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LISTA DE ABREVIATURAS

DNA - icido desoxirribonucleico

RNA - icido ribonucleico

VL - leishmaniose visceral

CL - leishmaniose cutanea

kDNA - DNA do cinetoplasto

MCL - leishmaniose mucocutanea
PKDL - leishmaniose dérmica Pos-Kala-azar
IV - via intravenosa

IM - via intramuscular

Sb - antimoénio pentavalente

HIV - virus da imunodeficiéncia humana
FeSOD - Fe-superoxido-dismutase
T(SH), - tripanotiona

GSH - glutationa

TR - tripanotiona redutase

GR - glutationa redutase

ROS - espécies reativas de oxigénio
DHBA - icido di-hidrobetulinico

INF -y —interferao — y

TNF - a - fator de necrose tumoral — a

IL = 2 = interleucina 2
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I. Resumol/abstract

Resumo

Leishmania sp. constitui um grupo de parasitas protozoarios que sao transmitidos entre
hospedeiros mamiferos, incluindo o Homem, pela fémea de fleb6tomos hematofagos. Este
parasita provoca leishmaniose, um conjunto de manifestagoes clinicas que variam
relativamente ao orgao afetado e a gravidade. A leishmaniose é uma das infe¢oes tropicais
mais negligenciada no que diz respeito ao desenvolvimento de novos farmacos,
principalmente por se tratar de uma doenga que afeta sobretudo as populagdes mais pobres
dos paises subdesenvolvidos.

A maioria dos farmacos usados no combate a esta doenga tem elevada toxicidade e
obriga a hospitalizagao do doente. Além disso, existe uma grande resisténcia parasitaria as
moléculas utilizadas.

A necessidade urgente de novos farmacos levou a procura de novas estratégias de
combate a leishmaniose, com especial incidéncia na procura de novos alvos terapéuticos. Um
importante e potencial alvo sao as DNA topoisomerases do parasita, enzimas ubiquas na
natureza e cruciais para a sua sobrevivéncia. O facto de serem enzimas vitais para o parasita
e de terem sido encontradas diferengas entre estas enzimas e as suas homologas nos

mamiferos, faz delas um excelente alvo para o desenvolvimento de novos farmacos.

Abstract

The protozoa of the genus Leishmania sp. are a diverse group of parasites which are
transmitted between mammalian hosts by the female of blood-sucking sandflies. This parasite
causes leishmaniasis, a range of clinical manifestations, which vary in relation to the organ
affected and severity. Leishmaniasis is one of the most neglected tropical diseases in terms of
drug discovery and development, mainly because it is a disease that mainly affects the
poorest populations of developing countries.

Most antileishmanial drugs are highly toxic and require hospitalization of the patient.
Furthermore, there is a high parasitic resistance to these molecules.

The urgent need for new drugs led to the search for new strategies to combat
Leishmaniasis, with particular emphasis on the search for new therapeutic targets. Important
potential targets are the parasite DNA topoisomerases, enzymes ubiquitous in nature and

crucial for their survival.
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2. Introducao

A leishmaniose € um conjunto de manifestagoes clinicas causadas pelas varias espécies
do parasita protozoario Leishmania sp.. Os parasitas sao transmitidos entre mamiferos por
fémeas de flebotomos hematéfagos através de ciclos antroponéticos ou zoonéticos'.

Leishmania sp. tem um ciclo de vida dimorfico: promastigotas que se desenvolvem no
intestino do vetor fleb6tomo sao transmitidos por este aos hospedeiros mamiferos, onde se
transformam em amastigotas. As principais manifestagcoes clinicas da infecao por este
parasita incluem a leishmaniose visceral (VL) e a leishmaniose cutanea (CL), podendo
também ocorrer outras formas mais raras da doenca'.

O tratamento da leishmaniose recorre principalmente ao uso do antiménio pentavalente
(Sb), anfotericina-B e paramomicina, mas o mecanismo de agao destes farmacos ainda nao
esta completamente esclarecido. Além disso, a sua elevada toxicidade e efeitos secundarios,
e a elevada resisténcia parasitaria evidenciam a urgéncia em descobrir novas moléculas e
novos alvos terapéuticos’.

Na ultima década surgiram varias pesquisas nesta area, que demonstraram a existéncia
de potenciais alvos para o tratamento desta doencga’, dos quais se destacam as DNA
topoisomerases, enzimas essenciais para a sobrevivéncia do parasita’. A descoberta de uma
DNA topoisomerase tipo | invulgar nos parasitas da Ordem Kinetoplastida levou ao estudo
desta enzima como um possivel alvo para varias moléculas, direcionadas especificamente
para o parasita. A DNA topoisomerase tipo Il é crucial para a replicagio do DNA do
cinetoplasto (kDNA), tendo sido encontradas diferengas entre a enzima do parasita e a sua
homéloga nos mamiferos, tornando-a também um alvo promissor’.

Estao ja descritos varios inibidores das topoisomerases, dos quais se destacam a
camptotecina como inibidor da topoisomerase tipo IB’ e os derivados da acridina como

inibidores da topoisomerase tipo II°.

3. Leishmania sp.: o que €&?
Leishmania sp. constitui um conjunto de parasitas pertencentes a Ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae (Fig.l), uma familia de parasitas protozoarios

flagelados responsaveis por um conjunto de doengas infeciosas em humanos e animais®.
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Figura | — Classificacdo taxonémica de Leishmania sp.. (Adaptado de Singh et al,
2014.)

As espécies de Leishmania sp. sdo zoondticas e uma grande variedade de animais serve
de reservatorio deste parasita, incluindo caes (domésticos e selvagens), raposas, lobos,
roedores, entre outros, sendo o cdo o reservatdrio principal® ®.

