilidade oral e seguranca dos medicamentos. Nesse sentido, os trés
derivados de chalcona mais ativos (Fig. 26), foram comparados com a miltefosina (Unico
medicamento oral disponivel contra a leishmaniose), tendo por base a regra dos cinco de
Lipinski. Os resultados obtidos (Fig. 28) demonstraram uma boa biodisponibilidade oral
destes compostos.”®

Foram também realizados estudos relativos aos seus perfis metabolicos, com o intuito
de saber se estes atuariam como substratos ou inibidores de nove isoformas do citocromo
P450 (CYP450): CYPIA2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2CI9, CYP2D6,
CYP2EI e CYP3A4. Os resultados obtidos (Fig. 28) demonstraram que estes derivados
substratos com as isoformas CYP|A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2Dé6, CYP2EI, CYP3A4. Esta
dltima isoforma é uma das principais isoformas do CYP450, sendo responsavel pelo
metabolismo dos xenobidticos. Em geral, a sua inibicio pode causar interagoes
medicamentosas.”®

Do ponto de vista toxicologico, foram realizados testes de hepatoxicidade,
mutagenicidade, carcinogenicidade, toxicidade aguda e cardiotoxicidade. Nos testes de
hepatoxicidade foram utilizados os seguintes biomarcadores enzimaticos: fosfatase alcalina,
AST, GGT, LDH e ALT. A toxicidade cardiaca foi avaliada de acordo com a probabilidade
foi utilizado o Teste de Ames e a carcinogénese foi analisada in vitro, tendo em conta a
capacidade que os derivados de chalconas teriam em desenvolverem tumores em
camundongos. Por fim, a capacidade de os derivados produzirem toxicidade aguda teve por
base a quantidade necessaria para matar 50% dos animais testados, apos serem

administrados por via oral (mg/kg de peso corporal). *®
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Drug/Chalcones ADMET predictor
Pharmacokinetic properties Toxicological endpoints

CYP inhibition CcYP Rule of 5 hERG inhibitor  Hepatotoxic =~ Mut: iic  Carci
substrate

geni Acute toxicity in rats

LC32 1A2, 2C19 3A4 1A2, 2A6, Yes Yes No No NofM 726.79
286, 2C8,
2C9, 2C19,
208, 3A4

LC39 1A2,2C19, 3A4-  1A2, 2A6, Yes No No Yes NoRM 1,668.17
286, 2C9,
2C19, 206,
2E1.3A4

LC41 1A2,3A4 1A2,2A6, Yes No No Yes NoRM 2,374.28
286, 2C9,
206, 2E1,
3A4

Miltefosine - - Yes No No No NofM 855.10

R: rats; M: mice.

Figura 28: Resultados in silico da farmacocinética e propriedades toxicolégicas dos derivados de chalconas
mais ativos contra LIARG (LC32, LC39 e LC41) e miltefosina (adaptado de %)

De acordo com os resultados obtidos (Fig. 28), concluimos que em relagao aos
parimetros avaliados, apenas LC32 demonstrou potencial de inibicio de hERG K’, o que
significa que podera induzir cardiotoxicidade. No entanto, nenhum destes inibidores
apresentou riscos de hepatotoxicidade, carcionogenicidade ou de toxicidade aguda. Em
geral, os derivados de chalconas com atividade anti-Leishmania apresentaram bons perfis
farmacocinéticos e baixa toxicidade.?®

Os derivados de chalconas com inibicao de LiARG superior a 50% (LC14, LC32, LC34,
LC37, LC39, LC41) foram selecionados para investigagao relativamente a sua atividade
contra promastigotas de L. infantum e o medicamento Fungizone®, a base anfotericina B, foi

utilizado como medicamento de referéncia (Fig. 29).%®

Chalcone ARGLi inhibition (%) RAW 264.7 Promastigotes Amastigotes Selectivity Index
(100 pM)
CCsg + SE ICs0 = SE IC50 = SE PRO AMA
(nM) (M) (M)

