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Resumo da Monografia

As Doencas Negligenciadas ou doencas tropicais, advém de um conjunto de
factores biologicos, ecoldgicos e evolutivos, com uma elevada incidéncia nos paises de
clima tropical. A situacdo econdmica desfavoravel e o baixo desenvolvimento, estdo
também directamente relacionados com a sua ocorréncia. Estas doencas representam um
encargo significativo para a salde em certas partes do mundo. Os medicamentos
disponiveis no tratamento das mesmas nao sdo capazes de atender as suas necessidades
clinicas. Como tal, tem havido um esforco significativo para o desenvolvimento de
novos sistemas terapéuticos ao longo dos Ultimos anos. Estes desenvolvimentos tém
sido liderados por vérias instituicdes ou agéncias governamentais com o intuito de obter

progressos a concepc¢do de novos farmacos contra estas afeccdes.

Os temas abordados neste estudo incidirdo essencialmente sobre a Leishmaniose
e a Doenca de Chagas. Ambas sdo causadas por diferentes protozoarios, desenvolvendo

diferentes manifestacdes e sintomatologia, dependendo da espécie.

Os sistemas terapéuticos (ST) convencionais apresentam inimeras resisténcias,
pelo que este estudo visa a descricdo de novos sistemas terapéuticos (NST) com o
intuito de melhorar a biodisponibilidade dos farmacos no respectivo local de accao.
Entre eles distinguem-se os lipossomas, niossomas, nanoparticulas de lipidos sélidos,
nanoparticulas poliméricas, nanoemuls@es, micelas, entre outros que serdo abordados ao

longo deste trabalho.

Palavras-chave: novos sistemas terapéuticos, doencas negligenciadas, novas
abordagens terapéuticas, nanoparticulas, nanotransportadores, novos tratamentos,
doenca de Chagas, Leishmaniose, Tripanossomiase americana, combinacdes de

farmacos, nanotecnologia, Leishmania, terapia medicamentosa, agentes antiparasitarios



Novos Sistemas Terapéuticos para o tratamento de doencas negligenciadas provocadas por protozoarios
- Especial énfase para Leishmaniose e Doenca de Chagas -

Abstract

Neglected diseases or tropical disorders, come from a number of biological,
ecological and evolutionary factors, with high incidence in tropical countries. The
unfavorable economic situation and the low development, are also directly related to its
occurrence. These diseases represent a significant burden to health in certain parts of the
world. The drugs available for treating these diseases are not able to satisfy their clinical
needs. However, over the last years, there has been a significant effort at developing
DDS. Several institutions or governmental agencies have been leading these
developments in order to obtain progress when developing new drugs against these

diseases.

The discussed themes in this study will coincide essentially on leishmaniasis and
Chagas disease. Both are caused by different protozoa, and develop different

manifestations and symptoms, according to the specific species.

The conventional therapeutic systems already present a lot of resistances, and
the intent of this study is the discovery of DDS looking to improve the drugs
bioavailability in the respective place of action. These include liposomes, niosomes,
solid lipid nanoparticles, polymeric nanoparticles, nanoemulsions, micelles, among

others that will be addressed throughout this work.

Keywords: drug delivery systems, neglected diseases, new approaches, nanoparticles,
nanocarriers, new treatments, Chagas diseases, Leishmaniasis, American
Tripanosomiasis, drug combinations, nanotechnology, Leishmania, drug therapy,

antiprotozoal agents
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Lista de Abreviaturas

DC - Doenca de Chagas

DTN — Doencas Tropicais Negligenciadas
LV — Leishmaniose Visceral

LC — Leishmaniose Cutanea

LT — Leishmaniose Tegumentar

LCD - Leishmaniose cutanea difusa
LMC — Leishmaniose mucocutanea

DN — Doencas Negligenciadas

SDN - Sociedade das Nagoes

OMS - Organizacdo Mundial de Saude
BNZ — benzonidazol

ITZ — itraconazol

ETZ - etanizole

NF - nifurtimox

AmB - anfotericina B

SDF — sistemas de distribuicdo de farmacos
NST — novos sistemas terapéuticos

ST — sistemas terapéuticos

SNC - sistema nervoso central

GI — gastrointestinal

Vd — volume de distribuicéo

PEG — polietilenoglicol

PLGA - acido poli-lactico-co-glicélico
DDS - Drug Delivery Systems

PCR — reaccdo em cadeia da polimerase
p.e. — por exemplo

CI — contra-indicado

NLS — nanoparticulas de lipidos sélidos
IV — intra-venosa

MPS — sistema fagocitico mononuclear

VIH — Virus Imunodeficiéncia Humana
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Objectivos do Trabalho

Esta revisdo bibliografica teve como principais objectivos:

e a analise do estado da arte das doencas tropicais negligenciadas, com
especial énfase para Leishmaniose e a Doenca de Chagas;

e apresentar uma breve revisdo dos tratamentos farmacologicos classicos,
bem como as suas limitagOes e potenciais resisténcias;

e avaliar as novas abordagens terapéuticas, incluindo produtos a base de
plantas;

e apresentar novos sistemas terapéuticos em estudo ou desenvolvimento

para o tratamento destas patologias.

12
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INTRODUGCAO

1.1 Definicao de doencas negligenciadas

Num periodo assinalado pelas variadas alteracdes tecnoldgicas, parece
incoerente abordar uma questdo que expde a falta das mesmas, bem como investigacao
e concepgao no ambito da salde. O capitulo das Doencas Negligenciadas (DN), trata de
um conjunto de patologias propagaveis, em grande parte provocadas por protozoarios,
cuja transmissdo é efectuada por meio de vectores, sendo a terapéutica diminuta,

instavel ou ultrapassada (Santos, 2013).

Estas patologias sdo igualmente denominadas de doencas tropicais, ja que
surgem por associagdo de condigdes ambientais, financeiras e evolutivas, o que justifica
a sua elevada ocorréncia nas regibes de clima tropical. Contudo, este incidente,
apresenta também ligacdo com condigdes socio-econdmicas adversas e com reduzido

crescimento, atingindo mundialmente um elevado nimero de pessoas (Silva, 2013).

As afecgdes parasitarias sendo doencas provocadas por protozoarios e helmintos,
sdo fonte de varias complicacBes que conduzem anualmente a um elevado nimero de
Obitos. O peso universal destas patologias & acentuado pela privacdo de vacinas
autorizadas, o que implica a criacdo de farmacos fiaveis e infaliveis destinados a sua
prevencdo e tratamento. Lamentavelmente, onde ha acesso aos medicamentos, 0 seu uso
estd a tornar-se mais restrito devido as resisténcias dos parasitas a esses farmacos
(Katherine, 2014).

Os tratamentos destinados ao combate destas doencas dificilmente retractam a
necessidade clinica. Contudo, no decorrer dos Ultimos tempos, tem-se verificado um
consideravel empenho para o desenvolvimento de novas terapias para estas patologias
(Gilbert, 2013).

H& programas governamentais que visam a luta contra estas patologias, no
entanto, planos para lutar contra as doencgas tropicais propriamente ditas, até agora ndo

alcancaram semelhante contributo financeiro.

14



Novos Sistemas Terapéuticos para o tratamento de doencas negligenciadas provocadas por protozoarios
- Especial énfase para Leishmaniose e Doenca de Chagas -

Na Tabela 1 estdo registadas as treze afec¢cdes mais vulgarmente descritas como
doencas tropicais negligenciadas bem como a sua extensdo mundial que se encontra
expressa na Figura 1. Estas patologias atingem, maioritariamente, pessoas com
condicgdes econdmicas precarias podendo originar mais tarde inaptidéo fisica.

Da analise da Tabela e da Figura 1 podem retirar-se algumas conclusfes
pertinentes, designadamente:

a) verificam-se demasiadas sobreposi¢cdes geograficas nessas afeccdes;
b) 0s habitantes de cada area sdo afectados por distintos parasitas ou exibem

concomitantemente variadas doencas negligenciadas.

Apenas por si, este segundo aspecto poderia justificar a procura de farmacos
mais abrangentes na luta contra este tipo de doencas. Porém determinados parametros
favorecem o surgimento de obstaculos a esta procura, como, por exemplo, o desgaste
socioeconémico dessas populacdes, e a reduzida expectativa de retorno econémico as

industrias farmacéuticas.

Tendo em conta os factores acima enunciados, verifica-se que menos de 1% de
todos os novos farmacos em concepgdo nos ultimos 30 anos se destinam ao tratamento

das doengas tropicais.

