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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar é uma doencga infecciosa, que apresenta diferentes manifestagoes
clinicas, sendo esta causada por protozoarios do género Leishmania. Atualmente, o
antimoniato de meglumina é o tratamento de primeira escolha no Brasil e o isetionato de
pentamidina, anfotericina B e anfotericina B lipossomal sdo os medicamentos de segunda
escolha. Devido & eficacia limitada e alta toxicidade desses farmacos ha a necessidade de
estudos para o desenvolvimento de medicamentos que possuam maior eficacia e menor
toxicidade. Neste sentido, a quimica inorganica medicinal vem despertando o interesse da
comunidade cientifica, dado os seus estudos com ions metalicos que tem apresentado
atividades terapéuticas promissoras. O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro e in
vivo a atividade antileishmania de complexos e nanoparticulas metélicas. Deste modo, foram
realizadas avaliagbes in vitro da atividade antileishmania em formas promastigotas e
amastigotas, bem como a avalia¢do da citotoxicidade em macrdfagos peritoneais murinos e
monaocitos humanos. As substancias que se apresentaram promissoras nos ensaios in vitro
foram selecionadas para 0s ensaios in vivo, tendo sido avaliada a atividade antileishmania do
complexo de cobre(l) e das nanoparticulas de tantalo (NPsTa) em hamsters e camundongos
infectados com Leishmania spp., respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram que
nos ensaios de citotoxicidade in vitro o complexo cobre(l) e os complexos de paladio(ll)
apresentaram citotoxicidade moderada com viabilidade celular média de 80% e 60%,
respectivamente; enquanto que as nanoparticulas de tantalo (NPsTa) e nanoparticulas de
bismuto (NPsBi) ndo apresentaram citotoxicidade, com viabilidade celular de 94% e 90%,
respectivamente. O complexo de cobre(l) apresentou melhor eficacia em promastigotas (Clsg
0,071 mM) e amastigotas [reducdo de 75% da taxa de infeccdo (TI)] de L. (V.) braziliensis.
Os complexos de paladio(ll) foram eficazes em inibir promastigotas (Clso < 0,00037 mM) e
em formas amastigotas apresentaram redugdo de 20% da TI de L. (L.) amazonensis e L. (V.)
guyanensis. As NPsTa induziram a inibicdo parasitaria das formas promastigota (Clso 3 M) e
amastigotas (reducdo 50% da TI) de L. (V.) braziliensis. As NPsBi apresentaram melhor
eficacia na inibicdo de promastigotas (Clsp 0,05 uM) e amastigotas (reducdo de 70% da taxa
de infeccdo) de L. (L.) amazonensis. Os ensaios in vivo foram realizados com o complexo de
cobre(l) e NPsTa e os dados gerais dos ensaios biologicos in vivo demonstraram que 0
tratamento topico com pomada contendo o complexo de cobre(l) mostraram baixa eficacia na
reducdo no volume do focinho de hamsters (reducdo < 18%) e o tratamento intralesional com
as NPsTa induziram um aumento significativo (aumento de 28%) no volume da pata dos
camundongos, com uma acdo inflamatéria exacerbada no local da aplicacdo das NPsTa.
Diante dos resultados obtidos, ficou evidente que as substancias inorgénicas testadas
apresentaram atividade promissora in vitro, especialmente em formas promastigotas e com
citotoxicidade moderada ou minima para macréfagos peritoneais murinos e mondcitos
humanos. Nos ensaios in vivo o complexo de cobre(l) e as NPsTa ndo induziram cura clinica e
parasitologica nas concentragdes, tempo e formulacgdes testadas.

Palavras — chave: leishmaniose, complexos de coordenagdo, nanotecnologia, metais.



ABSTRACT

Tegumentary Leishmaniasis is an infectious disease that presents different clinical
manifestations, caused by protozoa of the Leishmania genus. Currently, meglumine
antimoniate is the first-choice treatment in Brazil and pentamidine isethionate, amphotericin
B and liposomal amphotericin B make part of the second-choice drugs. Due to the limited
efficacy and high toxicity of these drugs, there is a need for studies to develop drugs that have
greater efficacy and less toxicity. In this sense, medicinal inorganic chemistry has been
arousing the interest of the scientific community, given its studies with metallic ions that have
shown promising therapeutic activities. The present study aimed to evaluate antileishmanial in
vitro and in vivo activity of metal complexes and nanoparticles. Thus, in vitro evaluations of
antileishmanial activity in promastigote and amastigote forms were carried out, as well as the
evaluation of cytotoxicity in murine peritoneal macrophages and human monocytes. The
substances that showed promise in the in vitro assays were selected for the in vivo assays, in
which the antileishmanial activity of the copper (I) complex and tantalum nanoparticles
(TaNPs) was evaluated in hamsters and mice infected with Leishmania spp., respectively. The
obtained results demonstrated that in the in vitro cytotoxicity assays the copper (I) complex
and the palladium (1) complexes presented moderate cytotoxicity with mean cell viability of
80% and 60%, respectively; while tantalum nanoparticles (TaNPs) and bismuth nanoparticles
(BiNPs) did not show cytotoxicity, with cell viability of 94% and 90%, respectively. The
copper (1) complex showed better efficacy in promastigotes (ICso 0.071 mM) and amastigotes
[reduction of 75% of the infection rate (IR)] of L. (V.) braziliensis. Palladium (1I) complexes
were effective in inhibiting promastigotes (ICsp < 0.00037 mM) and in amastigote forms
showed a 20% reduction in the IR of L. (L.) amazonensis and L. (V.) guyanensis. TaNPs
induced parasitic inhibition of promastigote (ICso 3 uM) and amastigotes (50% reduction in
IR) of L. (V.) braziliensis. BiNPs showed better efficacy in inhibiting promastigotes (ICsg
0.05 uM) and amastigotes (70% reduction in the infection rate) of L. (L.) amazonensis. In vivo
assays were performed with copper (I) complex and TaNPs and general data from in vivo
biological assays demonstrated that topical treatment with ointment containing copper (1)
complex showed low efficacy in reducing the volume of the snout of hamsters (reduction <
18%) and intralesional treatment with TaNPs induced a significant increase (increase of 28%)
in mouse paw volume, with an exacerbated inflammatory action at the site of application of
TaNPs. According to the obtained results, it was evident that the inorganic substances tested
showed promising activity in vitro, especially in promastigote forms and with moderate or
minimal cytotoxicity to murine peritoneal macrophages and human monocytes. In in vivo
assays, copper (I) complex and TaNPs did not induce clinical and parasitological cure at the
tested time, concentrations, and formulations.

Keywords: leishmaniasis, coordination complexes, nanotechnology, metals.
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1 INTRODUCAO

Diversas doencas assolam a humanidade desde a antiguidade até os dias atuais e a
concentracdo destas nos tropicos fez com que fossem denominadas “doengas tropicais
negligenciadas” (Neglected Tropical Diseases - NTDs). Esta denominagdo esta em uso desde
o0 século XIX e refere-se a doengas que afetam principalmente, mas ndo exclusivamente,
paises em desenvolvimento que possuem populacdes pobres em que as condi¢des de moradia,
estrutura sanitaria e alimentacao sdo precarias, além da dificuldade no acesso aos sistemas de
salde (ANDRADE, 2015).

Essa denominacdo também é utilizada para fazer referéncia a doencas que néo
recebem atencdo por parte do governo, ndo despertam interesse econdmico das industrias
farmacéuticas e ndo recebem investimentos solidos e continuos em pesquisa e
desenvolvimento que possam levar a prevencao ou a cura. Em vista dessa situagdo, hd uma
falha institucional que acaba por comprometer o desenvolvimento de farmacos para essas
doencas (BOECHAT; MAGALHAES, 2012; FERES et al., 2016).

Segundo a World Health Organization - WHO (2017) ha 20 doencas consideradas
negligenciadas, sendo elas: esquistossomose, oncocercose, filariose linfatica, tracoma, bouba,
verminoses, dracunculose, tripanossomiase africana, hanseniase, cisticercose, equinococose,
doenca de chagas, Ulcera de buruli, dengue, chikungunya, raiva, micetoma, sarna, picada de
cobra e leishmaniose; ao menos seis dessas doencas ocorrem no Brasil, dentre elas a
leishmaniose (BODIMEADE; MARKS; MABEY, 2019).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma doenca que apresenta diferentes
manifestacdes clinicas, sendo classificada em leishmaniose cutdnea e leishmaniose
mucocutanea. Segundo a WHO (2021), a LT esta presente em 92 paises, dentre estes, o Brasil
apresenta-se endémico com notificacdo em todos os estados, tendo registrado 16.135 casos
em 2019 e na regido norte do pais o registro foi de 7.123 casos (SINAN/SVS/MS, 2021).

A doenca € causada por diferentes espécies do género Leishmania que s&o
protozoarios intracelulares obrigatorios das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM).
As principais formas deste parasita séo as formas promastigotas, encontradas no inseto vetor e
as formas amastigotas, encontradas em fagdcitos mononucleares dos hospedeiros (BLANCO;
NASCIMENTO-JUNIOR, 2017).

Os vetores sdo fémeas de flebotomineos, insetos hemat6fagos pertencentes aos

géneros Lutzomyia e Phlebotomus; estes sdo conhecidos popularmente como mosquitos-
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palha, cangalhinha ou birigui (GALATI et al., 2017). H& registros de animais silvestres,
domésticos e sinantropicos, que desempenham a funcdo de reservatdrios em diferentes
localidades; sendo considerada acidental a transmissdo para animais domeésticos e humanos
(PATZ et al., 2000; ROHOUSOVA et al., 2015; ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017).

Devido a diversidade de espécies de Leishmania, hospedeiros e vetores, 0 Ministério
da Saude (MS) fez modificacBes no esquema terapéutico a ser adotado para o tratamento da
leishmaniose, determinando a utilizacdo de antimoniato de meglumina, anfotericina B,
anfotericina B lipossomal, isetionato de pentamidina e a pentoxifilina. A escolha do farmaco e
administracdo do mesmo ird depender das manifestacBes clinicas do paciente, da espécie
envolvida, da resposta ao tratamento e disponibilidade de medicamentos (BRASIL, 2017).

Neste sentido, é perceptivel que ainda ha limitagdes no esquema terapéutico, devido a
baixa eficacia dos medicamentos, alta toxicidade, tratamento longo e doloroso, alto custo
financeiro e resisténcia parasitaria. Sendo assim, justifica-se a busca por novos principios
ativos que possam atuar de forma eficaz no tratamento da doenca (BASTOS et al., 2016).

A quimica inorganica medicinal é o campo de conhecimento que estuda as fungoes,
metabolismo e aplicacBes de ions inorganicos em sistemas bioldgicos, visando a aplicacdo no
diagndstico e na terapéutica de doencas. Os metais sdo utilizados para “pocbes” desde as
civilizacGes antigas e diversos metais ja foram utilizados no campo farmacéutico devido ao
alto potencial de atividade terapéutica, entretanto, € necessario que haja precaugdo e que seu
uso seja realizado de forma cautelosa, visto que 0os mesmos podem causar toxicidade ao
organismo (MAGNER, 2005; THOMPSON; ORVIG, 2006; BRADFORD; COWAN, 2014;
MJOS; ORVIG, 2014).