Leishmania sp. € um parasita unicelular, intracelular obrigatério, que existe em duas
formas morfoldgicas distintas: promastigotas (Fig.2) e amastigotas (Fig.3). A forma
promastigota caracteriza-se por ser uma célula fusiforme e alongada, com um Unico flagelo
que se localiza anteriormente a um organelo citoplasmatico denominado cinetoplasto.
Cinetoplasto é o nome dado a (nica mitocdndria existente nestas células* e é um organelo
que contém moléculas de DNA circular de dupla cadeia, estrutural e metabolicamente
incomum, designado DNA do cinetoplasto (kDNA). Este DNA representa cerca de 30% do
DNA total do parasita e consiste em pequenos circulos de dupla cadeia, que tém diferentes
tamanhos, sendo assim designados de mini- ou maxicirculos®. Cerca de 90% deste DNA é
formado por minicirculos®. Os promastigotas sio méveis e sio a forma infetante do parasita.

A forma amastigota, forma nao-infetante, carateriza-se por ser uma célula arredondada ou
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oval, imovel, que se desenvolve nos macrofagos, leucécitos polimorfonucleares ou nas

células endoteliais do Homem e animais vertebrados’.

e

v . 5
3 -

Figura 3 - Amastigotas de

Figura 2 - Promastigotas de

Leishmania donovani®. Leishmania sp. no interior de

macréfagos®.

O parasita é transmitido por vetores que pertencem a Classe Insecta e a Sub-familia
Phlebotomidae, designados flebotomos. No Novo Mundo (América Central e América do
Sul), este vetor pertence ao Género Lutzomyia, enquanto no Velho Mundo (Africa, Europa e
Asia) pertence ao Género Phlebotomus. E de salientar que apenas as fémeas deste inseto sio

hematofagas, logo apenas as fémeas sio vetores da doenga'?.

3.1.Ciclo de vida
Leishmania sp. apresenta um ciclo de vida dimorfico (Fig.4): os promastigotas, que
habitam no intestino do vetor, entram na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado
durante a picada do inseto e diferenciam-se em amastigotas, que se vao multiplicar dentro

das células hospedeiras até ocorrer a sua lise'.

Promastigotas Fleb6tomo injeta promastigotas na Os promastigotas sio fagocitados por

migram para o corrente sanguinea quando se alimenta neutréfilos.
esofago do /
e 4 } \/ Os neutréfilos libertam os
4 '." ~ ' / parasitas que sio
&= 4 o N K fagocitados por
4 . . . 4
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o ingere

» s

O flebétom:
macréfagos infetados Os amastigotas vio
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Figura 4 — Ciclo de vida de Leishmania sp.. (Adaptado de: Mcgwire et al., 2014.)
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A infecao inicia-se quando o flebotomo fémea infetado se alimenta do sangue do
hospedeiro vertebrado®. Uma vez na corrente sanguinea deste hospedeiro, os promastigotas
sao fagocitados por células fagocitirias mononucleares’. Os promastigotas fagocitados
alojam-se em vacuolos parasitéforos que se fundem com lisossomas para formar
fagolisossomas, onde se transformam e replicam em amastigotas. A carga parasitaria, ao
aumentar, perturba fisicamente as células infetadas, que sofrem lise®. Ao ocorrer lise da
célula hospedeira, os amastigotas ficam livres e propagam-se para outras células e tecidos,
incluindo bago, figado e medula 6ssea’.

Os amastigotas, que se encontram livres na corrente sanguinea ou no interior dos
macroéfagos, sao ingeridos quando a fémea do mosquito se alimenta do sangue de um
hospedeiro vertebrado infetado. Uma vez ingeridos pelo fleb6tomo, os amastigotas migram
para o intestino deste e transformam-se em promastigotas. Apos um periodo de 4 a 5 dias,
os promastigotas deslocam-se para o esofago do mosquito. Ao alimentar-se de novo, o
flebétomo infetado regurgita os promastigotas infeciosos, que entram na corrente sanguinea

do hospedeiro vertebrado e o ciclo de vida repete-se’.

3.2. Dados epidemiologicos

Leishmania sp. esta distribuida por muitos paises tropicais e de clima temperado, com
uma prevaléncia global de |2 milhdes de pessoas infetadas, estimando-se que surjam cerca
de 2 milhoes de novos casos de leishmaniose a cada ano que passa, dos quais |,5 milhoes sao
casos de CL e 0,5 milhdes sio casos de VL'. A leishmaniose é um conjunto de manifestacdes
clinicas com uma grande diversidade epidemioldgica e clinica, causada por mais de 20
espécies de Leishmania sp.®. Trata-se de um grupo de doencgas viscerais e cutineas associadas,
na maioria dos casos, & pobreza’.

A leishmaniose é prevalente em 88 paises de 5 continentes — Africa, Asia, Europa,
América do Norte e América do Sul. Estes nimeros refletem os casos reportados, mas
existe uma grande subnotificagio em areas endémicas, o que oculta a verdadeira severidade
desta doenca'®.

As epidemias de leishmaniose ocorrem quando as pessoas se deslocam para regioes
endémicas (devido a guerras ou migragao) ou quando as populagoes que habitam nestas
regioes sofrem de doenga ou malnutricao graves. Calcula-se que existam cerca de 350

milhGes de pessoas a viver em risco de infegio por Leishmania sp.”.
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A infegdo do ser humano por espécies patogénicas de Leishmania sp. causa diversas
infegdes croénicas® e sio muitos os fatores que podem levar ao aumento dos casos de
leishmaniose, nomeadamente a epidemia do HIV, o aumento das viagens intercontinentais,
os conflitos internacionais, a dificuldade no controlo dos vetores, a falta de uma vacina
efetiva e o desenvolvimento de resisténcia a terapia atualmente existente'®.