Essas décadas de reduzido progresso terapéutico, juntamente com o dilema de
salde que estas patologias acarretam, tém conduzido tentativas continuas no sentido de
criar novos farmacos. Tendo em conta o facto de ndo se tratarem de prioridades
terapéuticas, o investimento no tratamento de DN tem sido aplicado a outras patologias

de incidéncia inferior, contudo com impacto directo na América do Norte e Europa.
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Tabela 1. Lista das 13 DTN classificadas segundo a sua prevaléncia, [adaptada de Pita

etal., 2011]
Doenga Prevaléncia Global | Populagdo RegiGes de Prevaléncia
(milhGes) em risco
Asacaridiase 807 4,2 bilhdes Sul e Leste Asiatico, llhas do Pacifico, Africa
Subsaariana, india, China, América Latina e
Caribe
Tricuriase 604 3,2 bilhdes Sul e Leste Asiatico, llhas do Pacifico, Africa
Subsaariana, india, América Latina e Caribe
Ancilostomose 576 3,2 bilhdes Sul e Leste Asiatico, llhas do Pacifico, Africa
Subsaariana, india, América Latina e Caribe
Esquistossomiase 207 779 milhGes Africa subsaariana, América Latina e Caribe
Filariose Linfatica 120 1,3 bilhGes Sul e Leste Asiatico, Ilhas do Pacifico, Africa
Subsaariana
Tracoma 84 590 milhdes | Meio-Leste e Norte Africano, Africa Subsaariana
Oncocercose 37 90 milhdes Africa subsaariana, América Latina e Caribe
Leishmaniose 12 350 milhdes | Sul Asiatico, Africa Subsaariana, india, América
Latina e Caribe
Doenca de
Chagas 8a9 25 milhdes América Latina e Caribe
Africa subsaariana, india, América Latina e
Hanseniase 0,4 Ndo Caribe
Determinada
Tripanossomiase 0,3 60 milhdes Africa Subsaariana
Africana
Dracunculiase 0,01 Ndo Africa Subsaariana
Determinada
Ulcera de Buruli N3o N3o Africa Subsaariana

Determinada

Determinada

Figura 1. Mapa da sobreposicdo geografica das DTN (abordadas na Tabela 1),
[adaptada de Pita et al., 2011]

008 OO0

1 Tipo de doenga

2 Tipos de doencas
3 Tipos de doencgas
4 Tipos de doencas
5 Tipos de doencgas

6 Tipos de doencas
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Como resultado desse cenario, ha certas empresas que se tém encarregado
exclusivamente pela concepcdo de farmacos para este tipo de doengas. Contudo, ha
particularidades especiais no decurso da génese de farmacos para estas doengas, tais
como (Pita, 2011):

e Reduzido preco de fabrico

e Elevada biodisponibilidade via oral

e Tolerabilidade dos efeitos adversos

e Eventualidade para co-administracdo com outros farmacos

o Eficacia em doses menores

e Possibilidade de restabelecimento tanto em fase aguda como croénica

e Auséncia de obrigatoriedade de internamento para a sua ministrag&o.

DN sdo doencas que para além de predominarem em contextos de pobreza, ainda
cooperam para a subsisténcia do panorama de disparidade, uma vez que revelam
vigoroso obstaculo a evolucdo dos paises. Esta designacdo, conforme mencionado
anteriormente, alude a um grupo de doencas provocadas por agentes infecciosos e
parasitarios (virus, bactérias, protozoarios e helmintos) que sdo endémicos em areas de

rendimento limitado (Campos, 2010).

Estas patologias tém grande incidéncia em paises emergentes nos quais as
condicdes higiénicas e de salde sdo débeis, colaborando deste modo, para o incremento
das taxas de morbi-mortalidade acoplados a esse conjunto de patologias. Devido aos
efeitos adversos (p.e. reduzida eficacia, quantia acentuada e elevada toxicidade, entre
outros) das terapéuticas disponiveis, verifica-se um impedimento no tratamento dessas

doencas, que afecta a sua adesdo (Oliveira, 2014).
1.2 Aspectos gerais da Leishmaniose e Doenca das Chagas
A Leishmaniose é uma patologia cronica provocada por um protozoario
intracelular pertencente a familia Leishmania. Atinge elevado numero de individuos
mundialmente, e é endémica em diversos paises. Para certos paises em evolucdo, a

leishmaniose € uma critica questdo de satde colectiva. Tendo em conta que a afeccao é
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endémica também no Sul da Europa, pessoas que se deslocam para esses locais
possuem uma grande probabilidade de serem contagiadas. Devido a uma progressiva
ocorréncia desta patologia, a sua importancia tem-se expandido grandemente. Este
incremento esta, de certa forma, associado aos emigrantes, deslocacdes, guerra,
habitacdo de novas regides, normas de vigilancia inadequadas em determinados paises,
e outras situacdes que tém contribuido para um incremento dos casos de leishmaniose
pelo mundo. S&o vérios os tipos de Leishmania reconhecidos conforme as
manifestacdes clinicas. A doenca apresenta-se segundo quatro modelos: leishmaniose
cutanea (LC), que atinge a superficie da pele; leishmaniose mucocutanea (LMC) que
afecta a superficie da pele e das mucosas; leishmaniose cutanea difusa (LCD);
leishmaniose visceral (LV), que afecta 6rgdos do sistema reticuloendotelial (Lupi,
2009).

A doenca é transmitida pela picada de um insecto flebotomineo, que funciona
como vector (Figura 2). Durante a fase adulta, este insecto adequa-se naturalmente a
diversos meios e quando se encontra na fase larvar cresce em ambientes terrestres
hamidos, com reduzida claridade e com matéria organica em abundancia.

Os reservatérios da doenca podem ser o cdo, 0S marsupiais € a raposa que
operam como conservadores do periodo evolutivo da mesma. A possibilidade do
homem ser uma fonte de infec¢do para LV é um assunto de discussdo, no entanto, ndo

se verifica transmissdo de pessoa a pessoa, nem de animal a animal. (Silva, 2013)

Em Portugal, a leishmaniose é uma zoonose provocada pelo parasita L.infantum,
no qual o cdo € o principal hospedeiro e o reservatdrio primario para a infeccao visceral
humana. As espécies vectoriais sdo Phlebotomus perniciosus e P.ariasi. As mudancas
de clima como o incremento da temperatura, poderdo conduzir a exacerbacdo da
propagacdo da doenca tanto em animais como em humanos, aumentando a prevaléncia
da mesma. No nosso pais, a doenca tem predominio infantil, embora esta tendéncia
tenha vinda a diminuir, com um aumento mais acentuado desta patologia em adultos,
nomeadamente portadores de VIH/SIDA. Embora a LC tenha pouca incidéncia em
Portugal, estima-se que sejam diagnosticados cerca de 10 novos casos por ano. Além
disso, a leishmaniose canina tem aumentado cerca de 20% em localidades de areas

endémicas (nomeadamente Lisboa e Algarve) (Campino, 2010).
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Figura 2. Ciclo de vida da Leishmaniose, [adaptada de CDC / DPDx]
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A LC expressa-se como uma Ulcera na zona da ferroada e geralmente cura-se por
si sO, podendo originar uma pequena cicatriz (Figura 3). J4 a LCD é mais complexa,
produzindo lesdes que se difundem ao longo da pele e com menor capacidade de
recuperacdo. Com o tipo LMC surgem inicialmente feridas na pele, que podem
disseminar para as membranas mucosas do rosto e caso ocorra inflamacdo pode
conduzir especialmente a erosdo das fossas nasais e da cavidade bucal. As lesdes da
pele pela LV, demoram cerca de 2 a 8 meses para Se propagar em respostas
inflamatorias graves que podem atacar o figado e baco e até levar a morte se ndo forem
tratadas (Barrett, 2012).

Figura 3. Exemplo de uma leséo cutanea (esquerda) provocada pelo vector da

Leishmaniose (direita), [adaptada de LookForDiagnosis.com]
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No que diz respeito ao diagnostico é primordial a identificacdo microscépica de
parasitas, particularmente, a detecgdo de amastigotas em amostras de tecido, reaccdo em
cadeia da polimerase (PCR), testes serologicos, imunofluorescéncia, entre outros
(Barrett, 2012).

A Doenca de Chagas (DC), da qual o agente etioldgico é o Trypanossoma cruzi,
é uma das doencas negligenciadas mais relevantes que atinge variados paises. O modo
habitual de transmissdo da DC da-se por meio de vectores, consistindo em
aproximadamente 80% dos eventos de contagio da patologia, e ocorre atraves do
contacto do homem com o0s excrementos contaminados do insecto (do genero
Triatoma), que é o portador. Este por sua vez, infecta-se ao nutrir-se por intermédio de
um dos incontaveis hospedeiros existentes no meio ambiente, possibilitando a
propagacao da afeccdo a outro mamifero, abrangendo o homem. A transfusdo de sangue
e seus hemoderivados é um outro modo de difusdo da doenga, ou por Vvia
transplacentéaria, em qualquer estadio da doenca ao longo da gestacao.