Nesse contexto, a aplicacdo dos conhecimentos da quimica de coordenacdo e
desenvolvimento de tecnologias como as nanoparticulas, podem oferecer perspectivas quanto
a melhora na eficicia da distribuicdo do farmaco e diminuicdo da toxicidade no organismo
(BARRY; SANDLER, 2013; BRADFORD; COWAN, 2014). Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar em sistemas in vitro e in vivo a atividade antileishmania de complexos e

nanoparticulas metéalicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico da Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade e existem
relatos de estudos arqueoldgicos que demonstram que durante a era pre-colombiana os incas
reproduziram figuras humanas mutiladas por diferentes moléstias em vasos de ceramica,
certificando a ocorréncia da uta e espdndia - denominacGes locais para leishmaniose
tegumentar, que inicialmente foi confundida com sifilis (VALE; FURTADO, 2005).
Posteriormente estudos da paleomedicina apresentaram descobertas a respeito de mdmias com
lesbes na pele e mucosa com caracteristicas de leishmaniose tegumentar (SANTOS;
COIMBRA, 1994; NEVES, 2009).

No Brasil, no entanto, ndo foi possivel fazer a constatacdo da presenca de
leishmaniose através do estudo de cerdmicas antropomdrficas produzidas por indigenas, por
apresentarem um carater rudimentar. Sendo assim, a Unica indicacdo fidedigna e mais antiga
da leishmaniose no Brasil é apresentada em 1908, na tese de Tello, “Antiguedad de la syphilis
em el Peru”, referente a obra escrita, Pastoral Religioso-Politico Greographico, editada em
1827, que descreve a viagem de um missionario pela regido amaz6nica. Na obra sdo descritas
observacdes feitas a respeito de individuos que apresentavam Ulceras nos bragos, pernas e
lesGes destrutivas na boca e nariz, sendo observado que 0 mesmo acontecia ap0os a picada de
insetos (VALE; FURTADO, 2005).

Inicialmente acreditava-se que a doenca era proveniente do Peru e da Bolivia, apesar
de apresentar-se endémica na Amazonia. A doenca teria se disseminado nos estados do norte
e no restante do pais por individuos que para la se dirigiram em busca de trabalho nos
seringais e que retornaram infectados a suas origens. Em 1855, Cerqueira observou fortes
evidéncias da leishmaniose no Brasil, devido a existéncia da moléstia da pele, identificando-a
clinicamente como botdo de Biskra. No final do século XIX, Breda diagnosticou imigrantes
italianos ao retornarem de uma viagem feita a S&0 Paulo com uma doenga chamada ‘buba
brasiliana’ (VALE; FURTADO, 2005).

Em 1909, Lindenberg, descreveu os primeiros casos no Brasil, encontrando formas de
Leishmania idénticas as encontradas no Velho Mundo, em lesdes cutaneas de individuos que
trabalhavam nas matas do interior do estado de S&o Paulo e sugeriu a denominacgéo
“leishmaniose ulcerosa” (ALTAMIRANO-ENCISO, 2003). Entretanto, devido as
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manifestagdes ulcerosas, vegetativas e infiltrantes, Rabello propos a expressdo ‘leishmaniose
tegumentar’ (VALE; FURTADO, 2005).

Em 1911, Gaspar de Oliveira Vianna denominou e descreveu o agente etioldgico L.
braziliensis e em 1912 descobriu a cura das leishmanioses pelo tartaro emético (NEVES,
2009). Até a década de setenta, todos os casos de LT eram atribuidos a L. braziliensis e a
classificacdo dos parasitas baseava-se no comportamento clinico-evolutivo, visto que a
morfologia dos parasitas a microscopia Optica ndo permitia sua distincdo (VALE;
FURTADO, 2005). As classificagdes mais utilizadas na atualidade seguem o modelo
taxondémico proposto por Lainson & Shaw (1987), que dividem as leishmanias nos
subgéneros Viannia e Leishmania.

Os primeiros conhecimentos sobre os transmissores foram em 1921, que Sergent
conseguiu transmitir o botdo do oriente inoculando triturados de Phlebotumus papatasii em
soldados. Cerqueira (1920) e Aragdo (1922) conseguiram infectar um céo a partir de fémeas
de Lutzomyia intermedia que haviam realizado repasto sanguineo de um paciente com
leishmaniose tegumentar. Atualmente, € conhecido um grande numero de espécies de
Lutzomyia responsavel pela transmissdo das leishmanioses nas Américas (NEVES, 2009).

Com o aprimoramento das técnicas de andlise e a intensificacdo dos estudos
ecoldgicos e epidemioldgicos, outras espécies foram descritas e as caracteristicas clinicas e
geogréficas da doenca foram sendo complementadas pelo estudo do comportamento das
diferentes espécies de Leishmania, dos hospedeiros e vetores, fortalecendo a base para a
classificacgho e compreensdo desta enfermidade (ALTAMIRANO-ENCISO, 2003;
MONTEIRO, 2013).

2.2 O género Leishmania

Os parasitas que causam as leishmanioses sdo protozoarios que apresentam a

classificacdo taxondmica descrita na tabela 1.
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Tabela 1 — Classificagdo Taxondmica do género Leishmania.

Reino
Sub-reino
Filo
Sub-filo
Classe
Ordem
Sub-ordem
Familia
Género

Subgéneros

Espécie

Protista
Protozoa
Sarcomastigophora
Mastigophora
Zoomastigophorea
Kinetoplastida
Trypanosomatida
Trypanosomatidae
Leishmania
Viannia

Leishmania

Haeckel, 1866
Goldfuss, 1817
Honigberg & Balamuth, 1963
Desing,1866
Calkins, 1909
Honigberg, 1963, Vickerman,1976
Kent, 1880
Doflein,1901, Grobben, 1905
Ross,1903
Lainson & Shaw, 1987
Ross, 1903, Saf'janova, 1982

Leishmania spp.

Fonte: Levine, 1980; Neves, 2009.

Sabe-se que existem aproximadamente 53 espécies de Leishmania; ao menos 31 sdo

parasitas de diferentes espécies de mamiferos e cerca de 20 espécies sdo patogénicas para
humanos (GRAMICCIA; GRADONI, 2005; ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). Sao

protozoarios flagelados que possuem um ciclo de vida heteroxénico, que envolve inseto vetor

e hospedeiro mamifero. Estes parasitas apresentam uma diversidade de morfologia celular que

sofrem adaptacfes ao longo do ciclo de vida para que o parasita tenha sucesso no
desenvolvimento nos hospedeiros (SUNTER; GULL, 2017).

O parasita exibe duas formas morfologicas principais em seu ciclo de vida; a forma

amastigota (Figuras 1A) e a forma promastigota (Figura 1B).
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Figura 1 — Formas amastigotas (A) interiorizadas em macréfago e formas promastigotas (B)

de Leishmania spp.

2.4
@
A ~

Fonte: Proprio autor (2021).

As principais diferencas séo:

= Amastigotas: sdo encontradas nos hospedeiros vertebrados parasitando células do
sistema mononuclear fagocitario (intracelular), possuem formato arredondado ou
ovalado (3 um de largura e 6 um de comprimento) e apresentam flagelo imdvel que
possui especialmente funcdes sensoriais (GLUENZ et al., 2010; TEIXEIRA et al.,
2013; SUNTER; GULL, 2017);

» Promastigotas: séo encontradas no intestino dos vetores invertebrados ou em meio de
cultivo em laboratdrios (extracelular), apresentam formato ovoide alongado (6 e 8 um)
e possuem flagelo livre que tem como principal funcdo fornecer forca propulsora,
possivelmente para facilitar o percurso através do trato digestivo do inseto vetor
(CUVILLIER et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2013; SUNTER; GULL, 2017).

Apesar das diferencas morfoldgicas entre as formas amastigota e promastigota, vale
ressaltar que a arquitetura celular basica é conservada nas duas formas durante o seu ciclo de
vida (TEIXEIRA et al., 2013; SUNTER; GULL, 2017).

2.3 Os vetores

Os flebotomineos (Figura 2) sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Estes tém sido amplamente
estudados visto que desempenham importante papel como transmissores de diversos agentes
patogénicos aos humanos, incluindo diferentes espécies de Leishmania (AKHOUNDI et al.,
2016; GALATI et al., 2017).
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Figura 2 — Inseto vetor (Diptera: Psychodidae).

Fonte: Bari e Rahmana (2008).

Atualmente foi descrito aproximadamente mil espécies de flebotomineos em todo o
mundo, embora essas classificacbes permanecam sem uma padronizacdo das terminologias e
caracteres, existem pelo menos 464 espécies no Novo Mundo e 375 no Velho Mundo
(AKHOUNDI et al., 2016; GALATI et al., 2017). Dessas espécies ja descritas sdo conhecidas
50 espécies dos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) que sdo
responsaveis pela transmissdo de Leishmania sp. aos hospedeiros, incluindo o homem (BARI;
RAHMANA, 2008).

Esses insetos sdo pequenos (1 a 3 mm de comprimento) e tem como caracteristicas o
corpo e asas cobertas de cerdas, coloragdo castanho claro ou cor de palha, 0 voo consiste em
pequenos saltos, quando pousados permanecem com as asas entreabertas e a atividade é
noturna ou crepuscular. Popularmente sdo conhecidos como mosquito palha, tatuquiras,
birigui, cangalha, cangalhinha, entre outros (BRASIL, 2013).

Fatores ambientais como clima, precipitacdo, umidade e temperatura, afetam
diretamente a distribuicdo, metabolismo e interacOes desses vetores com as diferentes
espécies de Leishmania, sendo essencial que encontrem condi¢fes climaticas favoraveis para
a sua expansdo geografica (HLAVACOVA; VOTYPRA; VOLF, 2013; RANGEL et al.,
2018).

Esses insetos possuem predilecdo por ambientes ricos em matéria organica em
decomposi¢do, com bom teor de umidade, pouca ou nenhuma luz, tendo como pontos de
refugio folhas caidas no solo da floresta, troncos de arvores com raizes tabulares, fendas em
rochas, tocas de animais selvagens, cavernas, entre outros. Porém, devido as modificacdes
ambientais realizadas por atividades humanas, algumas espécies de flebotomineos estdo se
adaptando a ambientes urbanos e periferias das grandes cidades, tendo como abrigos
artificiais os galinheiros, chiqueiros, currais e outros (DE AGUIAR; VIERA, 2018).
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Sabe-se, além disso, que a umidade relativa do ar é um fator determinante para a
manutengdo desses insetos, dessa forma, durante as primeiras chuvas ocorre 0 aumento da
umidade do ar, favorecendo o surgimento das formas adultas de flebotomineos (DE
AGUIAR; VIERA, 2018).

Em geral, ambos 0s sexos necessitam de carboidratos como fonte energética e se
alimentam de acucar de plantas; entretanto, as fémeas alimentam-se também de sangue para o
desenvolvimento dos ovos. Sendo assim, o flebotomineo fémea pode ser infectado quando
realiza o repasto sanguineo em um mamifero previamente infectado. Habitualmente cada
espécie de flebotomineo possui uma especificidade para uma determinada espécie de
Leishmania, entretanto tem sido observadas modificacOes e adaptacOes do vetor e do agente
etioldgico nesse sentido (BARI; RAHMANA, 2008; AKHOUNDI et al., 2016).

Vale ressaltar que a competéncia vetorial € um fator determinante para a transmissao
da Leishmania, visto que hd multiplos hospedeiros nas &reas endémicas de leishmaniose
(QUINNEL; DYE; SHAW, 1992; ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017).