Dependendo de varios fatores, nomeadamente a espécie infetante, o hospedeiro, o
vetor e o ambiente, a doenga pode manifestar-se de diferentes formas, variando a parte do

corpo afetada®:

a) Leishmaniose cutianea (CL)

A CL é a forma menos grave da doenga e pode ser causada por varias espécies de
Leishmania sp., tais como Leishmania major e Leishmania tropica no Velho Mundo e Leishmania
mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis e Leishmania braziliensis em varias
regides da América Central e do Sul®.

A CL simples manifesta-se por lesoes singulares ulcerativas ou nodulares, que se
restringem ao local da picada pelo vetor flebotomo. Estas lesées sao encontradas,
normalmente, em areas descobertas do corpo como face, antebragos e pernas e evoluem
durante semanas a meses, apresentando na maioria dos casos cura espontianea em 3-18
meses®.

A CL difusa, como por exemplo a que é causada por Leishmania amazonensis,
caracteriza-se por lesoes nodulares de tamanho variavel que podem ser encontradas em
varias regioes do corpo, muitas vezes distantes do local da picada do inseto. Esta forma de

CL pode ter uma evolugao mortal®.

b) Leishmaniose mucocutinea (MCL)

A MCL é causada exclusivamente por Leishmania braziliensis, sendo a maioria dos casos
encontrados em paises da América do Sul. Pode dever-se a disseminagao hematogénica ou
linfatica do parasita ou a extensao das lesoes cutineas de CL para o tecido mucocutaneo.
Tem uma evolugao croénica e podem ocorrer recidivas frequentes apds o tratamento das
lesGes primarias. E uma infecio extremamente desfigurante, com invasio da mucosa oral e
nasal e destruicio da cartilagem do nariz, palato e face, afetando a fun¢iao respiratoria e
dificultando o processo de alimentagio®.

Esta doenga é geralmente refrataria a quimioterapia e os doentes morrem, muitas vezes,

de infecdes secundarias e desnutrigao®.
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c) Leishmaniose visceral (VL)

A VL, também conhecida como Kala-azar, resulta da infegao das visceras do hospedeiro
pelo parasita, localizando-se preferencialmente no sistema macrofagico do bago, figado,
medula 6ssea e érgios linfoides, sendo fatal se nao for tratada®.

No Velho Mundo, a VL é causada por Leishmania donovani (india, Paquistio, China e
Africa) e Leishmania infantum (bacia mediterranica). No Novo Mundo, é causada por
Leishmania chagasi, que se encontra principalmente no Brasil. Existem também relatos da
incidéncia de VL no Médio Oriente, causada por cepas viscerotropicas de Leishmania tropica,
que é considerada um agente de CL®.

A proliferagao do parasita nos macrofagos do figado, bago e medula éssea provoca
hepatoesplenomegalia progressiva e supressao da medula 6ssea. Se nao forem sujeitos a
tratamento, os doentes podem desenvolver pancitopenia e imunossupressao, ficando
propensos a infe¢des por outros microrganismos, acabando por sucumbir & doenga®.

Os individuos co-infetados com HIV, devido a imunossupressao severa que os dois
agentes causam, tém uma suscetibilidade especial para o desenvolvimento de apresentagoes

atipicas da doenga, com aumento da severidade desta®.

d) Leishmaniose dérmica Pos-Kala-azar (PKDL)

A PKDL afeta um subgrupo de doentes tratados com sucesso para VL, que permanecem
assintomaticos durante meses a anos e que desenvolvem uma proliferagao fulminante de
parasitas no interior da pele, originando lesées maculares difusas, lesoes maculo-papulares e
lesGes nodulares. Tem grande incidéncia na India e Sudio em pacientes infetados por
Leishmania donovani®.

A patogénese da PKDL ainda nao esta totalmente esclarecida, mas parece relacionar-se

com uma resposta imune agressiva contra os parasitas, mediada pelo interferdo-y (INF-y)°.

4. Moléculas atualmente utilizadas no tratamento da leishmaniose

A leishmaniose afeta sobretudo as populagoes mais pobres dos paises subdesenvolvidos,
suscitando por isso pouco interesse a investigadores, industrias farmacéuticas e agéncias de
financiamento para estudo e desenvolvimento de novos farmacos para tratamento desta
doenca'®. Existe ja um nimero significativo de firmacos usados no tratamento das diversas
formas de leishmaniose, variando a sua escolha de acordo com a forma como a doenga se
manifesta °.

O Sb foi considerado o fairmaco de primeira linha durante varias décadas. No entanto,

apresenta varios efeitos toxicos e a sua ineficicia tem vindo a aumentar devido ao
9
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desenvolvimento de resisténcia parasitaria. O mecanismo de agao deste farmaco ainda nao
esta completamente esclarecido, mas acredita-se ser um mecanismo multifatorial, que atua
diretamente em alguns processos moleculares vitais do parasita e, em simultaneo, influencia
a atividade parasiticida dos macrofagos. Este composto pode ser administrado por via
intravenosa (IV), por via intramuscular (IM) e, no caso da CL, pode ser também utilizado
diretamente nas lesdes. Em alguns casos, a terapia sistémica é feita em combinagao com
outros agentes, para aumentar a eficacia do tratamento. O Sb pode ser utilizado em
combinagio com a paramomicina no tratamento de VL no Leste de Africa e de CL causada
por Leishmania aethopica e em combinagao com a pentoxifilina, um inibidor de TNF-a, no
tratamento de CL causada por Leishmania major. Apesar dos beneficios evidentes, o Sb
apresenta diversos efeitos secundarios, dos quais o mais grave é a cardiotoxicidade, pelo que
o tratamento requer um acompanhamento atento dos doentes®.

Além deste, existem outros agentes alternativos que sao utilizados de acordo com a

disponibilidade e eficacia nas diferentes regides endémicas®:

a) Anfotericina-B

A anfotericina-B € um leishmanicida eficaz, que atua por ligagio ao ergosterol da
membrana do parasita, causando instabilidade desta membrana e levando a morte do

s 6
parasita’.