LC14 654 +28 751 +889 283.4 +14.2 n.d. <1 n.d
LC32 695+7.9 479.1 £ 195 741 £ 109 1115+ 198 6.5 4.3
LC34 599 +£9.2 3,010.9 £ 83.0 7472 £223 65.4 £ 109 4.0 46.0
LC37 589 +9.2 >4,000 >1,500 n.d. n.d. n.d
LC39 719+ 11.6 4531.0 £ 212.0 398.0 £+ 44.2 423 +£17.1 114 107.1
LC41 723+0.3 1,146.8 + 58.8 319.1 £14.3 43.7 £13.7 3.6 26.2
Fungizone® nd 11.9+02 0.024 + 0.0007 0.138 £ 0.01 503.2 86.9

Figura 29: Inibicio de LIARG, atividade anti-L. infantum e citotoxicidade dos derivados de chalconas (adaptado
de 28)

De acordo com os resultados obtidos (Fig. 29), podemos verificar que todos os
derivados demonstraram efeito anti-Leishmania, embora com valores de ICs, superiores a
Fungizone®, o que significa que é necessario uma maior concentracio destes derivados para

produzir um efeito inibitorio de 50% de LIARG. Comparando apenas os derivados de

77



chalconas, LC32 foi o que apresentou um melhor efeito contra promastigotas L. infantum
(ICso de 74.1£10.9 pM). LC37 foi o Unico que nao demonstrou atividade in vitro contra
promastigotas de L. infantum com a maxima concentragio testada.”®

A citotoxicidade dos derivados de chalcona selecionados foi avaliada contra os
macrofagos RAW 264.7 de forma a avaliar a sua seletividade contra células do parasita. LC39
revelou um CCs, de 4531.0£212.0 uM e, portanto, um indice de seletividade (SI) de |1.4, o
que significa que é cerca de 10 vezes mais seletivo contra promastigotas de L. infantum. Ja
LC14, demonstrou um CCs, de 75.1+8.9 uM e, portanto, um SI<I, o que significa que é mais
toéxico para a célula hospedeira do que para o parasita.”®

Os derivados de chalcona LC34, LC4| e LC32, apresentaram valores de CC;, de
3010.9+88.0 yM (SI de 4.0), 1146.8+58.8 yM (Sl de 2.6) e 479.1£19.5 pM (Sl de 6.5),
respetivamente. Por comparacio de LC39 e LC4l, cuja unica diferenga estrutural se
encontra na posi¢ao 4 do anel A, em que LC39 apresenta um brometo e LC41] um grupo
metoxilo, podemos dizer que essa substituicao apresenta um papel importante na
citotoxicidade para macréfagos. LC37 demonstrou nao inibir o crescimento dos macréfagos,
na maior concentragio testada.?®

Relativamente a analise dos derivados de chalcona contra amastigotas intracelulares de
L. infantum, apenas foram utilizados LC32, LC34, LC39 e LC4l que foram os que
apresentaram atividade contra promastigotas L. infantum e uma seletividade contra as células
do parasita superior a | (SI > I). Aqui a Fungizone® foi novamente utilizada como farmaco
de referéncia. Foram utilizados macrofagos peritoneais infetados com L. infantum, e que
foram posteriormente tratados com os derivados de chalcona selecionados e a viabilidade
de promastigotas recuperados dos macréfagos infetados foram medidas.?®

Analisando os valores de ICs, para amastigotas (Fig. 29), verifica-se que todos os
derivados de chalcona foram capazes de reduzir a carga parasitaria quando comparados as
células controlo que nao foram tratadas, o que significa que os inibidores de ARG
conseguem interagir com o seu alvo em macrofagos infetados. Embora com estes resultados,
se consiga evidenciar que os compostos LC32, LC34, LC39 e LC4| dificultam a carga
parasitaria em macrofagos pela inibicao de ARG, sao necessarias mais investigagoes para
confirmar a ARG como alvo.?®