2.4 Os hospedeiros

Os hospedeiros vertebrados sdo de fundamental importancia para manter o ciclo de
vida das espécies de Leishmania (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). Entretanto as
espécies de hospedeiros apresentam variacdes regionais e temporais, sendo necessario um
estudo de area para determinar quais animais estdo desempenhando a funcdo de reservatorio
em um determinado ambiente (RAYMOND et al., 2003; ROQUE; JANSEN, 2014). H&
registros de animais silvestres, domésticos e sinantropicos, dentre eles estdo: roedores,
raposas, chacais, lobos, morcegos, primatas, tatus, preguicas, tamanduds, cées, gatos e outros
animais que desempenham essa funcdo de reservatorios em diferentes localidades
(ROHOUSOVA et al., 2015).

A transmissdo para animais domésticos e humanos é considerada acidental, pois a
infeccdo destes ocorre apenas quando h alteracdo da ecologia local através de desmatamento
para construgdes, servicos profissionais e outras atividades em que o homem passe a conviver
ou morar em regides selvagens que possuam o ciclo bioldgico da Leishmania (PATZ et al.,
2000; ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017), portanto, a infeccdo dos humanos esta
diretamente associada as alteragdes ambientais efetuadas pelos mesmos (ORYAN; AKBARI,
2016).
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2.5 Ciclo Bioldgico

Durante o repasto sanguineo ocorre a infeccdo do flebotomineo (fémea) ao ingerir
células (principalmente macréfagos) contendo formas amastigotas de hospedeiros
previamente infectados com Leishmania. Apo6s a ingestdo as formas amastigotas se libertam
do macrofago no trato digestorio do vetor e na regido anterior do trato digestorio no interior
da matriz peritrofica as formas amastigotas passam por um processo de diferenciacdo para as
formas promastigotas prociclicas. Ndo se sabe ao certo quais os mecanismos e influéncias
para que ocorram essas modificacdes, porém acredita-se que as mudancas sejam influenciadas
por uma combinacdo de temperatura, pH e desencadeadores quimicos (TEIXEIRA et al.,
2013; SUNTER; GULL, 2017).

Apbs o processo de transformacdo as formas promastigotas rompem a matriz
peritrofica e migram para o epitélio do trato digestorio, onde passam pelo processo de diviséo
celular e aderéncia pelo flagelo. Posteriormente essas formas migram para a valvula
estomodeal localizada na regido anterior do intestino, nesse momento as formas promastigotas
sofrem o processo de metaciclogénese, que consiste em uma reducdo do tamanho das formas
promastigotas, tornando-se extremamente mdveis e altamente infectivas, sendo denominada
promastigota metaciclica. Ap0s passar por esse processo as formas promastigotas irdo migrar
para o probdscide do flebotomineo e durante um novo repasto sanguineo as promastigotas sao
inoculadas nos hospedeiros vertebrados (TEIXEIRA et al., 2013).

Durante o repasto sanguineo ocorre uma série de fatores que induzem o recrutamento
de neutrofilos e macrofagos e estes irdo fagocitar as promastigotas que foram inoculadas. No
interior dos vacutolos parasitoforos dentro dos macréfagos as formas promastigotas se
diferenciam em formas amastigotas que aderem a membrana interna do vacuolo e iniciam o
processo de divisdo celular até ocupar uma grande area do macréfago. Em seguida, a
membrana do macrofago sofre lise liberando as formas amastigotas que poderdo invadir
novos macréfagos ou serdo ingeridas por uma nova fémea de flebotomineo, iniciando

novamente o ciclo bioldgico da Leishmania (Figura 3) (TEIXEIRA et al., 2013).
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Figura 3 — Ciclo biolégico da Leishmania no interior do inseto vetor e do mamifero

hospedeiro.

Fonte: Leevre (2015).

2.6 Aspectos imunopatoldgicos

A relagdo parasita/hospedeiro ird determinar a sobrevivéncia do parasita e evolucdo da
infeccdo, sendo isto determinado principalmente por condic¢Oes inerentes ao hospedeiro como
a resposta imune e polimorfismos genéticos; entretanto, a evolucdo e gravidade da doenca
estdo também associadas a espécie de Leishmania envolvida (ROSSI; FASEL, 2017).

Ap0s a transmissdao ao mamifero, os parasitas necessitam localizar rapidamente células
hospedeiras, visto que sdo parasitas intracelulares obrigatérios, desta forma, as promastigotas
interagem em contato direto com o sistema imune do hospedeiro e buscam fugir ou modular
esse sistema de forma a garantir a sua sobrevivéncia (SCOTT; NOVAIS, 2016; ROSSI;
FASEL, 2017).

Ap0s as primeiras horas de infeccdo o parasita se beneficia das propriedades pro-
inflamatérias da saliva do flebotomineo que desempenha um papel fundamental na
quimioatragdo de células do sistema fagocitario. Atualmente, sabe-se que neutréfilos,
monocitos e macrofagos estdo envolvidos em respostas distintas no combate ao parasita,
entretanto, ndo se sabe em sua totalidade quais s@o os mecanismos utilizados por essas
células, além disso, essas respostas podem resultar na eliminacdo do parasita ou contribuir
para a patogénese da doenga (CHAGAS et al., 2014; ROSSI; FASEL, 2017).
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Sugere-se que inicialmente os neutréfilos sdo rapidamente recrutados para o local da
infeccdo, onde irdo atuar na liberagdo das chamadas “armadilhas extracelulares de
neutrofilos” (AEN) que tem por finalidade causar danos ao parasita levando a morte dos
mesmos, porém, essa resposta mediada pelos neutrofilos torna-se contraditoria, pois ndo é
uma resposta eficiente para todas as espécies. De fato, em quanto que parasitas da espécie L.
amazonensis sdo eficientemente mortos pela AEN, as espécies L. donovani, L. infantum e L.
mexicana se beneficiam para progressao da infec¢do (SCOTT; NOVAIS, 2016).

Outra resposta imune realizada pelos neutrofilos (vivos ou necréticos) esta associada a
capacidade de induzir os macrofagos a produzir espécies reativas de oxigénio que irdo atuar
no controle parasitario. Esse mecanismo ¢ eficiente em espécies como L. amazonensis e L.
braziliensis, entretanto em infec¢des causadas por L. major, esse mecanismo atua na melhor
sobrevida do parasita (ROCHAEL et al., 2015; SCOTT; NOVAIS, 2016).

Nos primeiros dias de infeccdo os mondcitos inflamatérios sdo as células que
apresentam maior infeccdo pelos parasitas de Leishmania. A resposta dos mondcitos a
infeccdo envolve uma forte explosdo respiratdria, sendo eficientes em controlar a carga
parasitaria e matar os parasitas através da producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, estando também associados ao possivel controle em casos de reinfeccdo. Além
disso, os mondcitos podem estar associados também a promocéo da diferenciagdo de células
TH1 que irdo migrar para a pele e eliminar os parasitas através do aumento da exploséo
respiratoria ou producdo do 6xido nitrico (ON). Entretanto, a eficacia dessas respostas
mediada pelos mondcitos também pode ser dependente da espécie de Leishmania envolvida
na infeccdo (GONCALVES et al., 2011).

Apesar desses mecanismos de reposta imune mediada pelos neutréfilos e mondcitos os
parasitas conseguem sobreviver e a infeccdo duradoura no hospedeiro ocorre de fato dentro
dos macréfagos. Nesta célula, os parasitas conseguem se diferenciar das formas promastigotas
para amastigotas, isso ocorre especialmente devido o revestimento que possuem de
lipofosfoglicanos (LPG) que protege o parasita da temperatura hostil e acida dentro dos
macrofagos, além disso, esse revestimento retarda a formacdo do fagolisossomo (SCOTT,;
NOVAIS, 2016).

A atuacdo dos macrdfagos nas primeiras horas de infeccéo esta associada a producao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que tem como objetivo eliminar patdgenos
invasores sem danificar a célula hospedeira, entretanto os parasitas desenvolveram diversos

mecanismos para interferir nesses processos, dentre eles o LPG atua novamente na protecdo
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das formas amastigotas retardando e suspendendo a producdo das espécies reativas de
oxigénio. Ou seja, 0s parasitas conseguem moldar a resposta imune desde a sua entrada no
organismo hospedeiro até a sua sobrevivéncia e reproducdo dentro dos macréfagos,

comprometendo tanto a imunidade inata quanto a adaptativa (ROSSI; FASEL, 2017).

2.7 Leishmaniose Tegumentar (LT)

A LT manifesta-se sob as formas leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose
mucocutanea (LMC), que podem apresentar manifestacBes clinicas diferenciadas que estdo
associadas geralmente a espécie do parasita envolvido, ao estado imunolégico e genético do
individuo afetado (MARTINS et al., 2014; BRASIL, 2017).

2.7.1 Leishmaniose Cutanea (LC)

A LC é a forma menos severa da doenca e possui um periodo de incubacao que varia
entre duas semanas a dois meses. A Ulcera tipica € geralmente indolor e sdo geralmente
encontradas em d&reas descobertas do corpo, apresentando como caracteristicas lesGes
ulcerativas ou nodulares, de formato arredondado ou ovalado, com bordas bem delimitadas,
com base eritematosa, infiltrada e granulac6es grosseiras (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014;
BRASIL, 2017). O Ministério da Saude (2017) classificaa LC em:

a. Forma cuténea localizada (LCL): lesdo geralmente do tipo Glcera, com tendéncia
a cura espontanea e apresenta boa resposta ao tratamento, podendo ser Unica ou multipla e
tem como caracteristica acometimento primario da pele (Figura 4A);

b. Forma cutanea disseminada (LD): multiplas lesdes papulares, de aparéncia
acneiforme que acometem varios segmentos corporais envolvendo com frequéncia a face e o
tronco. A disseminacdo do parasita provavelmente ocorre por via hematica ou linfatica,
causando leses distantes do local de inoculagéo do parasita (Figura 4B);

c. Forma recidiva cutis (LCC): apés cicatrizacdo, ha uma ativagdo da lesdo nas
bordas, mantendo-se o fundo com aspecto cicatricial. A resposta terapéutica costuma ser
inferior a da leséo primaria (Figura 4C);

d. Forma cutanea difusa (LCD): inicia de maneira insidiosa, com lesdo Unica e méa

resposta ao tratamento; posteriormente evolui de forma lenta com formacdo de placas e
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maltiplas nodulagBes ndo ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas. Essa forma
clinica é rara e grave, pois ndo apresenta resposta a terapéutica e ocorre em pacientes com

anergia e deficiéncia especifica na resposta imune (Figura 4D).

Figura 4 — Classificacdo das apresentacOes clinicas da leishmaniose cutanea localizada (A);

disseminada (B); recidiva cutis (C) e difusa (D).

Fonte: Brasil (2017).

Dentro das classificacbes ja descritas, deve-se considerar que as lesdes de LC
apresentam polimorfismo, sendo assim, ha varios tipos de lesGes menos frequentes que podem
ser encontradas nos pacientes como: lesdo tipo papula, lesdo em placa, ulcera franca,
impetigdide, ectimatoide, nodular, Ulcero-vegetante e lesdo verrucosa (Figura 5) (NAIFF
JUNIOR et al., 2009; BRASIL, 2017).