Este farmaco tem sido utilizado no tratamento da leishmaniose sob a forma de
desoxicolato ou formulado em lipossomas. O desoxicolato é utilizado no tratamento de
varias formas da doenca mas a formulagiao lipossomal permite reduzir a duragao do
tratamento. A anfotericina lipossomal pode ser utilizada em combinagdo com outros
farmacos: uma dose Unica de anfotericina lipossomal em combinagdo com miltefosina ou

.. . . , . 6
paramomicina demonstrou ser mais eficaz do que cada um dos farmacos sozinho".

A anfotericina-B apresenta também efeitos secundarios, sendo os mais comuns
insuficiéncia renal e distlrbios eletroliticos. Estes efeitos sao menos habituais com a forma
lipossomal. No entanto, o facto de esta formulagao ser bastante mais cara do que a forma

nio lipossomal torna a sua utilizagio muito limitada®.

b) Paramomicina
A paramomicina € um antibiético aminoglicosideo que bloqueia a sintese de proteinas ao
ligar-se a subunidade 16S do ribossoma. E utilizado por via IM no tratamento de VL na india,
sendo também utilizado topicamente para tratamento de CL, numa formulagao que combina

paramomicina com cloreto de metilo. Recentemente, a paramomicina tépica, em associagao

10
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ou nao com a gentamicina, demonstrou eficacia na resolugao rapida de lesdes causadas por
Leishmania major®.
Os principais efeitos secundarios da utilizagdo sistémica da paramomicina sao

ototoxicidade e nefrotoxicidade®.

¢) Pentamidina

O mecanismo de agao da pentamidina ainda nao esta totalmente entendido, mas sabe-se
que interfere com a biossintese de macromoléculas como o DNA, RNA, fosfolipidos e
proteinas. E utilizada por via IV para tratamento de CL na América do Sul, causada por
Leishmania guyanensis e Leishmania panamensis, existindo alguns estudos que demonstram a
sua eficacia em CL do Velho Mundo causada por Leishmania tropica e Leishmania major bem
como nas lesdes cutineas causadas por Leishmania infantum®.

Existe um grande nimero de reagbes adversas associadas a utilizagao deste farmaco,
sendo as mais notaveis hipoglicémia e/ou agravamento da diabetes, alteragao das enzimas
hepaticas, efeitos na medula &ssea, tais como leucopenia e anemia, nefrotoxicidade e

cardiotoxicidade®.

d) Miltefosina

A miltefosina foi inicialmente desenvolvida como agente antineoplasico, sendo mais
tarde descoberta a sua agao no tratamento da leishmaniose. Este farmaco pode ser utilizado
em adultos e criangas, sendo a dose calculada em funcio do peso corporal. E a unica
molécula utilizada por via oral no tratamento de VL na india e Leste de Africa, sendo
também eficaz no tratamento de CL do Novo Mundo causada por Leishmania mexicana,
Leishmania guyanensis e Leishmania panamensis. E um farmaco muito bem tolerado e os
principais efeitos adversos sao nauseas e vomitos. No entanto, é um agente teratogénico,

logo é contraindicado na gravidez®.

e) Imiquimod

O imiquimod é uma quinolona imidazdlica topica que induz a ativagao dos macrofagos
através da producio de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-2, IFN-y e TNF-a. E
utilizado em associacio com o Sb no tratamento de recaidas de CL no Novo Mundo.
Geralmente é bem tolerado, sendo o seu principal efeito adverso irritagio no local de

aplicagao®.
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f) Azdis
O cetoconazol e o fluconazol sao utilizados para acelerar a cicatrizagao das lesoes de
CL causada por Leishmania mexicana e Leishmania major, respetivamente. Os doentes que
fazem terapia azolica a longo prazo requerem exames de sangue de rotina para verificar se

existem anormalidades da fungio hepitica®,

g) Crioterapia

A aplicagao de azoto liquido diretamente nas lesdes de CL é utilizada no tratamento da
CL do Velho Mundo causada por Leishmania tropica, Leishmania aethiopica e Leishmania
infantum. E também utilizada em combinacio com o Sb, aplicados diretamente nas lesées, no

tratamento de CL causada por Leishmania major®.

h) Terapia por calor
O aquecimento das lesGes cutaneas até 50° C por 30 segundos pode ser utilizado para
acelerar a resolucao de lesdoes de CL do Velho e do Novo Mundo, sendo esta técnica
comparavel em eficacia a terapia intralesional ou sistémica com Sb. Este método também é
eficaz em doentes com CL infetados com o virus HIV que nao respondem ao tratamento

com Sb®.

A terapéutica atual da leishmaniose apresenta diversos problemas, como a falta de
farmacos seguros e eficazes e a elevada resisténcia parasitaria, sendo este ultimo
extremamente preocupante. O Sb permanece na base do tratamento, mas a crescente
resisténcia a este firmaco em algumas regides esta a torna-lo obsoleto. Surge assim a

necessidade urgente de novas terapias'.

5. Potenciais alvos terapéuticos em Leishmania sp.

A leishmaniose é a unica infegao tropical tratada por farmacos nao especificos para a
doenca. Além disso, o mecanismo de acio exato destes farmacos ainda nao ¢
completamente conhecido. Publicagdes recentes mostram que os estudos atuais se focam
apenas em ensaios e possiveis combina¢oes de fairmacos ja existentes, estando a ser dada
pouca importancia aos aspetos biolégicos da doenga. Consequentemente, esta a ser dada
pouca énfase a novas possibilidades de controlo da doenga, como novos alvos terapéuticos e

novas vacinas®.
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Ao longo das ultimas duas décadas, houve um progresso notavel em varias areas de
conhecimento de Leishmania sp. e da leishmaniose, mas infelizmente, a identificagao de novos
alvos terapéuticos e de novos farmacos estd longe de ser satisfatoria®.