Contudo, a transmissdo sanguinea ndo apresenta até agora predominio.
Presentemente, a ingestdo de comidas infectadas com o T.cruzi, assenta na principal
forma de disseminacdo da doenca ao homem. A transmissao oral da DC tem despontado
de forma inesperada, igualmente, em regides ndo endémicas onde o vector parecia estar
sob dominio, devido a exposicdo de alimentos as fezes do triatomineo. As
microepidemias concebidas segundo esse modo de propagacdo, levam a sérias

circunstancias fatidicas (Silva, 2013).

Figura 4. Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi, [adaptada de CDC / DPDx]
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Posteriormente a entrada no hospedeiro, os parasitas infectam as células deste e
diversificam-se em formas amastigotas reprodutivas (Figura 4). A fase aguda de
contagio engloba respostas inflamatérias e sintomas comuns como febre, mal-estar, e
outros. E habitual a ocorréncia de edema facial, particularmente em torno dos olhos.
Pode seguir-se um periodo assintomatico bastante extenso e impreciso, durante o qual, a
descoberta de parasitas é bastante trabalhosa. Esta etapa pode prolongar-se por mais 10
anos. Em certas circunstancias, pode verificar-se uma crescente lesdo inflamatéria como
reaccao aos parasitas residuais, por vezes fatal para o coracdo, esofago, colon ou outros
Orgaos.

Além do diagnoéstico sintomético e microscopia de fase aguda (enquanto se
conseguem localizar tripomastigotas no sangue), é executado habitualmente o
diagnostico serolégico do antigénio de T.cruzi para deteccdo de anticorpos. Podem
também ser realizadas técnicas de PCR, ensaios clinicos, estudos de vigilancia,

xenodiagndstico e hemocultura (Barrett, 2013).
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2.1. Tratamentos tradicionais e suas limitacdes

Na realidade, Leishmaniose e DC, sédo exemplos de DTN que tém sido alvo de
reduzido reparo por parte do governo e industria farmacéutica. Nos Ultimos 15 anos o
arremesso global em medicamentos antiparasitarios resumiu-se a 0,1% do capital
universal empregue. (Vermelho, 2014)

Ambas as patologias, Leishmaniose e DC, sdo originadas por parasitas
taxonomicamente relacionados e que tém particularidades morfologicas e bioquimicas
analogas.

Os farmacos presentemente empregues no tratamento destas patologias padecem
de problemas de toxicidade, efectividade inconstante, formalidades para gestdo e/ou
observancia de regulamentos de terapia parenteral. As duas doencas apresentam poucos

medicamentos ou tratamentos em evolucao clinica.

Em contrapartida, para a Leishmaniose tem-se verificado um avango
consideravel com anfotericina B lipossomal (AmBisome®), miltefosine e
paramomicina.

Ainda assim, as investigacOes apresentam até agora muitas lacunas e aspectos
inconcludentes. Importa salientar 4 particularidades da biologia da Leishmania
especialmente referentes a actividade do farmaco:

a) A localizacdo intracelular da forma amastigota;

b) Distintas exigéncias de farmacocinética no transporte das substancias

activas ao nivel do figado, baco, medula 6ssea em LV ou pele em LC;

C) VariagBes consideraveis na susceptibilidade aos medicamentos, dos 17
géneros de Leishmania que ddo origem a Leishmaniose em seres
humanos;

d) Efeito da imunossupressao ligada a Leishmaniose, que podem reduzir a

eficacia de certos medicamentos.

A auséncia de vacina humana contra leishmaniose promove a quimioterapia
como procedimento de eleicdo no combate a estas patologias. Embora haja varios
guimioterapicos contra a leishmaniose humana, grande parte deles baseiam-se em novas

formulacdes de farmacos antigos. (Vermelho, 2014)
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Os medicamentos de escolha para o tratamento de todas as formas de
leishmaniose, tém sido os antimoniais pentavalentes. O Antiménio Pentavalente,
actualmente com alto grau de resisténcias na india, mantém a sua utilidade terapéutica
em outras areas do globo. A sua aplicacdo é contudo restrita, devido a extensa
durabilidade do tratamento, administracdo parenteral, descricdo de efeitos tOxicos
marcadamente mortais, nomeadamente para o coragdo, figado e rins. A sua estrutura
quimica é ainda pouco conhecida. Assim como acontece com a LV, ha terapéuticas com
uso restrito também para LC (Michael, 2012).

Nos estados de lingua inglesa, a formulacdo comercializada € o estibogluconato
de s6dio (Pentostam®), ao passo que nas nacionalidades de lingua francesa, espanhola e
portuguesa, O agente terapéutico utilizado é antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®). N&o obstante 0s sucessivos insucessos na terapéutica com o0s
antimoniais pentavalentes, subsistem até entdo como os medicamentos de primeira linha
contra todos os tipos de leishmaniose por apresentarem maior efeito farmacoldgico a
preco inferior, comparativamente aos medicamentos de segunda opgé&o.

A Anfotericina B € um antibidtico poliénico usado como antifingico, com
elevada accdo contra promastigotas e amastigotas. Este medicamento é usado em
segunda opc¢do, ja que apresenta variadas reaccdes laterias e, como tal, sé deve ser
utilizado quando o tratamento com antimoniais nao € eficaz (Oliveira, 2013).

Este farmaco, é presentemente na India, a terapéutica de escolha depois que o
antimoénio pentavalente deixou de ter actividade. Este agente terapéutico encontra-se
presentemente na lideranca do tratamento de LV, numa sequéncia de formulagcbes a
base de lipidos para a terapia de micoses sistémicas em doentes imunocomprometidos.
Entre os que evidenciaram aptiddo para o tratamento de LV, somente a formulacdo
lipossomal, AmBisome®, estd patenteada para a LV em algumas partes do mundo.
Apesar de haver ja alcancado um pequeno custo ajustado com os fabricantes, sSd0
indispensaveis multiplas ampolas para o tratamento de curso Unico, e permanecem
discutiveis quanto as reacgdes laterais e estabilidade de temperatura. Foram também
confirmadas variacGes locais nos resultados obtidos com os tratamentos LV. Portanto, o
emprego universal de AmBisome® para LV exige uma analise mais austera em

confinadas regides do mundo (Michael, 2012).
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A Pentamidina é uma diamina aromatica que parece apresentar acentuada
actividade como terapia de substituicdo aos antimoniais. No entanto, devido a sua
toxicidade, o seu uso é bastante limitado (Oliveira, 2013).

Em anos anteriores, 0 aminoglicosideo Paramomicina mostrou apresentar efeito
antileishmanicida. Mais tarde, alguns ensaios manifestaram grande éxito com esta
terapia e a prego reduzido. Contudo, novamente de acordo com distintas respostas de
cura consoante diversas localizagbes, 0 mesmo nao € empregue em monoterapia por

estas disparidades serem inconclusivas.

Em contrapartida, o Miltefosine foi o tratamento oral primordial para LV com
efeito antileishmanicida. Esta substancia apresenta 94% de actividade e foi o
antiparasitario exclusivamente sujeito a testes de fase IV. Contudo, ha no entanto certos
quesitos relativos a sua aplicacdo que compreendem: (i) possibilidade de malformacdes
no feto; (ii) possiveis recidivas ao fim de 28 dias de tratamento e limitada cooperacao

do doente; (iii) cuidados de acordo com resisténcia aos farmacos (Michael, 2012).

A Sitamaquina, conhecida quimicamente como 8-aminoquinoina, é o Unico
agente terapéutico que foi concebido para tratamento da LV. O beneficio deste
medicamento € a administracdo oral. Contudo, embora apresente relevante efeito
terapéutico foram verificadas algumas reac¢fes adversas: vomitos, dispepsia, cianose,
sindrome nefrético e outros. Este farmaco em doses elevadas inibe a mobilidade,
estrutura e desenvolvimento do parasita. Ainda assim, sdo imprescindiveis mais ensaios
para compreender a eficacia, mecanismo de ac¢do e toxicidade deste composto (Singh,
2012).

Os triazois e imidazdis, conhecidos como agentes antiflngicos, também exibem
actividade contra algumas espécies de Leishmania, contudo apresentam limitacGes de

solubilidade em &gua que limitaram ensaios posteriores (Pham, 2013).

Os medicamentos actualmente aplicados no tratamento de LV e LT como
Pentostam®, Glucantime®, Pentamidina e Anfotericina B ndo apresentam efeitos
terapéuticos se administrados oralmente e necessitam de administragdo parenteral a
longo prazo. Adicionalmente, estes agentes quimioterapéuticos sdo extremamente

dispendiosos e originam efeitos laterais marcados devido a sua acentuada toxicidade.
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Em conjunto todos estes aspectos conduzem a minima cooperacdo dos doentes
com a terapia ou desisténcia da mesma. Por outro lado, a quebra da terapéutica produz
um enorme impacto na disseminacdo da afeccdo e aparecimento de estirpes resistentes

aos medicamentos (Vermelho, 2014).