Figura 5 — Polimorfismo das lesdes de Leishmaniose cutanea. Lesdo tipo papula (A); lesdo em
placa (B); ulcera franca (C); impetigoide (D); ectimatoide (E); nodular (F); Ulcero-vegetante
(G) e lesdo verrucosa (H).

g

Fonte: Naiff Janior et al. (2009).

2.7.2 Leishmaniose Mucocutanea (LMC)
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A leishmaniose mucocutanea (LMC) tem como caracteristica lesdes destrutivas das
mucosas e geralmente o acometimento é da mucosa nasal, entretanto podem ocorrer lesdes na
orofaringe, palato, labios, lingua, laringe, traqueia e arvore respiratéria superior; de forma
mais rara pode ocorrer o comprometimento de conjuntivas oculares e mucosas de 6rgaos
genitais e anus (BRASIL, 2017).

Sabe-se que a forma cléssica da LMC pode ocorrer de forma secundaria a lesdes
inicialmente cutaneas em que o paciente ndo teve o tratamento adequado ou teve cura
espontanea e posteriormente houve uma evolugdo cronica para a forma mucosa. O
acometimento por LMC nédo é bem compreendido, acredita-se que possa ser um resultado de
uma interagdo complexa de fatores entre hospedeiro e parasita (BRASIL, 2017).

O Ministério da Saude (2017) classifica as manifestacdes clinicas de LMC em:

a. Forma mucosa tardia: est4 associada a evolucdo de lesdes cutaneas multiplas em
gue ndo ha cura espontanea ou ndo é responsiva ao tratamento, sendo esta a forma mais
comum (Figura 6A);

b. Forma mucosa sem lesdo cutanea prévia: essa forma estd associada a infeccGes
subclinicas ou lesdes cutaneas pequenas que teriam passado despercebidas sem deixar
cicatrizes perceptiveis (Figura 6B);

c. Forma mucosa concomitante: quando lesdes na mucosa e lesbes cutaneas estdo
ativas ao mesmo tempo (Figura 6C);

d. Forma mucosa contigua: ocorre por propagacdo direta de lesdo cuténea localizada
préxima a orificios naturais, para a mucosa das vias aerodigestivas (Figura 6D);

e. Forma mucosa primaria: ocorre eventualmente pela picada do vetor na mucosa

ou semimucosa de labios (Figura 6E).
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Figura 6 — Classificacdo das apresentacdes clinicas da leishmaniose mucocutanea mucosa

tardia (A); mucosa sem lesdo cutdnea prévia (B); mucosa concomitante (C); mucosa contigua

(D) e mucosa priméria (E).

Fonte: Brasil (2017).

As diferentes manifestacdes clinicas se ddo em grande parte pela diversidade de
espécies de Leishmania. Nas Américas sdo conhecidas 13 espécies e a0 menos sete espéecies
estdo relacionadas com a LT no Brasil, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero
Leishmania: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni, L. (V.)
lindenbergi, L. (V.) shawi e L. (L.) amazonensis (TELES, et al., 2016).

Considerando o estado do Amazonas, sabe-se que circulam pelo menos quatro
espécies conhecidas, sendo elas: L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, que sdo responsaveis por diferentes manifestacdes clinicas da LT (Tabela 2)
(FIGUEIRA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2013; BRASIL, 2017).



36

Tabela 2 — Relagéo entre manifestacdes clinicas e espécies de Leishmania no Novo Mundo.

Subgénero Leishmania ~ Subgénero Viannia

Leishmaniose cutanea L. infantum chagasi L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis

L. pifanol L. naiffi
L. amazonensis L.panamensis
L. peruviana

L. lainsoni

L. lindenbergi

L. shawi
Leishmaniose cutanea disseminada L. amazonensis L. braziliensis

Leishmaniose cutanea difusa L. mexicana

L. amazonensis
Leishmaniose mucocutanea L. braziliensis
L. guyanensis

L. panamensis

Fonte: Teixeira et al. (2013).

2.8 Diagnostico

O correto diagnostico pode ser desafiador, pois esta doenga mimetiza outras diversas
condic@es infecciosas e malignas. Em geral, o diagnostico de LT baseia-se nas manifestaces
clinicas do paciente, conhecimento epidemioldégico da regido e testes laboratoriais
(HANDLER et al., 2015). Numerosos métodos de diagnostico podem ser utilizados com uma
grande variacdo na precisao, incluindo exames parasitolégicos, imunolégicos e diagnésticos
moleculares. Entretanto, apesar da precisdo do exame ser de extrema importancia, a selecéo
do metodo a ser utilizado geralmente baseia-se na infraestrutura disponivel e recursos
(GOTO; LINDOSO, 2010; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

Os exames parasitoldgicos possuem alta especificidade e podem incluir exames diretos
como a escarificacdo, bidpsia com impressao por aposicdo em lamina e puncao aspirativa, que
permitem a observacdo das formas amastigotas utilizando técnicas de microscopia; ou

métodos indiretos que consistem em realizar o isolamento do parasita em cultivo in vitro e em
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animais de experimentacdo in vivo como o Mesocricetus auratus (COMANDOLLI —
WYREPKOWSKI, 2015; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

Outra forma de realizar o diagnostico é através da reacdo em cadeia de polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR), que consiste em um exame molecular que permite
amplificar em escala exponencial sequéncias de ADN (&cido desoxirribonucleico), sendo
capaz de detectar quantidades relativamente baixas de ADN do parasita. Apesar de ser uma
técnica com alta sensibilidade, as exigéncias técnicas e o custo limitam a utilizac&o rotineira,
sendo assim, 0s exames parasitologicos direto permanecem como 0 padrdo ouro no
diagnéstico da leishmaniose (MURRAY et al., 2005; COMANDOLLI ~-WYREPKOWSKI,
2015).

2.9 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar

A falta de controle em areas remotas torna dificil estimar a real incidéncia, mas sabe-
se que causa impacto em 92 paises e mais de 1 milhdo de pessoas estdo em risco. A maioria
dos casos de LT ocorre no Afeganistdo, Argélia, Coldmbia, Brasil, Ira e Siria (DNDi, 2018a).
Segundo o Sistema de InformagOes de Agravos de Notificagdo - SINAN (2021) no Brasil
houve um total de 16.135 casos de LT em 2019 (Figura 7).

Figura 7 — Casos de Leishmaniose Tegumentar no Brasil (2015 - 2019).
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Fonte: SINAN/SVS/MS (2021).
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Considerando os casos por notificagdo nas regides entre os anos 2015 - 2019, observa-
se que neste periodo de tempo a regido norte apresentou maior nimero de casos, tendo
notificado um total de 7.123 casos em 2019 (Figura 8) (SINAN/SVS/MS, 2021).

Figura 8 — Casos de Leishmaniose Tegumentar nas Regides Brasileiras (2015 - 2019).
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Fonte: SINAN/SVS/MS (2021).

Na Regido Norte as Unidade Federativas que apresentaram maior nimero de casos em
2019 foram o Para (3.130 casos), Amazonas (1.300 casos) e Acre (916 casos) (Figura 9)
(SINAN/SVS/MS 2021).
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Figura 9 — Casos de Leishmaniose Tegumentar na Regido Norte (2017).
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Fonte: SINAN/SVS/MS (2021).

Historicamente a LT foi considerada uma “doenca profissional”, ou seja, relacionada a
profissdo de pessoas que adentravam ambientes florestais. Entretanto sua epidemiologia tem
sofrido uma consideravel modificacdo nas ultimas décadas em consequéncia da proximidade
das zonas urbanas com as areas florestais, ocorrendo uma adaptacdo do vetor a ambiente
peridomiciliar (BARI; RAHMANA, 2008; AKHOUNDI et al., 2016).

Um agravante a esta situacdo sdo as medidas de prevencdo que ndo mudam héa
décadas, atualmente nenhuma vacina esta disponivel, desta forma, as medidas de controle e
prevencdo restringem-se a profilaxia pessoal como o uso de repelentes ou mosquiteiros,
controle e limpeza de ambientes visando erradicar os flebotomineos e controle canino ou de
outros possiveis hospedeiros em regido peridomiciliar. Em vista disso, o intuito é o
desenvolvimento de vacinas e medicamentos que possam ser eficazes em prevenir e tratar a
leishmaniose (REDDY, 2019).

2.10 Tratamento da Leishmaniose Tegumentar

A problematica envolvida no combate as infec¢fes causadas pela LT esta no seu

tratamento. Atualmente os medicamentos preconizados pelo Ministério da Salude s&o
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antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina e pentoxifilina (BRASIL, 2017,
CARGNIN, 2017).

2.10.1 Antimonial Pentavalente

Em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna descobriu a cura das leishmanioses pelos sais de
antiménio trivalente (Sb*®), mais especificamente tartarato de antiménio e potassio emético,
entretanto a utilizacdo foi descontinuada devido a alta toxicidade, passando a ser utilizado o
antimonio pentavalente (Sb*) (CARVALHO et al., 2019).

Desde 1940, no Brasil o antimonial pentavalente esta disponivel na formulagdo de
antimoniato de meglumina (Figura 10), conhecido comercialmente como Glucantime®
(BRASIL, 2017; CARVALHO et al., 2019).

Figura 10 — Estrutura quimica do antimonial pentavalente (antimoniato de meglumina).
BKchem®.
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Fonte: Proprio autor (2021).

O medicamento é apresentado em ampolas de 5 mL contendo 1.500 mg do sal bruto de
antimoniato de meglumina, o que equivale a uma concentracdo do sal bruto de 300 mg/mL.
Desta forma, uma ampola corresponde a 405 mg de Sb*™, ou seja, cada mL contém 81 mg de
Sb*™ (GLUCANTIME®, 2015; CARVALHO et al., 2019).

As doses e vias de aplicacdo preconizadas pelo Ministério da Satde (2017) s&o 10 a 20
mg/Sh**/Kg/dia e a administracdo deve ser preferencialmente por via endovenosa (EV),
podendo também ser administrado por via intramuscular (IM) ou intralesional (IL) (BRASIL,
2017).

As reacgdes adversas comuns reportadas sdo dores articulares e musculares, nausea e

vomito, cefaleia, febre, anorexia, alteracfes nos testes de fungdo hepética, niveis de lipase e
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amilase, leucopenia, anormalidades no eletrocardiograma (ECG). Podendo também ocorrer
reagOes adversas raras como mal estar geral, dispneia, erupcdo cutanea, edema facial, dor
abdominal, e alteracbes nos testes da funcdo renal, pancreatite e arritmias severas. Vale
ressaltar que este medicamento é contraindicado em casos de hipersensibilidade ao
antimoniato de meglumina e aos demais componentes do produto e no periodo de gravidez
(GLUCANTIME®, 2015).

Estudos quanto & farmacocinética do Glucantime® apontam que mais que 80% da dose
administrada é excretada dentro de 24 horas na urina na forma inalterada. E eliminada em
duas fases, na primeira fase, a meia-vida é pequena e aproximadamente de 2 horas e na
segunda fase, a meia-vida é mais lenta, cerca de 76 horas (GLUCANTIME®, 2015).