A procura de novos alvos deve focar-se essencialmente nas vias metabdlicas e
bioquimicas essenciais para a sobrevivéncia do parasita. As enzimas alvo destas vias devem
ter uma diferenca significativa a nivel estrutural e funcional em relacio a estas mesmas
enzimas existentes nos mamiferos, para que exista uma inibicao seletiva apenas no parasita.
A utilizagao de mais do que uma enzima de uma mesma via metabdlica pode ser uma
estratégia Util e eficaz’.

Varias vias metabdlicas e respetivas enzimas, existentes em Leishmania sp., podem ser

utilizadas como possiveis alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novos farmacos®.

a) Enzimas da via de biossintese das poliaminas

As poliaminas putresceina, espermidina e espermina, além de diminuirem a peroxidagao
lipidica provocada pelos compostos oxidantes, tornando o ambiente favoravel a
sobrevivéncia do parasita, tém um papel importante no crescimento e diferenciagao do
parasita da fase de promastigota para a fase de amastigota.

A arginina é convertida em L-ornitina pela enzima arginase; a L-ornitina é convertida em
putresceina pela enzima ornitina descarboxilase, que posteriormente é transformada em
espermidina e espermina. Uma boa estratégia para o tratamento da leishmaniose € utilizar a
enzima arginase como alvo, pois sendo a enzima inicial do metabolismo das poliaminas, pode

revelar-se muito util®,

b) Enzimas glicossomais

Em Leishmania sp. sao encontrados organelos semelhantes ao peroxissomas, designados
de glicossomas. Estes organelos tém um papel importante a nivel de varias vias metabdlicas
como a glicdlise, oxidagdo dos acidos gordos, biossintese lipidica, entre outras. Como
resultado destas vias metabdlicas, sao formados em grande quantidade radicais superoxido.
Para proteger as enzimas glicossomais da toxicidade dos radicais superoxido, existe uma
enzima em Leishmania sp., designada de Fe-superdxido dismutase (FeSOD), responsavel pela
protecio dos glicossomas da atividade letal dos radicais superéxido. E importante ainda
referir que a FeSOD nao existe nos mamiferos, o que faz desta enzima uma otima

possibilidade de alvo terapéutico nestes parasitas®.
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c) Enzimas envolvidas no metabolismo do tiol

Leishmania sp. sobrevive e prolifera no interior dos macréfagos do hospedeiro mamifero,
escapando as espécies reativas de oxigénio e as espécies reativas de nitrogénio que sao
produzidas pelo hospedeiro como mecanismos imunes.

Estes parasitas possuem tripanotiona (T(SH),) em vez de glutationa (GSH), como
redutor principal e substituem o complexo redutor GSH/glutationa redutase (GR) pelo seu
sistema T(SH),/tripanotiona redutase (TR). Este complexo tem uma maior capacidade de
neutralizar o 6xido nitrico, protegendo os parasitas da ac¢ao letal deste composto. Este pode

ser um alvo para o desenvolvimento de farmacos seletivos®.

d) Enzimas envolvidas na biossintese do ergosterol

Nas espécies de Leishmania sp., os esterdis enddgenos maioritarios sao o ergosterol e o
estigmaesterol, que sao diferentes do colesterol encontrado nos mamiferos. Assim sendo,
estes esterdis podem ser usados como um possivel alvo terapéutico para tratamento da
leishmaniose.

A anfotericina tem como mecanismo de agao causar instabilidade ao nivel do ergosterol
da membrana do parasita, mas devido a grande resisténcia a este farmaco, é urgente o
desenvolvimento de novas moléculas que atuem inibindo as enzimas envolvidas na

biossintese dos esterois®.

e) DNA topoisomerases

As DNA topoisomerases sao enzimas necessarias para remover o stress torsional do
DNA. Estas enzimas tém um longo historial de utilizagio como alvos no tratamento do
cancro e infe¢oes bacterianas. Sao também essenciais para a sobrevivéncia de Leishmania sp.,

o que as torna um potencial alvo a ser estudado no tratamento da leishmaniose®.

6. DNA topoisomerases

6.1.Mecanismo de acao

A estrutura helicoidal de dupla cadeia da molécula de DNA apresenta alteragoes
topolégicas ao longo dos processos de replicagio, transcri¢io, recombinagio e reparagio'”.
As DNA topoisomerases tém um papel crucial nestas alteracdes'?, sendo fundamentais na
modulacio das estruturas dinimicas do DNA, executando assim fung¢des vitais na célula®.

Trata-se de uma familia de enzimas que tém como funcao libertar a tensao torsional do
DNA, catalisando a clivagem e posterior recombinacio destas cadeias'’.Estas enzimas fazem

o corte, a manipulagio e a reunido das cadeias de DNA para modular a sua topologia''. Este
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processo envolve o corte de uma cadeia (ou ambas as cadeias), permitindo que a
extremidade livre (ou extremidades) rode em torno do eixo da hélice e sele a quebra''. A
clivagem ocorre por reagao de transesterificagdo que envolve o ataque nucledfilo de um
grupo hidroxilo da tirosina do sitio ativo da enzima a uma ligagao fosfodiéster do DNA,
formando-se uma ligacao covalente fosfotirosil entre a enzima e o DNA que da origem ao
complexo intermediario enzima-DNA'2, Resumindo, o mecanismo de agdo destas enzimas
pode ser descrito em trés passos gerais:

|. Ligacao da enzima (DNA topoisomerase) ao substrato (DNA);

2. Clivagem do DNA acompanhada pela formagao de uma ligagao fosfodiéster
transitoria entre um residuo de tirosina da proteina e uma das terminagoes da cadeia
cortada, com subsequente passagem de outra cadeia através do corte, o que leva a alteragao
do numero de ligagoes;

3. Religagio das cadeias e libertagio da enzima''.

6.2. Classificacao das DNA topoisomerases

As DNA topoisomerases classificam-se, de um modo geral, em dois tipos, de acordo
com a forma como clivam o DNA: DNA topoisomerases tipo | e DNA topoisomerases tipo
Il.