LC39 apresentou valores de |Cs, contra amastigotas intracelulares menores
comparativamente aos outros inibidores, resultando num Sl superior ao medicamento de
referéncia. Este valor elevado de Sl é de grande importancia uma vez que a seletividade é
uma carateristica altamente requerida na descoberta de firmacos leishmanicidas, nesse

sentido ja realizadas, sugeriram que a presenga de um grupo nitro no anel B parece
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influenciar a atividade anti-Leishmania e, de facto, isso pode ser sustentado com estes
dados.”®

Ha relatos de que os anéis aromaticos, constituintes principais dos farmacoforos das
chalconas, sao essenciais para a bioatividade e, de facto, a presenga de substituintes nas
posicoes 2’ e 3’ do anel B parecem aumentar a atividade da chalcona, enquanto que os
mesmos substituintes, mas na posi¢ao 4, levam a uma diminui¢ao da atividade leishmanicida
da molécula. Ja a ponte de 3 carbonos o,B insaturada parece nao interferir com a atividade
anti-Leishmania das chalconas. No entanto, LC37 que apresenta substituicoes na ponte de 3
carbonos, nao apresentou nem atividade contra leishmania, nem contra os macroéfagos,
mesmo as mais elevadas concentracoes testadas.”®

Na tentativa de compreender a atividade antileishmania, foi avaliado se houve aumento
da producao de NO por macrofagos infetados com L. infantum apds tratamento com
concentragdes crescentes dos derivados LC32, LC34, LC39 e LC41 (Fig. 30).”°

De acordo com os resultados (Fig. 30), podemos observar uma diminuigao da
produgao de NO pelos macrofagos infetados com L. infantum quando tratados com LC32 e
LC41, em comparagao com o grupo controlo. Pelo contrario, LC34 e LC39 nao revelaram
diferengas significativas. Estes resultados foram revelantes para mostrar que o efeito anti-
Leishmania dos derivados de chalconas poderao de facto estar relacionados a uma inibigao
direta no parasita, por exemplo, pela inibigao da ARG, uma vez que segundo os dados
obtidos concluimos que estes foram incapazes de modular a resposta imune do
hospedeiro.”®

Em geral, os resultados foram favoraveis relativamente aos efeitos da inibicao da ARG
pelos derivados de chalcona. Nesse sentido, firmacos a base destes derivados poderao ser

bons candidatos a farmacos contra leishmaniose visceral.
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Figura 30: Efeito dos derivados de chalcona na produgio de NO pelos macréfagos infetados com L. infantum
(adaptado de %)
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6. CONCLUSAO

A LCan é um problema de saude publica que afeta animais domésticos como caes e
gatos, mas também seres humanos, podendo mesmo ser fatal. Os animais que apresentam
esta doenca podem ou nao ser sintomaticos, sendo que os sintomas e sinais que estes
apresentam sao muito variaveis e, portanto, o diagnostico baseado apenas em observagoes
clinicas requer sempre confirmagao através de outros métodos mais complexos, tais como:
métodos parasitologicos, moleculares e serologicos. A lesao renal é uma das principais
consequéncias da doenga devido a deposicao de ICC nos rins, causada pela resposta imune
do hospedeiro.

Hoje em dia, ainda nao existe tratamento para esta patologia e por isso é fundamental
atuarmos na sua prevencao. Existem varios métodos preventivos, sendo a vacinagao o
método mais eficaz, no entanto, a combinagao de varias praticas que previnam a picada do
vetor contribuem para uma maior protecao dos animais e, naturalmente, do ser humano,
uma vez que os animais sao o seu principal reservatorio.

Alguns dos compostos utilizados na prevengao da infecao, como é o caso dos sprays,
spot-on e coleiras atuam interferindo no SNC do parasita, levando a asfixia e choque do
mesmo. Ja outros atuam através da inibicao do desenvolvimento e maturagao dos estadios
primarios de Leishmania, como é o caso do piriproxifeno. No caso das vacinas, as atualmente
comercializadas na Europa sao vacinas de segunda geraciao e atuam através da estimulagao
do sistema imunolégico do hospedeiro, sobretudo das células THI que por sua vez induzem
a atividade dos macroéfagos contra Leishmania. Por outro lado, pensa-se que o envolvimento
de CD8+ esteja também envolvido na resisténcia a doenga.