A farmacodindmica do medicamento permanece incerta. Segundo a bula do
Glucantime® (2015), pressupde-se que varias enzimas de Leishmania spp. sejam inibidas
seletivamente. Esses agentes também parecem inibir a fosfofrutoquinase, com subsequente
blogueio da producdo de adenosina trifosfato. Outras hipdteses sdo levantadas na literatura,
como ) Mecanismo de oxirreducdo: o Sh* pode sofrer reducdo em sistemas biolégicos,
levando & formacdo de compostos de Sb*™, téxicos ao parasita (DEMICHELI et al., 2002;
CHAI et al., 2005; CARVALHO et al., 2019).

Nesta hipdtese, os antimoniais podem ser considerados como um pro-farmaco
(BASTOS et al., 2016); 1) Formacdo de complexos entre o Sb*™ com alguns nucleotideos:
interfere no metabolismo, através da inibicdo da topoisomerase do parasita (DEMICHELI et
al., 2002; BASTOS et al., 2016; CARVALHO et al., 2019); Ill) Formacdo de complexos
entre o Sb*® com alguns glicoconjugados ricos em guanosina 5°-difosfato-D-manose: interfere
na viruléncia do parasita (CHAI et al., 2005; BASTOS et al., 2016; CARVALHO et al.,
2019); IV) Inibicdo da enzima superoxido dismutase: ocasiona 0 aumento do nivel de radicais
superéxido, com a consequente morte do parasita (RAYCHAUDHURY et al., 2005;
BASTOS et al., 2016; CARVALHO et al., 2019) e V) Indugdo de danos ao ADN: o
medicamento induz danos ao ADN de células de mamifero infectados por meio da geracéo de
espécies de oxigénio, os quais disparam mecanismos de resposta celular ao estresse oxidativo
(MOREIRA, 2017; CARVALHO et al., 2019).

2.10.2 Anfotericina B
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A anfotericina B é um antibidtico poliénico com excelente atividade in vitro na
destruicdo de Leishmania intra e extracelular. No Brasil, estdo disponiveis o desoxicolato de
anfotericina B (Figura 11) e as formulacdes lipidicas (BRASIL, 2017).

Figura 11 — Estrutura quimica do desoxicolato de anfotericina B. BKchem®.

Fonte: Proprio autor (2021).

O desoxicolato de anfotericina B tem como formulagcdo uma suspensdo coloidal e é
comercializada em um frasco contendo 50 mg de desoxicolato sdédico liofilizado de
anfotericina B. A dose recomendada pelo Ministério da Saude é 0,7 a 1 mg/Kg/dia e a via de
aplicacdo deve ser EV lenta (BRASIL, 2017).

Dentre os efeitos adversos, os mais comuns estdo febre, cefaleia, nduseas, vomitos,
anorexia, tremores, calafrios, flebite, cianose, hipotenséo, hipopotassemia, hipomagnesemia,
comprometimento da func¢éo renal, anemia e distarbios do comportamento (ANFOTERICINA
B, 2015). Deve ser ressaltado que este medicamento possui contra indicacdo em casos de
insuficiéncia renal, hipersensibilidade a anfotericina B ou outro componente da formulagdo e
em casos de gravidez devera ser empregado com cuidado e somente se 0S provaveis
beneficios a serem obtidos com a medicacdo prevalecerem sobre 0s potenciais riscos
envolvidos ao feto (ANFOTERICINA B, 2015).

A anfotericina B lipossomal apresenta-se comercialmente em frasco-ampola contendo
50 mg de anfotericina B encapsulada em lipossomas em forma liofilizado estéril para infuséo
intravenosa, fornecido na forma de pdé estéril amarelo-vivo. A dose recomendada pelo
Ministério da Saude é de 2 a 5 mg/Kg/dia, por via EV (BRASIL, 2017).

O medicamento é bem tolerado e apresenta como efeitos colaterais mais comuns
nausea, vomitos e cefaleia leve. Apresenta contra indicacbes de uso em pacientes que

apresentam hipersensibilidade a qualquer constituinte da formulacdo e devera somente ser
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utilizado durante a gravidez se os possiveis beneficios se sobrepuserem aos potenciais riscos
envolvidos (AMBIOSOME, 2015).

2.10.3 Pentamidina

As pentamidinas sdo pertencentes as diamidinas aromaticas e o farmaco é apresentado
como isetionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) de pentamidina (Figura 12) (BRASIL, 2017).

Figura 12 — Estrutura quimica do isetionato de pentamidina. BKchem®.
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Fonte: Proprio autor (2021).

A apresentacéo comercial do isetionato de pentamidina (Pentacarinat®) é em frasco -
ampola com 300 mg do sal e a dose recomendada pelo Ministério da Salde é de 3 - 4
mg/Kg/dia por via EV lenta ou IM (BRASIL, 2017).

As reacdes adversas incluem comumente dor, induracdo e abscessos estéreis no local
da aplicacdo intramuscular, nauseas, vOmitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaleia,
hipotensdo, lipotimias, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia. Devido ao medicamento ter
acdo toxica aguda sobre as células beta-pancreéaticas, pode haver hipoglicemia durante o
tratamento e diabetes mellitus tardio (BRASIL, 2017).

Além das precaucbes quanto aos efeitos adversos deve ser considerado que o
medicamento € contraindicado em caso de gestacdo, aleitamento, criancas menores de 1 ano,
diabetes mellitus, intolerancia a glicose, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepética, doencas

cardiacas ou hipersensibilidade aos componentes do medicamento (BRASIL, 2017).
2.10.4 Pentoxifilina

A pentoxifilina (Figura 13) é um farmaco da classe de vasodilatadores periféricos com

propriedades hemorreoldgicas (BRASIL, 2017).



44

Figura 13 — Estrutura quimica da pentoxifilina. BKchem®.
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Fonte: Proprio autor (2021).

Sua apresentacdo comercial € como comprimido revestido, de liberagdo prolongada,
contendo 400 mg de pentoxifilina. Vale a ressalva que este medicamento tem papel como
adjuvante, ndo tem indicacdo como medicamento isolado, mas sim em associacdo ao
antimoniato de meglumina (BRASIL, 2017).

A dose recomendada pelo Ministério da Saude é um comprimido de 400 mg, trés
vezes ao dia, durante 30 dias por via oral. Tem como principais efeitos adversos flush e
distdrbios gastrointestinais, sendo contra indicado em casos de alergia a pentoxifilina e a
outras metilxantinas ou a algum de seus excipientes; hemorragias macigas, hemorragia

retiniana extensa, durante a gravidez e em criangas (BRASIL, 2017).
2.10.5 Protocolo Terapéutico

O Ministério da Salde decidiu atualizar as recomendacfes sobre o manejo dos
pacientes com LT (Tabela 3) para a realidade brasileira, desta forma deve-se levar em
consideracdo a forma clinica, a espécie de Leishmania, a resposta ao tratamento, a avaliacdo
de risco-beneficio ao paciente e a disponibilidade do medicamento a ser utilizado (BRASIL,
2017).
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Tabela 3 — Protocolo Terapéutico recomendado pelo Ministério da Saude.

Protocolo Terapéutico

Forma Clinica Espécie Terapéutica
LCL Leishmania spp. exceto L. (V.) Primeira escolha:
guyanensis e Antimoniato de meglumina EV ou IM e Anfotericina B lipossomal.

Segunda escolha:
e Desoxicolato de anfotericina B e Isetionato de pentamidina.
LCL L. (V.) guyanensis Primeira escolha:
e |setionato de pentamidina e Anfotericina B lipossomal.
Segunda escolha:
e Antimoniato de meglumina e Desoxicolato de anfotericina B.
LD Leishmania spp. Primeira escolha:
e Antimoniato de meglumina EV ou IM e Anfotericina B lipossomal
Segunda escolha:
e Desoxicolato de anfotericina B.
LCD Leishmania spp. Primeira escolha:
e Isetionato de pentamidina
Segunda escolha:
e Antimoniato de meglumina, Desoxicolato de anfotericina B e
Anfotericina B lipossomal.
LM Leishmania spp. Primeira escolha:
— Antimoniato de meglumina (EV ou IM) associado a pentoxifilina,
Antimoniato de meglumina (EV ou IM) e Anfotericina B lipossomal.
Segunda escolha:
— Desoxicolato de anfotericina B e Isetionato de pentamidina.
Fonte: Brasil (2017).
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2.10.6 Drogas Alternativas no Tratamento da Leishmaniose

A administracdo de apenas um medicamento (monoterapia funcional) levou ao
desenvolvimento de cepas resistentes, desta forma as combinacGes de medicamentos
tornaram-se alternativas de tratamento. Dentre as diversas combinagfes terapéuticas, tém
recebido destaque as associacGes de medicamentos preconizados pelo Ministério da Salude
com medicamentos como a miltefosina e paromomicina (ALVAR et al. 2006; SUNDAR et
al., 2007; BASTOS et al., 2016).

A miltefosina, originalmente desenvolvida como farmaco antineoplésico, teve o
primeiro registro como medicamento oral para leishmaniose em 2002 na india (GUERIN et
al., 2002; BASTOS et al., 2016). Este medicamento foi avaliado na Colémbia, Guatemala
(SOTO et al., 2004) e Bolivia (SOTO et al., 2008) para o tratamento de LC e apresentou uma
taxa de cura de 91%, 53% e 88%, respectivamente. Machado et al. (2010) realizaram um
estudo no Brasil (Bahia) em que demonstram que a miltefosina apresentou maior eficacia no
tratamento de pacientes com L. (V.) braziliensis quando comparado ao antimoniato de
meglumina. Dentre os efeitos adversos causados por este medicamento, 0s mais comuns
incluem distlrbios gastrointestinais e toxicidade renal (GUERIN et al., 2002).

A paromomicina € um aminoglicosideo produzido por bactérias do género
Streptomyces. Uma das maiores vantagens do uso da paromomicina é por ser considerado um
medicamento de baixo custo, entretanto apresenta desvantagens como os efeitos adversos que
incluem nefrotoxicidade, ototoxicidade e disfuncdo hepatica, além da dificuldade da

administracdo que deve ser feita via parenteral (BASTOS et al., 2016).

2.10.7 Impactos Econdmicos do Tratamento da Leishmaniose

As drogas utilizadas no tratamento das doencas negligenciadas séo, de um modo geral,
inacessiveis as populacdes mais pobres, dessa forma, em busca de melhorar o fornecimento
dos medicamentos, as empresas e a OMS/WHO realizam um esforgo em conjunto para que
esses medicamentos possam ter custos preferenciais (reduzir o valor ou fornecer a custo de
producdo) ou até mesmo distribuir através de programas de doacdo (BOER et al., 2011). O
WHO (2010) apresentou o custo de cada farmaco, porém cabe a ressalva de que os valores
informados foram negociados conjuntamente com as empresas fabricantes visando a obtengéo

dos medicamentos por um custo acessivel (Tabela 4).



Tabela 4 — Precos de medicamentos utilizados no tratamento da leishmaniose.*

Composto Nome comercial/Fabricante Dose Custo Médio
Antimoniato de Glucantime® Frasco de 5 mL de 81mg/mL US$ 1,2
Meglumina Aventis Single Source
Isetionato de Pentamitina Pentacarinat® Grétis (Programa de doacéo) Grétis (Programa de
Sanofi doacdao)
Anfotericina B Anfotericina B Frasco de 50 mg US$ 7,5 por
Desoxicolato Unianf
Anfotericina B AmBisome® Frasco de 50 mg US$ 18
Lipossomal Gilead USA Source
Miltefosina Impavido® 56 capsulas (50 mg) Adultos: € 45,28-54,92
Paladin, Canada Single Source Criangas: € 34,36-39,3
Paromomicina Paromomicyn® Tratamento para 21 dias US$ 15

Gland Pharma, India Single Source
Fonte: Adaptado de WHO (2010).