As DNA topoisomerases tipo | fazem um corte transitorio numa das cadeias de DNA,
passam a cadeia intacta através do corte e ligam as extremidades cortadas, alterando o
nimero de ligagdes em mltiplos de um'".

As DNA topoisomerases tipo Il clivam transitoriamente ambas as cadeias de DNA,
passando outra dupla cadeia de DNA, que pode pertencer a mesma molécula ou a outra
molécula, através deste corte, alterando o nimero de ligagdes em multiplos de dois. Ao
contrario das DNA topoisomerases tipo |, as DNA topoisomerases tipo Il sao ATP-
dependentes'".

As DNA topoisomerases podem também ser classificadas em trés subfamilias
independentes: tipo A, tipo IB e tipo Il, cujos membros representativos estao descritos na
Tabela |. Dentro da subfamilia |A, podem incluir-se a topoisomerase | de Escherichia coli, a
topoisomerase |l de Saccaromyces cerevisae e a girase reversa. Esta subfamilia é também
designada de I-5’, porque a ligagao da enzima é feita a um fosfato 5’ no DNA. O prototipo
do tipo IB ou I-3’ pode ser encontrado em todos os eucariotas e também na DNA

topoisomerase | do virus vaccinia, sendo a ligagao da enzima ao DNA feita através de um
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fosfato 3’. Embora sejam muito semelhantes, estas duas subfamilias apresentam algumas
diferengas na preferéncia pelo substrato, na necessidade de cofator e na composigio''.

A subfamilia tipo Il inclui a DNA girase e a topoisomerase |V de Escherichia coli e a
arcaica topoisomerase tipo VI. Tal como as topoisomerases tipo |A, as topoisomerases tipo

Il ligam-se a um fosfato 5’ no DNA'".

Tabela | - Classificacdio das DNA topoisomerases tipos | e Il de diferentes espécies. (Adaptado de
Das et al.,, 2006.)

DNA topoisomerases | e Il bacterianas
DNA topoisomerase |l das leveduras

1A DNA topisomerase Illa e llI} de Drosophila
DNA topoisomerase llla e llIB de mamiferos

Topoisomerase | monomérica eucariota

DNA topoisomerase | mitocondrial de mamiferos

DNA  topoisomerase | dimérica da  Ordem
IB Kinetoplastida

Topoisomerase | do Pox virus

Girase bacteriana

DNA topoisomerase |V

DNA topoisomerase do fago T4

| DNA topoisomerase |l de leveduras

DNA topoisomerase |l de Drosophila

DNA topoisomerases lla e I de mamiferos
DNA topisomerase VI de Sulfolobus shibate

6.3. DNA topoisomerases em Leishmania sp.
As DNA topoisomerases de Leishmania sp. representam uma familia de enzimas que
modulam a topologia da molécula de DNA, nao apenas do DNA nuclear mas também do

kDNA'*,

6.3.1. DNA topoisomerases tipo |

A sequéncia de DNA do gene que codifica a topoisomerase tipo | da Ordem
Kinetoplastida foi descrita pela primeira vez em 1999'". A diferente sensibilidade desta enzima
para alguns farmacos em comparagio com as suas homodlogas nos mamiferos levou ao
estudo da sequéncia genética que codifica a enzima, levando a descoberta de uma

topoisomerase tipo IB Gnica existente nestes parasitas’.
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A topoisomerase tipo IB de todos os eucariotas € uma enzima monomérica e consiste
em 4 dominios (Fig.5): o dominio amino-terminal, importante para a localizagao nuclear da
enzima; o dominio nuclear, essencial para a atividade enzimatica; o dominio linker, que liga o
nucleo ao dominio catalitico; o dominio carboxi-terminal, que alberga a tirosina catalitica’.

Desde as bactérias até aos humanos, as topoisomerases tipo | sao codificadas por um
Unico gene que contém o dominio de ligagdo ao DNA e o dominio catalitico, sendo enzimas
monoméricas. Ao contrario das restantes topoisomerases tipo IB, as topoisomerases tipo IB
da Ordem Kinetoplastida possuem uma estrutura heterodimérica (Fig.6). Esta estrutura
consiste em uma subunidade grande de 635 aminoacidos, codificada pelo gene LdTOPIL
localizado no cromossoma 34 e uma subunidade pequena de 262 aminoacidos, codificada
por sua vez por um gene que se designa por LdTOPIS localizado no cromossoma 4. Estes
genes foram identificados através da sequenciagio genética de Leishmania donovani''. A
ligacao entre a subunidade grande, que contém o dominio de ligagao ao DNA e a subunidade
pequena, que contém o sitio ativo da enzima, ocorre através de uma interagao proteina-

proteina'.

ﬁ Core Domain .- DNA topoisomerase |

humana

Figura 5 — Representacdo esquematica do dominio de organizacio da DNA topoisomerase |
monomérica humana. (Adaptado de Das et al., 2006.)

N—? R h Subunidade grande da DNA topoisomerase | de
B ’ | 635

Leishmania donovani.

Subunidade pequena da DNA topoisomerase | de

H 262 [eishmania donovani.

Figura 6 — Representacdao esquematica do dominio de organizaciao da topoisomerase |
heterodimérica de Leishmania donovani. (Adaptado de Das et al., 2006.)