No que diz respeito a DC, sendo esta uma patologia reportada ha mais de 100
anos, apresenta desde cedo, uma narrativa de sucessivos esforgos de controlo
terapéutico. Entre eles destacam-se: - compostos quimicos com respostas duvidosas e
contestaveis, nomeadamente violeta de genciana (usado até entdo como profilactico em
bancos de sangue); - farmacos aplicados na clinica para tratamento da DC, mais

concretamente, o nifurtimox e benzonidazol.

Os dois farmacos exibem actividade demarcada por: - resisténcia de algumas
cepas; - diferenca de sensibilidade dos doentes ao tratamento, que é atingida pela idade
do paciente e distribuicdo geografica, - fase clinica da doenca para a qual sdo
administrados (sendo os dois mais eficazes na fase aguda); - a dose e o curso do
tratamento; - efeitos laterias (como perda de peso, sonoléncia, excita¢do, entre tantos
outros) (Cortez, 2012).

O Nifurtimox é um medicamento tripanocida, que actua ndo sé contra
tripomastigotas circulantes como amastigotas. Ainda que o seu emprego fosse alvo de
reprovacdo por longos periodos de tempo, com a suspensdo da utilizacdo do
benzonidazol houve uma ampliacdo do seu uso. Apresenta reduzido poder tripanocida,
ja que o tempo de semi-vida de eliminacdo no plasma é de aproximadamente 3 horas, €
necessita por isso de administracdo continuada. Os efeitos tdxicos mais frequentes
incidem sobretudo sobre o sistema nervoso central (SNC) e periférico, e manifestacdes

gastro-intestinais (GI) (nduseas, vomitos, dores de estbmago e diarreia).

O benzonidazol manifesta accdo terapéutica contra diversas estirpes T.cruzi. E
administrado por via oral em adolescentes. Encontra-se presentemente em progresso,
uma recente formulacdo que visa coadjuvar a administracdo pediatrica. As reaccoes
laterais s@o igualmente habituais, particularmente respostas de hipersensibilidade na
pele, mas também manifestaces ao nivel do intestino e neuroldgicas sdo similarmente
descritas (Michael, 2012).
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Este agente terapéutico parece actuar mediante trés mecanismos diferentes: -
efeito tripanocida; - incremento da fagocitose e lise do parasita por mecanismo IFN-Y-
dependente; - inibicdo do crescimento do parasita por bloqueio NADH-fumarato-
redutase. (Pereira, 2013)

Pela amplitude destas reaccgdes, 0 nifurtimox teve 0 seu uso interrompido em
alguns paises do sul. A reducdo da actividade em monoterapia na luta contra T.Cruzi
somada a inaptiddo e consideravel privacdo monetaria de trabalhadores nos paises
abrangidos pela DC, desponta a evidente precisdo da criacdo de novos agentes
terapéuticos para o tratamento desta moléstia.

Existem outros fa&rmacos que actuam in vitro contra T.cruzi mas presentemente,
apenas estes dois se encontram em uso na terapia humana. Os efeitos adversos sdo mais
usuais em individuos com mais de 50 anos de idade, logo ndo sdo aconselhados nesta
faixa etéria. A sua obtencdo por meio da sociedade das nacGes (SDN) ndo estd
disponivel, e o seu fornecimento € feito de modo gratuito pela organizacdo mundial de
salde (OMS).

Os dois farmacos sdo administrados por via oral em regime de ambulatério e
contra-indicados (Cl) na gravidez, insuficiéncia hepética e renal. E desconhecido qual
dos dois apresenta maior tolerancia em adultos infectados com T.cruzi, uma vez que
nunca foram comparados entre si (Cortez, 2012).

Certos estudos revelam que o nifurtimox e o benzonidazole actuam por meio da

formacédo de radicais livres e/ou metabolitos electroliticos (Silva, 2009).

2.2.Combinacdes de farmacos existentes

Perante a progressiva auséncia de resultados vidveis com apenas um farmaco, a
combinacdo de farmacos para o tratamento da Leishmaniose tem-se tornado um
gradual alvo de interesse. Estas associacfes terapéuticas em LV apresentam diversas
vantagens. Primeiramente, a associacdo de farmacos de grupos quimicos distintos
permitem diminuir o tempo de tratamento bem como a quantidade integral de farmaco
empregue com reducdo da toxicidade, melhor aceitacdo da terapia e decréscimo do
encargo na salde do individuo. Como tal, hd também uma diminuicdo das despesas. As
resisténcias sdo outro motivo que leva a lacunas no tratamento, como se verifica com 0s

antimoniais pentavalentes (nomeadamente na India). Também se tem averiguado
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resisténcias a miltefosina resultante de mutagcdes, muito embora o seu uso contra LV
tenha sido aplicado por curto periodo.

Deste modo, a terapia combinada pode auxiliar o atraso da evolucdo destas
resisténcias e aumentar o tempo de semi-vida dos farmacos para este tipo de patologias.
Por fim, este tipo de associacdes pode ainda optimizar a eficicia terapéutica em doentes
com VIH, para os quais o tratamento em monoterapia nédo tem sido eficaz.

Diversos ensaios tém revelado um incremento da actividade leishmanicida de
certos medicamentos usados em conjunto. Foi avaliada uma formulacdo de
paromomicina com estibogluconato de sddio no tratamento LV com respostas efectivas
(no Sudao).

A associacao de alopurinol via oral com Pentostam® via endovenosa também
foi aplicada contra LV (no Quénia). Ainda que a principio a terapia tenha manifestado
éxito, sucederam-se mais tarde algumas recaidas.

Foi igualmente testada uma combinacdo de alopurinol e antiménio contra ambos
os farmacos isoladamente, no tratamento da Leishmaniose canina. As respostas obtidas
revelaram que a terapia conjunta das duas substancias activas obteve melhor resposta do
que com cada uma delas em separado. Este composto (alopurinol) demonstrou inibir o
crescimento de LC, mas apenas quando usado como adjuvante do antimdnio
pentavalente.

Com o tratamento conjunto, o curso da terapia com antiménio foi mais breve e a
administracdo de alopurinol a longo prazo foi satisfatoriamente aceite.

Estes resultados sustentaram que a quimioterapia combinada é uma solucédo
vidvel na promocdo do tratamento LC. Contudo, as respostas sdo ainda muito
inconclusivas e necessitam de mais estudos clinicos (Pham, 2013).

Imiqguimod é uma amina de imidazoquinolina que em conjunto com o
antimoniato de meglumina, se torna uma excelente alternativa para tratamento da LC.
Contudo, grande parte das observagdes resulta de analises limitadas a um reduzido
nimero de doentes. Deste modo, carece-se de mais ensaios para sustentar estes

resultados (Mitropoulos, 2010).

Um outro estudo revelou que ainda ndo estdo disponiveis associaces de

farmacos para LV, embora tenha sido avaliada a coadministracdo de alguns farmacos

28



Novos Sistemas Terapéuticos para o tratamento de doencas negligenciadas provocadas por protozoarios
- Especial énfase para Leishmaniose e Doenca de Chagas -

anti-leishmania através de andlises de toxicocinética experimentais e pre-clinicas mas
sem resultados concretos.

Certos ensaios realizados revelaram que tanto a combinagdo de AmBisome com
paramomicina ou miltefosine bem como miltefosine com paramomicina reduziu o custo
de tratamento e teve sucesso no dominio da patologia.

No que se refere & LC algumas patentes demonstraram que antifngicos azois
como fluconazol e itraconazol apresentam algum efeito terapéutico. Foram ainda
efectuados estudos de terapia adjuvante com imunomoduladores com capacidade de
recuperacdo, e ainda combinacdo de BCG com antimoniais. Uma vez mais 0s
antimoniais em associagdo exibem actividade aumentada comparativamente com cada

um deles em isolado. (Barret, 2012)

Todos os estudos realizados até agora relativamente a DC revelaram que esta
ndo apresenta um tratamento farmacoldgico infalivel, sobretudo na sua fase cronica.
Assim, uma das op¢des mais proveitosas para a terapia de doentes chagasicos é também
a terapia combinada, especialmente o sinergismo entre o benzonidazol (BNZ) e outros
derivados azélicos, como itraconazol (ITZ) (Silva, 2014).

Por sua vez, o 6xido nitrico administrado em conjunto com benzonidazol
mostrou-se Util na prevencdo da morte através da diminuicdo da parasitemia e

inflamacéo ao nivel do coragdo (Pereira, 2013).

2.3. Novos farmacos

A concepcdo de novos farmacos para a DC, é dotada de obstaculos sobretudo
porque os doentes que ingressam na fase indeterminada ndo apresentam sintomatologia
e h&d uma enorme complexidade para identificar parasitas. Ja no caso das manifestacdes
cronicas, impede toda a estimativa concludente de restabelecimento. Apesar disso,
diversas substancias encontram-se em estudos médicos para esta patologia. Os
inibidores do lanosterol, nomeadamente posoconazole e E1224 tém-se revelado muito
promissores. Os dois encontram-se disponiveis por via oral e em fase preliminar de
ensaios. O inibidor protease cisteina revelou igualmente actividade em protétipos de

roedores cronicos e estd em evolugdo pré-clinica.