Custo Médio (R$)
R$ 6,25

Grétis (Programa de
doacéo)
R$ 39,08

R$ 93,78
R$ 279,89 — 339,48

R$ 212,39 — 242,92
R$ 78,13

*Custo médio em Real (R$) calculado considerando Dolar Americano US$ 5,21 e o Euro € 6,18, calculado em 1 agosto de 2021.
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No Brasil o tratamento para leishmaniose ¢ oferecido pelo Sistema Unico de Satde (SUS), de forma que o diagnéstico e os medicamentos

sdo fornecidos “gratuitamente” a populagdo. Recentemente a miltefosina foi incorporada ao esquema terapéutico para LT no Brasil e foram

investidos cerca de 3,5 milhdes de reais para a aquisicdo de 100.976 cépsulas de miltefosina de 50 mg, assim o Ministério da Saude busca

demonstrar os esfor¢os que estdo sendo realizados para que mais brasileiros sejam assistidos e tratados com abordagem menos invasivas e mais

acessiveis. O conhecimento dessas estimativas é essencial para determinar a formula¢do de novas politicas para garantir solugdes sustentaveis

para reduzir os custos do tratamento (SUNYOTO; BOELAERT; MEHEUS, 2018; SVS/MS, 2020).
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2.11 Metaldémica e Quimica Inorgénica Medicinal

A metalémica é uma ciéncia integrada que visa estudar a presenca e funcionamento de
compostos traco contendo metal e elementos ndo metalicos em organismos vivos. Através
dessa ciéncia foi comprovado que ions metalicos contribuem criticamente para manutencdo e
evolugéo da vida (MARET, 2016).

Recentemente foram descritos cerca de 20 elementos essenciais para o funcionamento
adequado do organismo, dentre estes, 10 sdo elementos metalicos e com base no
conhecimento atual constatou-se que metais como sodio (Na), potassio (K), magnésio (Mg),
calcio (Ca), ferro (Fe), manganés (Mn), cobalto (Co), cobre (Cu), zinco (Zn) e molibdénio
(Mo) sdo elementos essenciais, além disso 0 organismo necessita de quantidades apropriadas
para o correto funcionamento (ZORODDU et al., 2019).

A importancia dos ions metalicos nos processos biolégicos foi sendo descoberta a
medida que foram sendo observados que um crescente numero de biomoléculas continha ou
necessitava de metais em sua estrutura e para o seu funcionamento. Os ions metalicos
desempenham papé€is cruciais em diversos processos bioldgicos, sendo componentes
essenciais para manter a homeostase humana. Estdo envolvidos em processos como equilibrio
de eletrolitos, transporte de oxigénio, transferéncia de elétrons, catélise, atuacdo como
cofatores na funcdo bioldgica das proteinas, entre outros (AISEN; ENNS; WESSLING-
RESNICK, 2001; ANDREINI et al.,, 2008; WALDRON et al., 2009; BRADFORD;
COWAN, 2014; VAROL, 2016).

Sabe-se que cerca de 30 a 40% de todas as proteinas conhecidas requerem cofatores
metalicos, desta forma a saude, envelhecimento, disturbios fisiol6gicos e doencas estdo
relacionados a presenca ou auséncia de ions metalicos e seus complexos com biomoléculas no
corpo (KASTENHOLZ, 2006; KASTENHOLZ, 2007; SANJAY; SINGH, 2009).

Em geral, os ions metalicos ou o0s seus compostos apresentam varias funcgdes
bioldgicas que podem ser resumidas em: a) realizar reacdes dificeis em condicdes fisioldgicas
(a maioria dos metais de transicdo tem a capacidade de fornecer elétrons desemparelhados e
doar simultaneamente carga eletrénica); b) realizar transferéncia de elétrons em pares redox, e
estabilizar estados de oxidagdo “incomum” de metal ativo redox; c¢) participar na degradacgao,
formagéo ou metabolismo de compostos organicos por sitios metalicos em vérias enzimas; c)
transferir informacdes por transportadores de carga e d) participar na formacéo estrutural de
moléculas e em vias de biomineralizacdo (BRADFORD; COWAN, 2014; VAROL, 2016).
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Além das funcdes bioldgicas, os metais sdo utilizados para pogdes farmacéuticas desde
as civilizacdes antigas como a Mesopotamia, China, Egito e India. A acdo microbicida dos
metais foi uma das atividades mais exploradas pelas primeiras civilizacGes, tem-se o
conhecimento de que os egipcios e gregos utilizavam o cobre e a prata para manter a agua
pura, 0S romanos armazenavam vinho em urnas de prata e 0s australianos utilizaram moedas
de cobre e prata em tanques de &gua ou barris de leite para evitar a deterioracdo (MEDICI;
PEANA; ZORODDU, 2018).

Recentemente, os metais tém sido amplamente estudados e aplicados no diagndstico e
terapia de diversas doencas, e 0 campo de conhecimento que realiza essa forma de estudo €
conhecido como quimica inorganica medicinal. Apesar da utilizacdo dos metais ser
historicamente comprovada o estudo da quimica inorganica medicinal ainda é considerado
recente (MAGNER, 2005; THOMPSON; ORVIG, 2006; MJOS; ORVIG, 2014).

Na atualidade, os metais utilizados na medicina para a terapéutica de muitas doencas,
sdo denominados de metalofarmacos (Metallodrugs). Um dos primeiros metalofarmacos foi a
arsfenamina, comercializada como Salvarsan®, um agente antimicrobiano & base de arsénio
desenvolvido por Paul Ehrlich, que foi utilizado até a segunda guerra mundial como
tratamento padrdo para sifilis, entretanto a estrela do campo é o agente anticancerigeno
cisplatin (Platinol), que foi descoberto em 1965 (MJOS; ORVIG, 2014).

Outros metais j& foram utilizados no campo farmacéutico, por exemplo, a prata ja foi
utilizada como antibiotico no tratamento de feridas, queimaduras e Ulceras (VAROL, 2016); o
ouro foi usado para tratar doencas hd milhares de anos na China (MAGNER, 2005;
KRAATZ; METZLER-NOLTE, 2006; VAROL, 2016); o mercurio foi administrado sob a
forma de cloreto de mercurio(l) como antisséptico e diurético, o cloreto de mercurio(ll) para o
tratamento da sifilis (BRADFORD; COWAN, 2014) e o antiménio(V) permanece como
primeira escolha para o tratamento da leishmaniose (CARVALHO et al, 2019).

Além disso, muitas drogas de natureza organica ndo possuem um modo de acdo
puramente organico e necessitam da atuacdo de vestigios de ions metalicos direta ou
indiretamente para ativagdo ou biotransformacdo (KASTENHOLZ, 2006; KASTENHOLZ,
2007; SANJAY; SINGH, 2009).

Uma preocupacéo sao as diversas doencas relacionadas a abundéncia ou deficiéncia de
metal no organismo, podendo ser citadas a hemocromatose (excesso de Fe), anemia
(deficiéncia de ferro), doenca de Wilson (excesso de Cu) (LORINCZ, 2010) e a hipozincemia
(deficiéncia de Zn) (TUBEK; GRZANKA; TUBEK, 2008; BRADFORD; COWAN, 2014).
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Desta forma, apesar dos ions metalicos apresentarem alto potencial de atividade terapéutica, é
necessario que sejam tomadas devidas precaucfes e que seu uso seja realizado de forma
cautelosa quando ndo houver uma compreensao clara de seu mecanismo de acdo, visto que 0s
mesmos podem causar toxicidade ao organismo (BRADFORD; COWAN, 2014).

Apesar da toxicidade ser uma preocupacdo séria, esta pode ser abordada pelo design
adequado dos ligantes, conhecimentos da quimica de coordenagdo e desenvolvimento de
tecnologias como as nanoparticulas; essas abordagens podem oferecer perspectivas
interessantes para melhorar a entrega, a captacdo celular e o direcionamento dos
metalofarmacos, para torna-los mais eficazes e seguros (BARRY; SANDLER, 2013;
BRADFORD; COWAN, 2014).

2.11.1 Quimica de compostos de coordenacao

Antigamente os compostos de coordenagao eram considerados um grande desafio para
0s quimicos, devido a dificuldade em compreender como um sal estavel como CoCl; (cloreto
de cobalto) poderia reagir com a aménia em diferentes relacdes estequiométricas originando
novos compostos com coloragdo diferente. Diversas teorias foram propostas para explicar
estes compostos, entretanto, foi Alfred Werner por volta de 1875 e 1915 que deu o ponto de
partida para a compreensdo dos atualmente chamados “complexos metalicos”, tendo sido
assim denominado visto a dificil compreensdo do comportamento desses compostos
(SANTOS et al., 2014).

Dessa forma, o estudo da quimica de coordenacdo iniciou-se a partir das teorias de
Alfred Werner e atualmente o enfoque central da quimica de coordenacdo é o estudo dos
complexos metélicos que consistem em um atomo metal central ou ion metalico ligado a
atomos ou grupos de atomos chamados ligantes (do latim ligare, que significa “ligar”) que
sdo ions ou moléculas que conttm um ou mais pares de elétrons que podem ser
compartilhados com o metal (RAMOS, 2011).

O ion metalico é denominado acido de Lewis (espécie receptora de pares de elétrons) e
os ligantes sdo as bases de Lewis (espécies doadoras de elétrons). O complexo metalico pode
ser neutro, carregado positivamente, ou carregado negativamente; os complexos metalicos
eletricamente carregados sdo as vezes chamados de ions complexos. Um composto de
coordenagdo contém um ou mais complexos metéalicos (RAMOS, 2011; CHEMISTRY
LIBRETEXTS, 2018).
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Inicialmente o estudo dos compostos de coordenagdo buscou compreender e encontrar
novas geometrias, estados de oxidagdo, cores e numeros de coordenacdo dos metais,
entretanto com o avango da tecnologia o comportamento dos complexos comegou a ser
elucidado e as buscas foram redirecionadas para a compreensdo das propriedades magnéeticas,
bioldgicas e aplica¢gdes na medicina (RAMOS, 2011).

Apesar da utilizacdo dos metais desde a antiguidade, o uso de complexos metalicos
estruturalmente definidos ocorreu somente por volta do seculo XX com a descoberta do
Salvarsan® que teve a estrutura elucidada somente em 2005. Desde ent#o, diversos complexos
comegaram a ser sintetizados e aplicados na medicina (GASSER; PRIZE, 2015).

A era dos complexos metalicos na medicina foi de fato anunciada com a descoberta da
cisplatina e seu sucesso clinico contra varios tipos de cancer, como cancer de ovario, cabeca e
pescoco, pulmao, testiculo e bexiga. Com o intuito de melhorar os perfis farmacologicos de
complexos metalicos e descobrir novas propriedades medicinais, os cientistas estdo se
interessando cada vez mais pelo desenvolvimento de compostos de metal ndo platinado, como
ruténio, titanio, indio, galio, ouro, prata, cobre, entre outros (VAROL, 2016).

Existem varios exemplos de medicamentos a base de metal que ainda estdo atualmente
em uso e esses compostos ilustram tanto o potencial dessa classe de compostos como a
necessidade de um trabalho adicional para aperfeicoar seu uso em um ambiente clinico
(MJOS; ORVIG, 2014).