6.3.2. DNA topoisomerases tipo ll:

As DNA topoisomerases tipo Il foram purificadas de varios parasitas da Ordem
Kinetoplastida, incluindo Leishmania sp.. Estas enzimas sao de menor tamanho quando
comparadas com as topoisomerases tipo Il dos restantes eucariotas, tal como os genes que

as codificam.
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O interesse na topoisomerase tipo Il destes parasitas advém do facto de serem enzimas
chave na replicagio do DNA do cinetoplasto. Estas enzimas sdo constituidas por uma
ATPase N-terminal, um dominio de ligagio ao DNA e um dominio C-terminal, que contém
uma sequéncia de 60 aminoacidos que nao estd presente na topoisomerase tipo Il dos
restantes eucariotas’.

Como ja foi referido anteriormente, estes parasitas possuem uma Unica mitocondria,
designada de cinetoplasto, ao contrario dos restantes eucariotas, que possuem centenas ou
mesmo milhares de mitocondrias. Por isso, esta Unica mitocondria € vital para o parasita.
Uma percentagem pequena mas essencial das proteinas do parasita é codificada e produzida
no cinetoplasto’. Durante a replicacio do kDNA, o conteido de DNA do cinetoplasto da
célula progenitora duplica, sendo este conteudo dividido pelas duas células filhas. Ha uma
duplicagao do numero de minicirculos e maxicirculos que sao distribuidos por duas células
genética e topologicamente idénticas. A replicagio do kDNA ocorre quase em sincronia
com a sintese nuclear, ao contrario do DNA mitocondrial de outras espécies, cuja replicagao
ocorre ao longo do ciclo celular. As DNA topoisomerases tipo Il, sendo as topoisomerases
maioritarias neste organelo, desempenham um papel fundamental nesta replicacio e

consequentemente, na sobrevivéncia do parasita’.

7. DNA topoisomerases de Leishmania sp. como potencial alvo terapéutico

Como ja foi referido, as DNA topoisomerases desempenham papéis fundamentais nos
processos celulares, afetando a topologia e a organizagio do DNA, sendo portanto
importante definir as suas fungoes fisiologicas e compreender a base molecular da sua agao.
Além da sua fungao na atividade celular normal, estas enzimas sio um alvo terapéutico
comprovado para muitos farmacos anti-tumorais e antimicrobianos. Neste contexto, torna-
se crucial estudar as topoisomerases de Leishmania sp. e desenvolver novos farmacos que
tenham como alvo estas enzimas''.

Em condigoes normais, os complexos DNA topoisomerase-DNA sao intermediarios
cataliticos fugazes e estao presentes em concentragoes baixas e estaveis. No entanto,
condigoes que levem ao aumento ou a diminuigao da concentragao fisiologica destes
complexos podem desencadear um conjunto de efeitos deletérios (mutagoes, insergoes,
delegoes e aberragoes cromossomicas). Assim sendo, pode dizer-se que as DNA
topoisomerases sao dualistas na natureza: por um lado catalisam reagoes celulares essenciais,

mas por outro possuem um lado negro inerente capaz de provocar grandes danos no
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genoma de um organismo vivo. Posto isto, as DNA topoisomerases sao cada vez mais
reconhecidas como potenciais alvos quimioterapéuticos para agentes antiparasitarios''.

A DNA topoisomerase tipo IB purificada de Leishmania donovani é distinta das suas
homologas presentes nos restantes eucariotas no que diz respeito as suas propriedades
bioldgicas, a sua estrutura mas principalmente na sua sensibilidade preferencial para muitos
agentes terapéuticos. Este facto faz desta enzima um elemento importante no
desenvolvimento de novos compostos para o tratamento da leishmaniose’. Uma outra
caracteristica da DNA topoisomerase tipo IB destes parasitas € a necessidade de uma
interacao entre as duas subunidades para a formagao da enzima, caracteristica essa, que nao
sendo comum a enzima dos mamiferos pode ser explorada como alvo para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos seletivos''.

A DNA topoisomerase tipo Il de Leishmania sp. localiza-se no nucleo, mas também no
cinetoplasto. Embora as topoisomerases tipo Il sejam altamente conservadas entre
diferentes espécies eucariotas, a diferente sensibilidade da enzima do parasita aos farmacos
deve ser explorada no desenvolvimento de novas moléculas’. Uma carateristica ja
referenciada anteriormente e que deve ser tida em conta para o estudo desta como
potencial alvo é a sequéncia de 60 aminoacidos do C-terminal da enzima, que nao existe nas
suas homologas. Além disso, a enzima do parasita demonstrou maior afinidade para o DNA,
sendo este facto consistente com a maior suscetibilidade da enzima do parasita para os
agentes anti-topoisomerase Il. Isto deve-se ao facto de uma enzima com mais afinidade para
o DNA catalisar mais clivagem, existindo assim maior probabilidade de um farmaco
estabilizar o complexo enzima-DNA'".

Diversos estudos demonstraram que as DNA topoisomerases de Leishmania sp. sao
suficientemente distintas das suas homologas existentes nos mamiferos de modo a permitir
que os farmacos utilizados para inibir estas enzimas atuem no parasita sem prejudicar o

hospedeiro, tornando-as étimos alvos moleculares’.

8. Inibidores das DNA topoisomerases
A terapia medicamentosa de infegoes por Leishmania sp. tem vindo a tornar-se uma
necessidade e a utilizagao de inibidores das DNA topoisomerases na terapéutica da

leishmaniose demonstra ter um grande interesse.
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8.1. Classificacdao dos inibidores das DNA topoisomerases

Os inibidores das DNA topoisomerases podem ser classificados em duas classes:
inibidores de classe | e inibidores de classe 11> O mecanismo de acio de cada uma das classes
esta representado na Fig. 7.

Os inibidores de classe | estabilizam a ligagcao covalente que se forma entre a enzima e o
DNA e sio genericamente conhecidos como ‘“venenos das topoisomerases”".