29



Novos Sistemas Terapéuticos para o tratamento de doencas negligenciadas provocadas por protozoarios
- Especial énfase para Leishmaniose e Doenca de Chagas -

Com o intuito de escapar as reaccOes adversas marcadas do nifurtimox e
benzonidazol usados na DC, assim como a caréncia de formulacdo pediatrica e a sua
reduzida actividade na eliminagcdo do parasita, estdo a ser realizados estudos clinicos
com antifangicos triazois (ravuconazol, voriconazol). Contudo, determinados
antifangicos como cetoconazol e itraconazol, ndo estdo aptos a incitar recuperacdo
parasitologica completa nesta patologia.

O posoconazol mostrou resposta promissora no tratamento de doentes tanto em
fase cronica como aguda, sobretudo em estirpes resistentes ao benzonidazol, sendo
actualmente o aspirante de elei¢do nesta nova categoria terapéutica.

Os beneficios mais relevantes sdo sobretudo a sua acentuada actividade e
selectividade, efeito terapéutico contra estirpes resistentes, maior tolerancia e perfil de
seguranca. Os entraves mais significativos sdo as acentuadas quantias, associados as

dificuldades e elevados custos de fabrico (Cortez, 2012).

A descoberta de uma célula bacteriana como a nitro-redutase em T.cruzi
fundamenta a ideia de que os compostos tém a possibilidade de ser activados por
parasitas, em lugar de células hospedeiras, reduzindo as reaccOes adversas, e a
capacidade de ocorréncia de mutagdes, uma relevante inquietagdo associada a estes

compostos.

Relativamente a Leishmaniose e apesar da LV ser uma doenca letal, ndo foi até a
data possivel desenvolver nenhuma vacina humana passivel de utilizacdo, e as que se
encontram em analise sdo direccionadas para a configuracdo menos critica da patologia,
a forma cutdnea. A investigacdo de infeccdes auto-resolucdo ou pessoas
espontaneamente imunes faculta importante conhecimento quanto ao possivel fabrico
destas vacinas.

A leishmunizacdo engloba a inoculacdo com parasitas Leishmania numa zona
encoberta para evitar o aparecimento de lesbes em regides perceptiveis. No entanto,
algumas anélises indicaram uma defesa pouco eficaz contra LV e diminuta
probabilidade de imunidade para outras vacinas (McCall, 2013).

Um outro ensaio foi executado com leishmanolisina, um relevante agente de
viruléncia que fortuitamente podera ser empregue como vacina contra a leishmaniose.
Como tal, observou-se que a gp63 € a glicoproteina mais rica na Leishmania. Além do
mais, a gp63 estd ligada a defesa contra lise causada pelo sistema complemento.
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Observacdes anteriores asseguram que esta glicoproteina é apta para activar citocinas
envolvidas na resposta Thl. No ambito da imunologia, uma vacina deve induzir a
resposta Thl e reduzir uma série de condi¢bes imunodepressoras. Posto isto, estima-se
que a gp63 ou leishmanolisina € um relevante factor de viruléncia em
tripanossomatideos sendo portanto uma boa candidata a concepg¢édo de vacinas (Souza,
2014).

Os farmacos como a pentamidina tém sido ja ha algumas dezenas de anos usados
contra estes dois tipos de doencas. Contudo, foram realizados estudos no sentido de
encontrar agentes terapéuticos com ligagdo a melhores atributos farmacoldgicos e de
seguranga do que a pentamidina. Como tal, surge a arylimidamida (DB766),
administrada via oral em ratos e parece indicar efeito terapéutico benéfico contra estirpe
resistente, embora com janela terapéutica estreita. Noutros ratinhos os resultados
parecem ter sido mais benéficos com DB613A, que revelou eficidcia a metade da

concentracdo méxima inibitoria, em formas amastigotas (Buckner, 2010).

2.4. Tratamentos naturais a base de plantas

Desde a antiguidade, os compostos a base de plantas, animais e minerais tém
sido empregados em medicina cléssica na luta contra doengas humanas.

No decorrer dos tempos, esta medicina tem-se apresentado como o Unico
cuidado de saude acessivel a diligéncia e intervencdo de diversas patologias em
maultiplas culturas. Presentemente, o exercicio da medicina classica tem até entdo um
enorme abalo na salde da populacdo que ndo pode servir-se dos cuidados de salde
contemporaneos. Mais concretamente, aproximadamente 80% dos individuos que
habitam em paises subdesenvolvidos estdo sujeitos quase integralmente a este tipo de
compostos para resolver as suas caréncias basicas de tratamento.

Deste modo, 0 uso destas substancias em farmacos tem despertado a atengédo da
indUstria farmacéutica por todo o mundo, na procura de novos compostos com efeito
terapéutico. Das substancias naturais mais analisadas, sdo as plantas que predominam na
origem de constituintes com efeito antileishmanicida.

Os farmacos extraidos de plantas tém sido enumerados por diversos laboratorios

ao redor do planeta.
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As principais vantagens dos fitocompostos abrangem: (i) defesa contra efeitos
toxicos; (ii) ampliacdo do efeito terapéutico; (iii) maior seguranca; (iv) incremento do

tempo de retencéo; (v) defesa contra deterioracdo fisica e quimica (Vermelho, 2014).

Sendo a leishmaniose vista como uma das enfermidades mais negligenciadas, e

com o intuito de indicar caminhos para a renovagao no tratamento da mesma, diversas

plantas tem revelado efeito terapéutico contra a Leishmania, tais como (Tabela 2):

Kalanchoe pinnata, Plumbago scandens,

Tabemaemontana australis, Phyllanthus amarus.

Physalis angulata, Piper aduncum,

Os produtos a base de plantas sdo possiveis “minas”, imensamente diversas, de
compostos com propriedades terapéuticas.

Tabela 2. Plantas e algumas substancias activas isoladas com accao contra Leishmania,

[adaptada de Oliveira et al., 2013]

Espécie / Familia Kalanchoe pinnata Plumbago scandens Physalis Piper ad L. Taber Ph amarus L.
(Lamarck) Persoon (Muell. Arg) Miers Schum. & Thonn. Piperaceae autralis L. Phyllanthaceae
Crassulaceae Plumbaginaceae Solanaceae Apocynaceae
Nome popular Folha da fortuna Louco Camapu Aperta ruéo Jasmin catavento Quebra pedra
Parte da planta Folhas Raizes Planta inteira Inflorescéncias Caule Folhas
Extracto aquoso das
Extracto/Fracgao/ folhas Substancia isolada Substancia isolada Fracgéo extraida Fracgéo extraida Extrametandlico
bstanci de extracto etandlico Diclorometano com cloroférmio
Principais substéancias Quercetrina (Quercetina- Plumbagina Fisalinas Be F 2'6"-Dihidroxi-4'- Coronaridina Geraniina, Filantusiina B,
activas/Classe quimica 3-0-a-L ramnopiranosi- (5-hidroxi-2-metil Secoster+oides Metoxichalcona (alcaloide indolico) Filantusiina C, Amariina
deo) (flavondide) naftoquinona) (chalcona) (Taninos), Polifendis
Leishmania (amastigotas) L. amazonensis L. amazonensis L. amazonensis L. amazonensis L. amazonensis L. major
(in vitro) L. donovan L.donovan
Concentragéo inibitéria 1 pg/ml 1,1 pg/ml 0,21e0,18 mM 24 pg/ml 12 pg/ml 78,3 pg/ml
para 50% da espécie 0,4 pg/ml 1-8 uM
testada in vitro (CI50)
Camundongos
Modelo animal Camundongos BALB/c Camundongos BALB/c BALB/c Nao Nao Nao
infectados com LV
(dose infectados com LV infectados com LV Determinado Determinado Determinado
total de 8 mg) tratados com 2,5-5mg/ | Aplicacao topica 1x/
Camundongos BALB/c kg/dia de plumbagina dia de Fisalina F
infectados com LC (400 em creme
mg/kg)
Estimulagao da Destruicdo das
Mecanismo de acgdo produgao Parece interferir na Nao mitocondrias Profundas alteragées Activagéo do macréfago
de NO pelo macréfago, fosforilagéo oxidativa Determinado dos amastigotas sem no parasita sem provavelmente por
afectar as mitocondrias
causando morte do por acgéo sobre dos afectar a estrutura libertagao de NO, TNF
parasita 10-ubiquinona Macréfagos do macroéfago ou INF-y
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Segundo o estudo realizado por Mishra and Kale, os alcaldides, também

denominados metabolitos secundarios, sdo particularmente relevantes nas plantas como

proteccdo contra diversos microorganismos e herbivoros e sdo equitativamente
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essenciais para 0 homem no combate contra parasitas (Mishra, 2009). Varios alcaldides
sdo descritos como possuindo notdvel actividade leishmanicida. Contudo, necessitam
ser expostos a testes clinicos para utilizagdes futuras.