Os complexos metalicos oferecem propriedades extraordinarias para a producdo de
produtos farmacéuticos que podem vir a ser utilizados em DTNs, visto que esses complexos
possuem propriedades Unicas como a facil sintese em larga escala, além de apresentarem
caracteristicas como capacidade em contornar os mecanismos de resisténcia e a possibilidade
de utilizar a abordagem de design de moléculas multi-alvo, ou seja, sintese de compostos que
podem atingir o organismo alvo por pelo menos dois mecanismos independentes. Um
exemplo proeminente é auranofin, um dos medicamentos mais antigos que estdo sendo
reaproveitados por mais de uma doenca, incluindo artrite reumatdide, leishmaniose e
esquistossomose (ONG et al., 2019).

Atualmente, sabe-se que a unido dos ligantes (agentes quelantes) com um ion metalico
formam o complexo metalico (quelato) e esse processo de quelacdo permite melhor
direcionamento e protecdo contra possiveis reacfes colaterais, tornando o complexo mais
ativo e menos toxico que o metal de forma isolada. Os ligantes desempenham um papel

crucial na eficicia dos complexos metalicos, visto que sdo responsaveis pela modulacdo das



52

propriedades rigidas e flexiveis do metal e o equilibrio lipofilico e hidrofilico, modificando a
solubilidade, bem como a capacidade de atravessar a membrana celular, além disso, a
natureza do ligante determina a estabilidade do complexo em relacdo a transquelacdo com
moléculas bioldgicas e tem como fungéo transportar o metal para o alvo de maneira estavel
(MAFFEI et al., 2009; GANDIN et al., 2014).

Devido a versatilidade dos metais de coordenacdo e a possibilidade de utilizar
diferentes ligantes em busca de menor toxicidade, maior atividade bioldgica, especificidade
melhorada, melhor estabilidade ou uma meia vida melhorada in vivo, estes tém sido uma nova

estratégia para encontrar novas drogas leishmanicidas (TAHGHIGHI, 2014).

2.11.2 Nanoparticulas metalicas

A nanomedicina envolve o desenvolvimento e aplicacdo de materiais e tecnologias em
escala nanométrica que sejam reciclaveis, sustentaveis, confiaveis e baratas, desta forma,
destaca-se por ser um campo interdisciplinar, onde a nanociéncia, nanoengenharia e
nanotecnologia interagem com a finalidade de contribuir na area da satide (SANCHEZ et al.,
2011; BOISSEAU; LOUBATON, 2011; SILVA, 2016).

A nanotecnologia abre um vasto campo de pesquisa e aplicacdo devido a capacidade
de desenvolver moléculas bioldgicas em nanoescala, podendo ter aplicabilidade no
diagnostico, tratamento e medicina regenerativa (PELAZ, 2016).

A busca pelo desenvolvimento de medicamentos em nanoescala tem ganho espaco, e
estes medicamentos sdo denominados de nanofarmacos (Nanodrugs). As nanoparticulas
(NPs) sdo os componentes-chave, sendo idealizadas para o sistema de entrega direcionada do
medicamento em um sitio alvo, visando o direcionamento do principio ativo, aumentando a
eficacia do farmaco e diminuindo a toxicidade para o organismo (BOISSEAU; LOUBATON,
2011; SILVA, 2016).

A composicao, estrutura e caracteristicas de superficie das NPs podem variar e estas
podem possuir um tamanho de 1 - 100 nm. Existem diversos tipos de nanoparticulas como
lipossomas, micelas, dendrimeros, nanoesferas, nanocapsulas, entre outras. Devido a essas
caracteristicas essas particulas podem realizar a entrega do principio ativo em locais de dificil
acesso no organismo (FARAJI et al., 2009; CHEN et al., 2012; SILVA, 2016).

E necessario ressaltar que o sistema fagocitario mononuclear possui a tendéncia de

eliminar essas NPs, desta forma, é necessario que a propriedade da superficie seja planejada
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durante o desenvolvimento em busca de atingir alvos especificos, podendo ocorrer a
incorporacdo de proteinas, anticorpos, glicoproteinas e polissacarideos na superficie dessas
NPs (HE et al., 2010; BISWARO, 2016).

Os macrofagos, células alvo das espécies de Leishmania, sdo conhecidos por
apresentarem uma variedade de receptores de reconhecimento de padrées em sua superficie,
sendo assim, ha a possibilidade do desenvolvimento de NPs que sejam planejadas para obter o
reconhecimento dos receptores presentes na superficie dos macrofagos (GUPTA et al., 2009;
SILVA, 2016). As NPs de metal estdo despertando interesse devido a atividade antibacteriana,
mas diversos estudos tém apresentado atividade significativa de NPs metalicas contra virus,
fungos e parasitas (DELLA PEPA et al., 2017).

2.11.3 Metais de transi¢do na biomedicina

Os metais de transicdo apresentam caracteristicas peculiares que favorecem o
desempenho em funcgdes bioldgicas, sendo elas: a) mais de um estado de valéncia
relativamente estavel; b) ions de metais de transi¢do, formam complexos fortes com anions ou
com a extremidade negativa de moléculas dipolares, e particularmente em suas valéncias mais
baixas, podem se ligar a O, que € uma molécula neutra e simétrica; c) podem apresentar uma
surpreendente multifuncionalidade bioldgica devido a versatilidade nos possiveis ligantes e
pelo arranjo espacial dos mesmos (MALKIN; MALMSTROM, 1970).

Na busca e desenvolvimento de novos farmacos os metais de transicdo surgem como
uma alternativa atraente devido ao seu amplo espectro de acdo, podendo atuar em diversos
compartimentos e organelas dos protozoarios, além da baixa toxicidade em hospedeiros
mamiferos (VELASQUEZ et al., 2017). Diante dessas vantagens diversos estudo tem sido
desenvolvido com diferentes metais de transicdo como cobre, paladio, bismuto e tantalo na
busca por atividade leishmanicida (CHAGAS, 2015; KHAN et al., 2018, PATHAK et al.,
2017; DOMINGOS, 2018).

2.11.3.1 Cobre
O cobre (Cu) € um metal de transicdo com numero atdbmico 29 e massa molecular

63,546 g/mol, com trés estados de oxidacdo acessiveis: Cu’, Cu* e o Cu?*, sendo os dois

Gltimos encontrados nos sistemas bioldgicos (SABINO, 2014). E um micronutriente essencial
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aos organismos que vivem em ambientes ricos em oxigénio, sendo assim, um elemento
biologicamente ativo, exercendo diversas funces bioldgicas como desenvolvimento
embrionario, respiracdo mitocondrial, regulacdo dos niveis de hemoglobina, respiracdo
celular, metabolismo do ferro, biossintese de neurotransmissores, desintoxicacdo por radicais
livres, entre outros (KRUPANIDHI; SREEKUMAR; SANJEEVI, 2008).

Esse metal em geral estd associado a proteinas especificas e as fun¢des desenvolvidas
se enquadram em trés categorias principais: participacdo em reacOes de transferéncia de
elétrons, transporte de oxigénio e transporte ou armazenamento do préprio metal (MALKIN;
MALMSTROM, 1970).

A sua ingestdo pode ser realizada através do consumo de plantas e a maior
concentracdo de Cu €é encontrada no leite materno humano (0,25 a 6,0 mg/L). A absorcao
desse metal ocorre no estdmago e trato intestinal superior, tendo a maior deposicdo em
hepatécitos (KRUPANIDHI; SREEKUMAR; SANJEEVI, 2008).

O transporte e a utilizagdo do cobre envolvem uma interagdo complexa entre
transportadores e proteinas/acompanhantes de ligacdo pois o cobre intracelular precisa ser
mantido em um estado complexo e as concentracfes de cobre intracelular devem ser
extremamente reguladas para evitar o dano oxidativo, visto que ions de cobre livre sdo
extremamente toxicos e podem causar danos ao ADN, proteinas e componentes da membrana.
A presenca em excesso ou total auséncia de cobre esta relacionada a doengas como doenca de
Wilson e doenca de Menkes (TISATO, 2010; KRUPANIDHI; SREEKUMAR; SANJEEVI,
2008; GANDIN et al., 2014).

Além das funcBes bioldgicas o cobre complexado pode desempenhar funcgdes
terapéuticas; estudos como de Gandin et al. (2014) e Porchia et al. (2020) tém sido realizados
sob a inspiracdo dos derivados de Cu®, apresentando resultados em que complexos de cobre(l)
sdo capazes de inibir o crescimento de células tumorais in vitro e in vivo.

Além disso, estudos estdo utilizando complexos de cobre em diferentes estados de
oxidacgdo contra formas promastigotas e amastigotas, os estudos de Arndt et al. (2017), Portas
et al. (2011) e Maffei et al. (2009) apresentam a sintese de complexos de Cu(ll) e
demonstram a atividade leishmanicida contra promastigotas de L. amazonensis.

Outros estudos foram realizados com diferentes espécies de Leishmania causadoras de
LT e leishmaniose visceral, podendo ser citado o estudo de Singh et al. (2017) que testou
salicilaldoxima de cobre (CuSAL) contra promastigotas e amastigotas de L. donovani; Saeed

et al. (2018) testaram complexos de Cu(l) contra formas promastigotas de L. tropica e
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Mendéz-Arriaga et al. (2018) utilizou complexos de cobre(ll) contra formas promastigotas de

L. infantum, L. braziliensis e L. donovani.

2.11.3.2 Paladio

O palédio (Pd) é um metal de transicdo com numero atbmico 46 e massa molecular
106,42 g/mol. Apesar de possuir diversos estados de oxidacéo acessiveis, 0s principais séo Il
e 1V, sendo o Pd(Il) o estado de oxidacdo mais estavel e que pode ser encontrado na forma de
Oxidos, haletos, nitratos e sulfatos (GOIS, 2018).

Atualmente, sabe-se que os compostos de coordenacdo de Pd(Il) apresentam diversas
aplicacdes devido a extensa variedade de ligantes que coordena, entretanto nas ultimas
décadas, o estudo desses complexos foram concentrados no campo das atividades
antiproliferativas e da catalanlise. Novos estudos com esse elemento estdo sendo
desenvolvidos visando identificar fragmentos farmacoféricos para projetar novos
metalofarmacos anticancer bioativos para terapias mais baratas e seguras (KHAN et al.,
2018).

Os complexos de palédio destacam-se atualmente devido a atividade antitumoral
comparavel ou superior a cisplatina, visto que apresentam similaridades estruturais com os de
platina, além de apresentar melhor solubilidade e menor toxicidade, tendo como propriedade a
interacdo com ADN e ARN (4cido ribonucleico) (PASSALACQUA, 2018; GOIS, 2018);
além de atividades antimicobacteriana e antiprotozoaria (SOUZA, 2017).

Diversos estudos tém apresentado resultados da atividade de complexos de Pd contra
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania spp., podendo ser citado o estudo
realizado por Khan et al. (2018) em que complexos de Pd(ll) foram testados contra formas
promastigotas de L. tropica e Cunha et al. (2020) e Velasquez et al. (2017) que testaram

complexos de Pd(Il) contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.
2.11.3.3 Tantalo
O tantalo € um metal de transi¢cdo, com numero atbmico 73 e massa molar 180,9479

g/mol, sendo este muito utilizado na industria para a producdo de componentes eletrénicos e

equipamentos que necessitam de alta resisténcia mecanica ou quimica (KIM et al., 2016), este
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metal tem recebido destaque visto que o Brasil é detentor de 98% das reservas
comercialmente viaveis, sendo o segundo maior produtor de Ta (USGS, 2017).