A estabilizacio dos complexos de clivagem pelos inibidores de classe | leva
posteriormente a morte celular, através de um processo complexo que inclui o inicio dos
danos, seguido de alteragdes no ciclo celular e por fim o acoplamento da maquinaria
enzimdtica da célula, resultando em apoptose. A morte celular programada apds o
tratamento com estes agentes deve-se a ativa¢ao de quinases induzidas pelo stress e ativagao
de caspases, que resulta em clivagens mediadas por estas enzimas®.

Os inibidores de classe Il apenas tém capacidade de anular a propriedade catalitica da
enzima, interferindo com a formagio da ligagio covalente DNA topoisomerase-DNA', Estes
agentes de classe Il interferem com as fungoes cataliticas da enzima, sem estabilizagcao dos
complexos de clivagem e sido geralmente conhecidos como “inibidores cataliticos”>. Todos
os agentes de classe |l atuam por um de dois mecanismos:

I. Ligam-se a enzima impedindo-a de se ligar ao DNA;

2. Ligam-se ao DNA, tornando-o inacessivel para a enzima’.

]

Inibidor de classe |
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Figura 7 — Classificacdo dos inibidores das DNA topoisomerases. (Adaptado de Das et al., 2006.)
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8.2. Exemplos de inibidores das DNA topoisomerases
e Camptotecina

A camptotecina é um alcaloide extraido da planta Campthoteca acuminata e é o mais bem
caraterizado inibidor da DNA topoisomerase tipo IB. Trata-se de um inibidor de classe | nao
competitivo que se liga ao complexo covalente enzima-DNA e impede a religacao das
cadeias de DNA’. Este agente demonstrou induzir morte celular programada tanto em
amastigotas como em promastigotas de Leishmania donovani. As células do parasita
demonstraram ser mais sensiveis ao farmaco em relagao as células dos mamiferos. A
disfungao celular induzida pela camptotecina envolve muitos aspetos citoplasmaticos e
nucleares. Durante a fase inicial de ativagdo, ha um aumento das espécies reativas de
oxigénio (ROS) no interior das células, que provoca a elevagao no nivel de peroxidagao
lipidica e a diminuicdo dos equivalentes redutores. A formacao endogena de ROS e a
peroxidacao lipidica causam a perda do potencial de membrana mitocondrial. Estes eventos

sio seguidos da ativagio de proteases que levam & morte celular programada do parasita’.

e Diospirina
A diospirina, uma quinolona isolada da planta Diospyros montana, demonstrou ser um
inibidor de classe Il, que inibe a atividade catalitica da topoisomerase tipo | de Leishmania

donovani, prevenindo a formagio do complexo enzima-DNA®.

e 9-anilinoacridina

A 9-anilinoacridina € um dos compostos com atividade leishmanicida (inibidor de classe
[) mais recentes e, tal como outros derivados da acridina, atua por envenenamento da
topoisomerase tipo Il. Estes compostos demonstraram estabilizar os complexos clivaveis
enzima-DNA tanto no nucleo como no cinetoplasto; no entanto, exibiram também
citotoxicidade contra a topoisomerase tipo || dos mamiferos, nao sendo estes compostos

agentes seletivos’.

e Flavonoides
Alguns flavonoides, como a quercetina e a luteolina demonstraram inibir o
crescimento de promastigotas e amastigotas de Leishmania donovani, induzindo a paragem do

ciclo celular e provocando apoptose (inibidor de classe 1)
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e Acido betulinico

O 4acido betulinico, um triterpeno pentaciclico com um amplo espectro de propriedades
farmacologicas demonstrou ser um potente inibidor das DNA topoisomerases | e Il. Mais
recentemente, foi também demonstrado que o acido di-hidrobetulinico (DHBA), um
derivado do acido betulinico, € um excelente inibidor da DNA topoisomerase tipo | de
Leishamania sp., com potencial para se tornar um composto terapéutico de |* linha. O
DHBA é um inibidor de classe | que induz apoptose, sendo seletivo para as topoisomerases

do parasita’.

e Nirantina
Um outro composto que estd atualmente a ser estudado como inibidor das DNA
topoisomerases de Leishmania sp. € a nirantina. A nirantina € um lignano isolado das partes
aéreas da planta Phyllanthus amarus que exibe um largo espetro de atividades farmacologicas
e demonstrou ser um potente agente anti-Leishmania. Este composto € um inibidor de classe
I, que induz a formagao do complexo DNA topoisomerase |-DNA nas células de Leishmania

sp. e estabiliza este complexo, o que inibe a religagio da cadeia de DNA clivada®.

9. Conclusao

A leishmaniose é um problema de saldde publica mundial, com uma prevaléncia
enorme, que necessita de ser controlado. Apesar de o conhecimento acerca de Leishmania
sp. ter evoluido significativamente nos ultimos anos, o desenvolvimento de novas moléculas
para tratamento da leishmaniose tem sido escasso. Os farmacos atualmente utilizados estao
a tornar-se obsoletos, devido em grande parte a resisténcia desenvolvida pelo parasita,
sendo necessario explorar novos alvos e novas estratégias terapéuticas. O primeiro passo
para a descoberta de novos firmacos é descobrir o possivel alvo numa via biologica
especifica, sendo que este alvo deve ser inexistente no hospedeiro ou, caso exista, ser
consideravelmente diferente.

E neste contexto que surgem as DNA topoisomerases, enzimas essenciais para a
sobrevivéncia do parasita. As DNA topoisomerases de Leishmania sp. e as DNA
topoisomerases dos mamiferos tém varias carateristicas em comum, mas possuem também

diferengas significativas, que fazem delas uma excelente oportunidade para o

desenvolvimento de novos farmacos que sejam seguros, eficazes e de facil administragao.
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