Os alcaldides que parecem indicar actividade leishmanicida séo os alcaloides da
quinolina, inddlicos, isoquinolina, naftilisoquinolina, bisbenzilisoquinolina, estroidais,
benzoquinolizidina, diterpenos, pirrolidinio, acridona, [-carbolina, esponja marinha,

entre outros.
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CapiTuLo I
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3.1. Novos Sistemas Terapéuticos

O emprego de utensilios e produtos em nanoescala possibilitou o
desenvolvimento de formulacGes de nanoparticulas, dentre as quais os lipossomas,
microemulsdes, microcapsulas, de grande utilidade para a industria farmacéutica.

Os novos sistemas de distribuicdo de farmacos (SDF), baseados em lipossomas
sdo os mais analisados devido a sua grande biocompatibilidade, simplicidade de fabrico
e variabilidade quimica. Este tipo de formulagbes sdo ainda biodegradaveis,
biocompativeis, ndo-imunogenicos e altamente multifacetados para a investigacéo,
aplicacdes analiticas e terapéutica (Vermelho, 2014).

A procura de novos sistemas terapéuticos (NST) é uma alternativa adicional a
concepcao de novos agentes terapéuticos e terapia combinada para LV.

Estes sistemas tém a capacidade de preservar o0 medicamento contra o efeito de
primeira passagem a que este esta sujeito quando em contacto com os fluidos biol6gicos
e sdo também passiveis de ser administrados por outras vias. Estas novas formulacdes
acabam com as limitacbes de solubilidade reduzida em &gua, do mesmo modo que
permitem efectuar o transporte de varios farmacos em simultaneo, facilitando deste
modo a aplicacdo de terapia combinada.

A terapéutica convencional falha devido a diversos aspectos tais como: dificil e
inadequado diagndstico, casos de resisténcia aos farmacos, dosagem imprecisa,
impossibilidade monitorizar adequadamente a dose, frequéncia administracdo elevada,
fraca adesdo do paciente, falta de procedimentos fisicos que auxiliem o tratamento,
inadequada resposta imune dos pacientes a terapéutica. Outros aspectos
biofarmacéuticos que regem a concepc¢do de NST incluem a permeabilidade do farmaco
através das membranas celulares, o0 mecanismo de captacdo celular (principalmente no
caso de infecches parasitarias intracelulares), estabilidade, actividade e cinética no
ambiente da célula alvo (Date, 2007).

Contudo, os NST apresentam uma importante desvantagem que € o seu elevado
custo (Pham, 2013).

Dos varios NST existentes, os lipossomas e as nanoparticulas sdo especialmente
viaveis contra LV (dependendo do farmaco que veiculam), pois transportam particulas
submicronicas que mais facilmente sdo capturadas pelo sistema fagocitario

mononuclear, 0 que se torna numa vantagem adicional no tratamento desta patologia.
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Na realidade, a administracdo intraperitoneal e intravenosa de lipossomas provou ser um
Optimo sistema de distribuicdo de farmacos pois aumenta a acumulacdo destes em
tecidos ricos em macréfagos, como o bago e figado, areas onde os parasitas Leishmania

estdo também em maior quantidade.

Os lipossomas sdo vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas de
fosfolipidos que englobam um nucleo aquoso.

Alguns estudos levados a cabo revelaram que os antimoniais encapsulados em
lipossomas apresentam um efeito terapéutico 700 vezes superior contra Leishmaniose
canina. Um outro farmaco desenvolvido neste a&mbito, foi a anfotericina B (AmB)
lipossomal (AmBisome®) que se mostrou 350-750 vezes mais efectivo do que o
antimoniato de meglumina e o0 AmB ndo encapsulados. Esta formulacdo permitiu
também diminuir os efeitos toxicos ao nivel das células, e revelou maior estabilidade e
actividade contra LV. Correntemente, este € o Unico produto autorizado e vendido para
a terapia da Leishmaniose. O exemplo do AmB lipossomal mostra claramente que a
concepcdo de um novo sistema de transporte do farmaco pode melhorar
substancialmente o desempenho do mesmo.

Acucares acoplados a lipossomas parecem também possuir actividade

leishmanicida relativa aos farmacos livres, bem como reduzida toxicidade.

Os niossomas sdo vesiculas constituidas por surfactantes nao-iénicos e
colesterol que apresentam caracteristicas similares aos lipossomas. Estes surfactantes
necessitam de uma correcta escolha de modo a serem econémicos e seguros, permitindo

optimizar o efeito terapéutico contra a leishmaniose.

As NLS (nanoparticulas de lipidos solidos) consistem em NST a escala
nanométrica, nos quais a matriz é constituida por lipidos sélidos a temperatura
ambiente. Geralmente s&o dotados de elevada seguranca, simplicidade fabrico em ampla
extensdo, e montante diminuto. Estes sistemas também permitem uma libertacdo
controlada do farmaco e expulsdo imediata pelo figado e baco.

Embora os ensaios ainda ndo permitam claras conclusdes, as NLS revelaram
aptiddo na promocao do efeito terapéutico de agentes leishmanicidas e antimalaricos

com anfotericina B e arizalina.
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Verificou-se também, numa outra analise, melhor absor¢do ao nivel hepatico e
aumento do efeito terapéutico antileishmaniose utilizando nanoesferas com lipidos

revestidos por manose de AmB.

Outros NST a base de lipidos com AmB patenteados para uso terapéutico, séo
as dispersdes coloidais de AmB (Amphocil®) e os complexos lipidicos de AmB
(Amphotec®). Do mesmo modo que 0s anteriores, também estes permitem diminuir os
efeitos toxicos e elevar o indice terapéutico. O AmBisome® ¢é o NST aplicado para o

tratamento da LV via parentérica e ja existem genéricos em comercializacéo.

Uma outra classe de NST sdo as nanoparticulas poliméricas, que podem
dividir-se em: - nanoesferas, sendo a matriz constituida por correntes de polimeros
interligados; - nanocapsulas, cujo deposito de nanoparticulas de 6leo ou agua é envolto
por um fino revestimento polimérico.

Ambos os veiculos permitem optimizar a libertacdo do farmaco bem como a sua
posterior eliminacdo. Assim, foram testadas nanoparticulas carregadas com primaquina,
com uma resposta 21 vezes mais elevada em termos de libertacdo do farmaco e com
menos efeitos laterais. Estes mesmos resultados se observaram com utilizacdo de
nanoparticulas contendo AmB. Também se avaliaram nanoparticulas de pentamidina,
cuja resposta obtida foi 25 vezes maior em termos de libertacdo do farmaco e com

menos efeitos laterais.

Como jé foi referido anteriormente, a excepc¢do de miltefosine e sitamaquina, 0s
medicamentos leishmanicidas nos tempos correntes tém uma biodisponibilidade oral
muito reduzida. Este aspecto é consequéncia de uma enorme possibilidade de
decomposicdo enzimatica, reduzida permeacdo membranar ao nivel do intestino, e mais
relevante ainda, a reduzida solubilidade de vérias substancias em agua.

Posto isto, podem ser adoptadas algumas alternativas com o intuito de
ultrapassar estas limitagdes, concebendo assim NST orais mais activos e estaveis.
Dentre as quais, pode referir-se: (a) aumento da solubilidade aparente; (b) alteracdo do
modo de absorcao; (c) aumento do tempo de residéncia.

Em seguida, iremos abordar NST que se incluem numa ou mais destas

categorias, visando o incremento da biodisponibilidade oral:
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a) Aumento da solubilidade aparente

a.1) reducdo do tamanho das particulas

A concepcdo de farmacos a escala nanométrica permite amplificar a area de
contacto e favorecer a decomposicdo no tracto Gl. Como exemplos, temos as
nanoparticulas poliméricas e nanosuspensdes.

Um estudo realizado com AmB formulado em nanocépsulas contendo PLGA
revelou-se 8 vezes superior ao Fungizone®, tanto em biodisponibilidade oral, bem
como em actividade antifungica.

As nanosuspensdes sdo constituidas pelo farmaco mais uma dose minima de
agentes de superficie, geralmente sob a forma de uma dispersdo aquosa. Analisaram-se
alguns antiparasitarios articulados em nanosuspensdes, e estes foram avaliados com
éxito in vitro e in vivo contra Leishmania spp.