Quanto a aplicacdo biomédica o Ta tem sido relatado como um dos principais
componentes em implantes e préteses, visto a sua resisténcia e baixa capacidade de rejeicao
(CHELLAN; SADLER, 2015), outros relatos incluem aplicabilidade como possivel
antitumoral e antiparasitario (CABALLERO; SALAS; SANCHEZ-MORENO, 2014;
DOMINGOS, 2018). Além disso, sabe-se que o tantalo esta presente em quantidades
mensuraveis no organismo humano, cerca de 0,2 mg, entretanto sem funcdo biologica
definida (GREENWOOD, 2003).

Apesar do pouco conhecimento a respeito da aplicagdo biomédica, bem como o
conhecimento da funcdo biologica, esse metal destaca-se, pois, apresenta caracteristicas
semelhantes ao antimdnio (Sb), como baixa toxicidade e possibilidade de producéo de 6xidos,
além de ser atrativo comercialmente (KIM et al., 2016).

O estudo de Domingos (2018) é o Unico relato do uso de nanoparticulas de tantalo
para o tratamento experimental da leishmaniose cutanea, demonstrando que houve eficacia in
vitro contra as espécies L. amazonensis e L. guyanensis, ndo apresentando citotoxicidade em
modelos in vitro, porém em ensaios experimentais in vivo com infeccdo de Mesocricetus
auratus por L. amazonensis e L. guyanensis, houve o agravamento na evolucdo das lesdes

cutaneas.

2.11.3.4 Bismuto

O bismuto (Bi) é considerado um metal (ou semi-metal), localizado no grupo 15 da
classificacdo periddica, com nimero atdmico 83 e massa molar 208,9, com dois estados de
oxidacdo predominantes, sendo eles o trivalente e o pentavalente. Biologicamente sabe-se que
este metal esta associado a intera¢cdes com nucleosideos/nucleotideos; aminoacidos/peptideos
e proteinas/enzimas, dessa forma esse metal desperta interesse no estudo para identificacéo de
possiveis alvos de medicamentos a base de Bi (SUN et al., 2011; KEOGAN; GRIFFITH,
2014), além disso outro fator notavel é a baixa toxicidade desse metal (KANATZIDIS; SUN;
DEHNEN, 2020).

Na medicina os efeitos adstringentes, anti-sépticos e diuréticos de compostos de Bi séo
conhecidos e aplicados desde os tempos alquimistas, e embora tenha sido utilizado

amplamente para o tratamento de sifilis, a demanda desses medicamentos diminuiu
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drasticamente ap06s o surgimento dos antibioticos. A retomada da utilizagdo de composto de
Bi ocorreu apds a descoberta deste elemento como um principio ativo promissor para o
tratamento de disturbios gastrointestinais, alguns medicamentos mais famosos sdao o Pepto-
Bismol (subsalicilato de bismuto) e De-Nol (subcitrato de bismuto coloidal) (KEOGAN;
GRIFFITH, 2014).

Recentemente, pesquisas com Bi buscam desenvolver novos agentes de contraste de
imagem, compostos bioativos de bismuto como farmacos antiinflamatérios, metalodrogas
com atividade antimicrobiana, antitumoral e antileishmania (KANATZIDIS; SUN;
DEHNEN, 2020).

Estudos recentes foram realizados com complexos de Bi(lll) e Bi(V) avaliando
atividade antileishmania; Andleeb et al. (2019) avaliou a atividade de sete complexos de
Bi(V) contra formas promastigotas de Leishmania tropica (kwh23) e no estudo realizado por
Pathak et al. (2017) dois complexos de Bi(lll) obtiveram resultados promissores em
promastigotas de Leishmania major.

2.12  Vias alternativas de tratamento na Leishmaniose Tegumentar

Ha cerca de 40 anos atras o termo “farmacocinética” foi introduzido para denominar o
estudo da absorcdo, distribuicdo, biotransformacdo e excre¢do do farmaco no decurso do
tempo. Sendo a absorcdo o primeiro dos passos cinéticos e para que esta ocorra a droga
precisa ser introduzida ou administrada no organismo (SCHELLACK, 2005).

As drogas podem ser administradas sistemicamente ou aplicadas por via tdpica; as vias
sistémicas sdo utilizadas quando ha necessidade de absor¢do pela circulagdo sanguinea para
qgue a droga seja efetiva, em quanto que na via topica a absorcdo ocorre em uma area
especifica da superficie corporal onde exercerdo um efeito localizado. As vias mais utilizadas
no tratamento da leishmaniose sdo intramusculares, endovenosa e intralesional
(SCHELLACK, 2005; BRASIL, 2017).

Apesar das vantagens da administracdo dos medicamentos por via sistémica, 0 DNDi
(2018b) considera o tratamento da leishmaniose como de dificil administracdo, além de se
tornarem muitas vezes de longa duragdo e/ou necessitem de hospitalizacdo, o que
consequentemente acarreta na desisténcia do tratamento.

Frente as dificuldades encontradas no tratamento da leishmaniose, hé a necessidade da

busca por tratamentos alternativos, especialmente visando o desenvolvimento de formulagdes
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para o tratamento topico e oral que possam ser mais eficazes e com efeitos adversos menores.
Neste contexto, o tratamento tdpico torna-se uma abordagem atraente para formas clinicas
simples de LC que ndo exijam terapia sisttémica, além disso formulacGes topicas podem
oferecer vantagens significativas como facilidade de administracdo, menores efeitos adversos
e relacdo custo-beneficio (NASSIF et al., 2017).

Entretanto, para a utilizacdo dessas formulagdes topicas deve-se levar em consideracao
varios fatores como a preparacdo da formulacéo (solubilidade, propriedades fisico-quimicas,
pH, viscosidade) e as varias barreiras na pele (condi¢bes da pele, hidratagdo, microflora, pH,
temperatura, metabolismo, efeitos dos solventes, agentes bioquimicos, transpiracdo)
considerando que a mesma é constituida de diversas camadas, sendo elas: camada cornea,
epiderme, derme, hipoderme e os apéndices (foliculos capilares, glandulas sebaceas,
glandulas écrinas e glandulas apdcrinas) (GARNIER; CROFT, 2002).

Outra consideracdo importante refere-se as diferentes manifestacoes clinicas que a LT
apresenta, visto que as condi¢des da pele podem apresentar caracteristica de favorecimento a
formulacGes topicas como a presenca de lesdes abertas em que ha perda das propriedades de
barreira da camada cornea ou a presenca de espessamento epitelial e formacéo de escara que
pode apresentar um impedimento adicional a absor¢cdo (GARNIER; CROFT, 2002; NASSIF
etal., 2017).

Dessa forma, o desenvolvimento de formulacgdes topicas deve considerar propriedades
fisico-quimicas e o efeito na liberacdo percutdnea de absorcéo e retencdo de drogas nos locais
de infeccdo na derme, sempre ressaltando que a eficacia terapéutica ird depender da
permeacao adequada e da poténcia farmacolégica (GARNIER; CROFT, 2002; NASSIF et al.,
2017).

2.12.1 Pomadas

As pomadas sdo preparagdes semissolidas, de consisténcia mole, destinadas ao uso na
pele e/ou mucosas, sendo utilizadas como lubrificantes ou hidratantes, ou para aplicacdo de
substancias ativas na pele, com fim protetor, terapéutico ou profilatico, quando se deseja
promover um efeito oclusivo. Quando aplicadas sobre a pele devem amolecer ou fundir-se
com a temperatura corporal, necessitando em algumas circunstancias de pequenos esforcos
mecanicos na aplicacdo. Comumente as pomadas apresentam atividade terapéutica mais
efetiva quando comparado aos cremes, entretanto, hd uma predilecdo dos pacientes ao uso de
cremes (OTTO, FRANCA, HOEFLER, 2018; PATRICIO, 2018).
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As pomadas podem ser obtidas a partir da incorporagdo (ndo necessita de
aquecimento) ou fusdo (necessita de aquecimento). As preparagcdes a temperatura ambiente
(TA), apenas utilizando método de mistura sem aquecimento sdo indicadas como de melhor
conduta visto que possuem a capacidade de melhor preservacao do principio ativo e melhores
caracteristicas quanto a espalhabilidade (PATRICIO, 2018).

As pomadas podem ter caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas; usualmente as
pomadas hidrofobicas possuem efeito emoliente, sdo de dificil remogdo, ndo “secam” ou
alteram visivelmente com o tempo, além disso, servem para manter o farmaco em contato
prolongado com a pele e agem como curativos oclusivos. Sdo em geral constituidas de anidras
e absorvem apenas pequenas quantidades de agua, utilizando como bases para sua formulagéo
hidrocarbonetos insoltveis em agua, como parafinas, 0leos vegetais, gorduras animais, ceras,
entre outras (OTTO, FRANCA, HOEFLER, 2018).

As pomadas tipicamente hidrofilicas sdo misciveis e removiveis com agua, de base
gordurosa (hidrofébica) na qual um agente emulsificante A/O (gordura de lanolina, &lcool de
lanolina, éster de sorbitano, monoglicerideo ou alcool graxo) é incorporado para torna-las
hidrofilicas (OTTO, FRANCA, HOEFLER, 2018).

A escolha da base para a formulacgdo deve considerar diversos fatores, como a natureza
do farmaco, a acdo desejada, a biodisponibilidade, as condi¢des clinicas do local em que sera
aplicado e estabilidade fisica e quimica (OTTO, FRANCA, HOEFLER, 2018).



60

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar uma avaliacdo pré-clinica de complexos (cobre e paladio) e nanoparticulas
(tintalo e bismuto) metélicas para o tratamento da leishmaniose cutanea.

3.2 Objetivos especificos

Capitulo 1

- Avaliar o efeito in vitro do complexo de cobre(l) em formas evolutivas de Leishmania
SPP.;

- Determinar a citotoxicidade in vitro do complexo de cobre(l) em macr6fagos
peritoneais murinos e mondcitos humanos;

- Investigar a eficicia in vivo do complexo de cobre(l) no tratamento experimental de

leishmaniose cutanea em hamsters (Mesocricetus auratus) infectados por Leishmania spp.

Capitulo 2

- Sintetizar complexos de paladio(ll);

- Avaliar o efeito in vitro dos complexos de paladio em formas evolutivas de
Leishmania spp.;

- Determinar a citotoxicidade in vitro dos complexos de paladio em macréfagos

peritoneais murinos.

Capitulo 3

- Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de tantalo;

- Avaliar o efeito in vitro de nanoparticulas de tantalo em formas evolutivas de
Leishmania spp.;

- Determinar a citotoxicidade in vitro das nanoparticulas de tantalo em macréfagos
peritoneais murinos;

- Investigar a eficacia in vivo das nanoparticulas de tantalo no tratamento experimental

de leishmaniose cutanea em camundongos (Mus musculus) infectados por Leishmania spp.
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Capitulo 4
- Avaliar o efeito in vitro de nanoparticulas de bismuto em formas evolutivas de
Leishmania spp.;

- Determinar a citotoxicidade in vitro de nanoparticulas de bismuto em macréfagos

peritoneais murinos.