Para além das vacinas de segunda geragao, temos as vacinas de primeira geragao com
parasitas vivos/mortos e ainda as vacinas de terceira geragao, ou vacinas de DNA. Dentro
das vacinas com parasitas, temos o exemplo das vacinas vivas atenuadas, uma estratégia que
permite desencadear a resposta imunolégica do hospedeiro, sem provocar doenga no
mesmo, como é o caso da candidata vacina atenuada com L. major sem o gene p27, gene
responsavel pela sintese de ATP sendo, portanto, essencial para a sobrevivéncia e
desenvolvimento do parasita.

Os tratamentos atualmente existentes contra LCan nao sao capazes de eliminar o
parasita por completo, apresentam diversas limitagdes quer na sua elevada toxicidade, custo
e dificuldade de administragao e cada vez mais surgem resisténcias por parte dos parasitas
em relagao aos farmacos anti-Leishmania, dai que o estudo e pesquisa de novas moléculas

para esta doenga, seja cada vez mais uma emergéncia de saude publica.
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O conhecimento de moléculas do parasita que sejam diferentes ou estejam ausentes
nos mamiferos € um bom ponto de partida para a investigacao de novos farmacos que sejam
seletivos para o parasita, mas que nio causem danos no hospedeiro. E o caso da TopIB da
Leishmania que possui uma estrutura heterodindmica, contrariamente as restantes espécies
de animais que possuem uma ToplB monomérica, ou ainda da arginase que demonstrou
também ser diferente no hospedeiro e no parasita.

Outro fator a ter em conta é a estrutura molecular de certos compostos, como é o
caso das chalconas, por exemplo, em que foi demonstrado que a presenga de substituintes
nas posicoes 2’ e 3’ do anel B estao relacionados com o aumento da sua atividade. Por outro
lado, estudos anteriores ja tinham chegado a conclusao de que substituicoes em Cl4 estao
relacionadas com um aumento da atividade anticancerigena e que a ponte de etilenodioxi
entre C2 e C3 em certas substincias, aumenta a atividade antiparasitaria contra
Trypanossoma. No caso das aromatecinas sabemos que estas conseguem contornar as
barreiras de resisténcia aos CPT e possuem atividade anti-Leishmania, no entanto o seu
mecanismo ainda nao é bem conhecido, pelo que existem outros mecanismos pelos quais as
moléculas atuam que ainda tém de ser investigados e estudados.

O conhecimento de mecanismos de resisténcia dos parasitas, também tem demonstrado
cada vez mais interesse para o desenvolvimento de firmacos que os consigam contornar,
uma vez que ja existem algumas resisténcias a certos medicamentos utilizados contra
Leishmania, como é o caso dos compostos de antimonio.

As aromatecinas surgiram com o objetivo de contornar as limitagdes de resisténcia
aos CPT. Estes mecanismos de resisténcia aos CPT s3ao sobretudo devido a uma
sobrexpressao do transportador ABCG6 e/ou substituicao de aminoacidos Gly|85Arg e
Asp325Glu na grande subunidade da enzima LToplB.

A combinagao de farmacos é também uma estratégia que se utiliza com o objetivo de
contornar resisténcias e tornar o tratamento mais eficaz devido a complementaridade de
diferentes mecanismos dos diferentes farmacos. Por outro lado, existem certas combinagoes
de farmacos que apresentam menor toxicidade comparativamente a sua administragao
isolada.

Nao existem farmacos perfeitos, mas existem algumas carateristicas fundamentais para
que estes venham a ser comercializados como tratamento da LCan. A boa seletividade da
molécula, boa biodisponibilidade oral, seguranga, capacidade de modular a resposta imune do
hospedeiro sem causar danos neste e ainda uma molécula que seja capaz de contornar os
mecanismos de resisténcia dos parasitas, sao fatores de extrema importincia e que devem

ser tidos em conta aquando da investigacao de novas moléculas.
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