Salienta-se, especialmente, a nanosuspensdo de AmB com dimenséo de particula
de aproximadamente 530 nm, obtida por homogeneizacdo de alta pressdo com um
conjunto de surfactantes: pluronic F68, Tween 80 e colato de sédio. Esta formulagédo
apresenta-se eficiente contra LV ap0s administracdo oral no rato, opostamente ao
AmBisome®, Fungizone® e AmB micronizado administrado sob idénticas

circunstancias, os quais ndo mostraram nenhuma actividade.

a.2) complexacdo com dextrinas

Um outro modo de aumentar a solubilidade do farmaco de forma a auxiliar
absorcdo oral é o uso de ciclodextrinas.

As ciclodextrinas sdo oligossacéaridos ciclicos hidrofilicos, com um espaco
extrinseco hidrofilico e uma concavidade central lipofilica, empregues como promotores
da absorcdo do medicamento aquando da sua distribuicdo. Geralmente os farmacos
hidréfobos sdo colocados na abertura central, aumentando a solubilidade em &gua.
Através de uma sequéncia de ensaios foi provado que o antimoniato de meglumina

guando complexado com ciclodextrina vé a sua biodisponibilidade oral melhorada.

b) Alteracdo do modo de absorcéo

- uso de sistemas a base de lipidos
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Existe uma clara série de certezas que apontam para os sistemas a base de
lipidos como apresentando elevada aptiddo na promoc¢do da biodisponibilidade de
compostos com reduzida solubilidade por via oral. O uso de lipidos como aditivos pode
alterar o meio GI, modificando 0 modo de absorcdo e enzimas que 0s metabolizam.
Como tal, os NST que se enquadram nesta categoria sdo essencialmente: -

micro/nanoemulsdes; - micelas mistas; - nanoparticulas a base de lipidos.

Uma emulsdo é uma dispersdo de pequenas goticulas de um liquido num
segundo liquido no qual o primeiro ndo é miscivel e usualmente exige um ou mais
tensioactivos para equilibrar a interface. No caso das nanoemulsdes as gotas estdo na
gama dos nandémetros.

A producdo de uma microemulsdo O/A carregada com AmB mostrou habilidade
no aumento da dissolucdo do farmaco em 1000 vezes, com reducdo dos efeitos tdxicos
para as células. Também um outro ensaio realizado com uma formulacdo
autoemulsionante de AmB com mono e diglicerideos mais vitamina E (estabilizante),
demonstraram estabilidade no fluido intestinal, sendo que a concentracdo de AmB se

manteve constante por 6 horas, e com boa biodisponibilidade oral.

Um outro procedimento de desenvolvimento de novos farmacos, ocorre pela
producdo de micelas mistas com compostos anfifilicos. Este tem a capacidade de
reproduzir o sistema fisiolégico, no qual os lipidos provenientes da alimentacdo sdo
transformados em micelas mistas de sais biliares. Um exemplo da utilidade destes ST
em formulagbes farmacoldgicas foi o estudo com AmB integrado nessas micelas com
fosfolipidos e &cidos biliares. Como tal, a formulagdo favoreceu a absorcdo de AmB
num prototipo de perfusdo de alca intestinal em ratos, apesar de ndo experimentada no

animal sadio.

As nanoparticulas a base de lipidos apresentam beneficios comparativamente aos
outros NST para via oral, ja que sdo dotados de boa estabilidade fisica, simplicidade de
obtencdo de farmacos hidrofébicos. Entre estes destacam-se: SLN, cubossomas e
nanocochleats.

As NLS foram alvo de estudo contra a Leishmaniose, tendo sido elaborado um,

a base de AmB, exclusivamente para administracéo oral. O estudo obteve uma resposta
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de biodisponibilidade aumentada, bem como tempo de semi-vida, através de libertacdo

controlada.

Os cubossomas sdo estruturas lipidicas cristalinas com simetria cubica formada
por moléculas anfifilicas e contém duas fases aquosas ndo homogéneas alternadas,
delimitadas por bicamadas lipidicas. Assim, possuem uma grande aptiddo para
encapsular substancias activas sollveis em &gua, garantindo defesa contra 0 meio
ambiente externo. Deste modo, sdo o processo apropriado para administracdo oral. Uma
vez mais, foi realizado um estudo com cubossomas contendo AmB, ndo havendo no
entanto parecer bioldgico.

Por fim, temos os nanocochleats que correspondem a nanoestruturas com
formato de charuto, constituido por bicamadas lipidicas carregadas negativamente,
unidas a um catido divalente, geralmente o calcio.

Os beneficios deste tipo de NST séo essencialmente a seguranga que fornecem
ao farmaco contra o0 meio Gl, defesa contra a oxidacdo, conservacao da morfologia ap6s
liofilizacdo, que possibilita 0 seu armazenamento por extensos periodos a temperatura
ambiente. O estudo de uma formulacdo de nanocochleats contendo AmB evidenciou

melhoria na absorcéo oral e na actividade antiflngica relativamente ao AmB livre.

c) Aumento do tempo de residéncia

Outra alternativa que visa a promocdo da biodisponibilidade oral de farmacos, é
o0 incremento do tempo de residéncia do farmaco no local de absor¢do. NST aptos a
ligar-se a parede intestinal, sdo uma forma de alcancar esse propdsito. O incremento do
gradiente de concentracdo local do farmaco ao nivel da membrana de absorcdo, por
meio de contacto prolongado do NST com o muco, aumenta a porcao de farmaco capaz
de ser assimilado. Além do mais, os NST podem ainda incluir aditivos, que tem
capacidade de fomentar a difusdo através do epitélio da mucosa e, portanto, favorecer a
permeacdo do farmaco. Um utensilio Gtil na criacdo destes NST e que conjuga
bioadesdo com caracteristicas de aumento de absorcao, é o quitosano.

O quitosano é um polissacarideo natural composto por glucosamina e N-

acetilglucosamina, e € obtido por meio de insectos e crustaceos. Este composto pode
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ainda funcionar como um promotor de absorcao através do epitélio intestinal, por meio
das suas competéncias em fortalecer a difusdo dos mucoadesivos.

Recentemente foi estudada uma preparacdo de nanoparticulas de quitosano que
manifestaram reducdo dos efeitos toxicos via 1V, e boa actividade leishmanicida num
modelo de ratos (Pham, 2013).

O principal desafio da farmacoterapia da DC € atingir os parasitas intracelulares
disseminados. As infec¢Ges bacterianas intracelulares causadas por protozoarios,
apresentam barreiras fisicas que dificultam a chegada de porgdes significativas de
farmaco ao local alvo. O BNZ e nifurtimox (NF) exibem elevado volume de
distribuicdo (\d), contudo o fraco acesso aos alvos intracelulares origina concentragoes
plasmaticas e efeitos toxicos elevados. A habilidade de alterar a superficie das células
alvo e tecidos, bem como a fagocitose, atribui aos NST a competéncia de ultrapassar
essas barreiras e transportar os f&rmacos num volume extraordinariamente pequeno,
minorando a sua concentracdo no sangue em circulacao e tecidos ndo-alvo.

Posto isto, a eficicia dos lipossomas contra a tripanossomiase ou DC, tem sido
investigada numa extensdo muito inferior relativamente a Leishmaniose. Esta situacao
resulta possivelmente do posicionamento difundido dos parasitas nas células do sistema
fagocitico mononuclear (MPS), o que dificulta o seu alcance com o emprego de
lipossomas, que sdo definidos por se aglomerar nas MPS ap0s injec¢do intra-venosa
(V).

Nakae e seus colaboradores em duas pesquisas apontaram a eficacia de
lipossomas portadores de carga positiva com esterilamina (isento de farmaco) contra
T.Cruzi. Mais interessante € que, lipossomas carregados positivamente com
fosfatidilcolina e estearilamina, mostraram capacidade de destruir T. cruzi num curto
espago de tempo (30”), numa dose de lipidos moderadamente reduzida (100 uM) e sem
toxicidade para os eritrocitos. Por sua vez, a fosfatidilcolina e a esterilamina testadas
isoladamente, ndo revelaram nenhuma actividade contra parasitas, refor¢cando a ideia de
que a associacdo de ambos num lipossoma é de extrema relevancia para a actividade
antiparasitaria.

Um outro estudo foi realizado por Morilla e seus colaboradores com lipossomas
encapsulados com BNZ, e embora a concentracdo deste no figado e no sangue tenha

aumentado, a eficacia desta formulacdo no tratamento da DC ndo foi viavel, ja que os
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lipossomas ndo foram capazes de fazer o BNZ chegar ao citoplasma, local onde
usualmente reside o parasita. Com este fracasso, Morilla e seus colaboradores numa
outra investigacdo, avaliou a utilidade de lipossomas sensiveis ao pH incorporados com
etanizole (ETZ) na promocéo da chegada deste ao citoplasma. Esta formulacao resultou
em aproximadamente 72% de parasitas mortos, bem como reducdo da parasitemia,
contrariamente ao ETZ isolado, que nédo apresentou qualquer actividade. No entanto,
também esta associacdo ndo permitiu total eliminagdo do parasita, mas contribui para o
avanco de proximos estudos com lipossomas sensiveis ao pH.

Yardley e seus colaboradores relacionaram a actividade de AmB a base de
lipidos in vitro e in vivo, nomeadamente AmBisome®, Amphocil®, Abelect® no
tratamento da DC. Apesar do Amphocil® se ter revelado mais eficiente in vitro, in vivo
foi o Ambisome® que demonstrou maior actividade na reducdo de parasitemia
relativamente as outras formulagdes testadas.

As nanoparticulas poliméricas, assim como os lipossomas, sdo também alvo de
escassa investigagdo no que se refere ao tratamento da DC. Contudo, Gonzalez-Martin e
seus colaboradores apontaram a utilidade de nanoparticulas de polietilcianoacrilato
carregados com nifurtimox (mais propriamente nanoesferas), contra tripomastigotas e
amastigotas intracelulares com um resultado de ICsy 21 vezes menor do que o farmaco
livre. Os mesmos autores num outro ensaio, demonstraram a actividade in vitro de
nanoparticulas de polietilcianoacrilato carregadas com alopurinol contra epimastigotas
de T.cruzi, com uma resposta duas vezes mais eficaz que o farmaco livre. No entanto,
os estudos realizados, para serem validados, necessitam de confirmacdo in vivo, no
sentido de confirmar o verdadeiro éxito destas nanoparticulas.

Molina e seus colaboradores também testaram nanoparticulas de DO870 (PEG e
acido latico) injectadas 1V num modelo de rato contaminado com T.cruzi. A formulagéo
conduziu a cura da tripanossomiase com uma actividade dependente da dose, isto é,
quanto mais elevada a dose maior foi efeito terapéutico produzido contra DC. Apesar
dos poucos avancos alcancados através destes estudos, espera-se que contribuam para
novas abordagens, pois sdo ainda muito inconclusivos e necessitam de mais

investigacdo. (Date, 2007)

No ultimo decénio, 0s progressos da nanociéncia tém sido, de modo similar,

aplicados a medicamentos de origem natural, o que exibe uma interpelagdo auspiciosa e

42



Novos Sistemas Terapéuticos para o tratamento de doencas negligenciadas provocadas por protozoarios
- Especial énfase para Leishmaniose e Doenca de Chagas -

atil no tratamento de diversas patologias, nomeadamente a leishmaniose. As
nanoformulagdes preparadas com produtos oriundos de plantas medicinais e a sua
actividade leishmanicida encontram-se relatados em seguida, sendo os lipossomas,
niossomas, e nanoparticulas as principais formulacdes abordadas.

As saponinas (lipossomas) e os alcaldides (nanoparticulas) sdo os essenciais
componentes de plantas empregues para preparar nanoformulacfes. Foi descrita uma
consideravel efectividade de flavonoides contra espécies de Trypanossoma e
Leishmania, por meio de um ensaio efectuado com quercetina. No seguimento deste
ensaio, foram experimentadas formulacGes de quercetina encapsuladas tanto em
niossomas, como lipossomas e microesferas, e em todas se verificou redugdo da
parasitemia relativamente ao farmaco livre, revelando que a quercetina encapsulada é
mais activa na contencdo da Leishmaniose.

Da mesma forma, a inclusdo de terpendides em sistemas contendo
micro/nanoparticulas também apresentou uma actividade terapéutica. No entanto, a
procura de farmacos contra a Leishmaniose é deveras ardua, ja que grande parte dos
produtos apresenta reduzida solubilidade.

Mediante as diversas formulacbes avaliadas, as nanoparticulas carregadas com
andrografolida, um diterpendide extraido da planta Andrographis paniculata,
mostraram forte actividade leishmanicida. Mediante os ensaios realizados, demonstrou-
se que a dimensdo da particula é uma relevante condicdo para a eficiéncia do transporte
do farmaco. Na realidade, nanoparticulas numa escala inferior a 200 nm, tém sido
ligados ao aumento da fagocitose por macréfagos contaminados com Leishmania.

Um outro estudo com sistemas multiparticulados, mais propriamente niossomas,
microesferas, lipossomas e nanoparticulas, tiveram a sua actividade leishmanicida
melhorada com o uso de Bacosaponina-C, (extraida de Bacopa monnieri), por reducéo
da carga parasitaria no baco de hamsters, comparativamente com os animais testados
com farmaco livre. Com a mesma quantidade, as vesiculas que apresentaram melhor
actividade foram: nanocéapsulas > niossomas > lipossomas > microesferas. Apesar dos
resultados promissores, 0 uso de saponinas € bastante restrito devido a sua elevada
toxicidade.

Um outro composto com visivel efeito contra a leishmaniose foi obtido a partir

da planta Swertia chirata, 0 amarogentina. As preparacdes lipossomica e niosomal deste
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composto diminuiram a incidéncia parasitaria no baco em 69 e 90%, respectivamente,
ao passo que o farmaco livre na mesma quantidade obteve uma resposta de apenas 39%.

Por sua vez, o alcal6ide piperina amida, extraido da planta Piper nigrum, tem
evidenciado um forte efeito tanto contra LV como LT. Esta substancia incorporada em
lipossomas reduziu a parasitemia em aproximadamente 70%, ao passo que na sua forma
livre além de apresentar menor eficicia também revelou maior toxicidade. Os melhores
resultados foram obtidos com nanoesferas de piperina.

A harmine, isolada de Arruda siria, manifesta actividade leishmanicida in vitro.
Este alcaldide incorporado em lipossomas, niossomas, e nanoparticulas foram capazes
de reduzir a parasitemia no baco dos animais testados. Apesar disso, 0 mecanismo de
accdo da harmina contra Leishmania estd pouco elucidado, e uma vez mais sao

necessarios mais estudos neste ambito.
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CAPiTULO IV
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CONCLUSAO

A quimioterapia continua a ser a estratégia de elei¢do para combater e erradicar
as DTN. Esta abordagem terapéutica serve, ndo s6 como modo de intervencdo e
restabelecimento de pessoas infectadas por tais patologias, mas também proteccédo da
salde e consolidac@o dos servigos de vigilancia.

A farmacovigilancia, apesar de ainda muito negligenciada, é um factor de
extrema importancia e que deveria ser levado em consideracdo por técnicos e sistemas
de saude, sobretudo neste tipo de patologias, das quais o conhecimento acerca dos
doentes e cursos de transmissao é tao pertinente.

Os farmacos usados na terapia de DTN, tendo sido concebidos ha dezenas de
anos, apresentam ndo so efeitos toxicos e laterais, como também sdo alvo de elevadas
resisténcias. Assim, surge a emergente necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos que apresentem bioequivaléncia in vivo.

Outras medidas importantes a tomar, consistem na instrucdo dos habitantes
destas zonas endémicas, melhorias nos requisitos elementares de higiene e saneamento,
condicdo monetéaria, aspectos estes que deveriam receber superior reparo por parte dos
governos. Uma das limitagdes ao tratamento farmacoldgico pode dever-se a
incapacidade de adoptar algumas destas medidas, conduzindo a propagacdo destas
infeccdes.

Os dois farmacos actualmente utilizados no tratamento da DC sdo apenas activos
contra a fase aguda da doenca, mas nao contra a crénica. Além do mais, as reaccdes
adversas dos mesmos sdo danosas e responsaveis pela fraca adesdo dos doentes a
terapéutica.

Relativamente a leishmaniose, apesar dos progressos ja alcancados no
conhecimento do parasita, a terapéutica ainda falha devido a enorme diversidade de
espécies existentes com caracteristicas particulares. Deste modo, o controlo destas
patologias torna-se num incomodo iminente pois propaga-se cada vez mais, e conduz a
exacerbacdo de outras afeccdes, como é o caso do VIH.

Neste sentido surge a necessidade urgente de criar novos sistemas terapéuticos
que visem ultrapassar estas limitacGes, e melhorar o transporte dos farmacos até ao local
alvo, garantindo aumento da eficacia terapéutica. Um dos principais objectivos dos NST

é conceber formulacdes passiveis de ser administradas via oral. Os sistemas coloidais
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sdo seriamente proveitosos para farmacos pouco sollveis em agua, como € o caso da
anfotericina B, pois expressam-se sob a forma de dispersdo, e facilitam a dissolucéo.
Estes sistemas também séo ricos em lipidos que permitem bioadesdo, conduzindo a uma
maior permanéncia no tracto Gl.

Uma outra estratégia interessante € a investigacdo farmacéutica em plantas
medicinais. A juncdo de fitoquimica com nanoformulacBes pode criar novas
possibilidades de pesquisa de novos farmacos antiparasitarios, uma vez que estas
preparacdes podem aprimorar a actividade de compostos naturais. Esta € uma area rica
em possibilidades, no entanto, a maioria dos estudos ainda estdo limitados a pesquisas

béasicas por falta de financiamento.
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