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Resumo

A doenga do sono, descoberta no século XIX, é uma infecio causada pelo parasita
Trypanossoma brucei e que é transmitida aos humanos através da picada de varias espécies
de dipteros infetados do género Glossina spp (mosca Tsé-tsé). Tem vindo a tornar-se um
problema de satde publica cada vez mais emergente pelo facto de ao longo do tempo se ter
dissipado para zonas do globo onde nio seria de esperar a patologia, nomeadamente para

zonas desenvolvidas como a Europa Ocidental e a América do Norte.

Esta doenca, causadora de alteragdes a nivel neurolégico, apresenta opgdes
terapéuticas de administracdo complexa e prolongada, necessitando de recursos médicos
raramente disponiveis em paises de sub-mundo o que diminui a adesio a terapéutica e
fomenta um curso negativo da doencga, muitas vezes causador de morte. Assim, e dado que
as resisténcias aos farmacos atualmente existentes (suramina, pentamidina, eflornitina,

melarsoprol) também tém vindo a aumentar torna-se fundamental o desenvolvimento de

novas opgdes terapéuticas anti-HAT.

O avango tecnoldgico e cientifico permitiu aumentar o conhecimento acerca da
biologia do parasita e como tal novos alvos tém surgido, nomeadamente as DNA
Topoisomerases. Dado que estas enzimas sao fundamentais para a replicagio do genoma, e
como tal para a sobrevivéncia do parasita, a utilizacgdo de inibidores das mesmas como
medicamentos anti-HAT podera ser uma hipétese futura, que devera ser devidamente
avaliada. Deste modo, a avaliacdo /n vivo de inibidores promissores ja existentes como as
antraciclinas, usadas em patologias oncoldgicas, torna-se fundamental para determinagido da
eficacia e toxicidade, poupando-se ainda tempo e dinheiro no desenvolvimento de novas

moléculas.

Palavras-Chave: Doenca do Sono; Trypanossoma brucei kDNA; DNA

Topoisomerases; Antraciclinas.
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Abstract

Sleeping sickness, discovered in the nineteenth century, is an infection caused by the
parasite 7Trypanosoma bruceiand is transmitted to humans through the bite of some species
of infected flies of the genus Glossina spp (Tsé-tsé fly). This disease has become a major
public health problem, by the fact that over time has dissipated to parts of the globe which
would not be expected, particularly for developed areas such as Western Europe and North

America.

This disease, which causes neurological changes, presents therapeutic options of
complex and prolonged administration, requiring medical resources rarely available in the
sub-world countries, which decreases the adherence and propel a negative course of the
disease often causing death. Thus, given that the resistance to currently available drugs
(suramin, pentamidine, eflornithine, melarsoprol) have also been increasing, becomes

essential to develop new therapeutic options anti-HAT.

The technological and scientific advances helped increase the knowledge of the
parasite biology, and doe to that new targets have emerged such as DNA Topoisomerases.
Given that these enzymes are essential for the replication of the genome, such as for
parasite survival, the use of such inhibitors as anti-HAT drugs could be a future event which
should be properly evaluated. Thus, the in vivo evaluation of promising inhibitors as
anthracyclines ,used in oncological pathologies, becomes crucial for determining the efficacy

and toxicity, saving time and money in new molecules development.

Keywords: Sleeping Sickness; Trypanossoma brucei; kDNA; DNA Topoisomerases;

anthracyclines.



|. Introducio

I.I.  Panorama geral de mortalidade e morbilidade devido a parasitas

Os parasitas sio uma causa bastante frequente de doenga a nivel humano e também
animal, quer em paises pobres quer nos mais desenvolvidos. Alguns dos parasitas causam
milhares de mortes, levam a enormes gastos na salide, causam grande impacto veterinario e
sdo das principais causas de morbilidade nos paises subdesenvolvidos. O combate as
parasitoses tem tido taxas de sucesso bastante varidveis, uma vez que oOs parasitas
apresentam diferencas significativas na sua transmissdo, o que condiciona a disseminagdo. No
caso das parasitoses intestinais, estas estdo associadas essencialmente a condigdes sanitarias
e higiénicas precarias, uma vez que a transmissdo se da principalmente por via fecal-oral,
surgindo maioritariamente nos paises subdesenvolvidos. Assim, tém sido das parasitoses que
mais se tém tentado diminuir com a implementacdo de medidas de higiene e de saneamento
adequado, bem como através de agdes de sensibilizagio para comportamentos adequados .

Geralmente as parasitoses que envolvem no seu ciclo um vetor de transmissio
apresentam uma distribuigio geografica restrita, que normalmente é condicionada pelo
habitat requerido pelo mesmo. No entanto, a evolugio dos transportes e facilidade de
deslocagio das pessoas e de alimentos por longas distancias tornou mais frequente o
aparecimento destas doengas em regides onde ndo surgiriam normalmente, uma vez que o
vetor infetado viaja conjuntamente. Surgem entdo, quer na Europa, quer a nivel da América
do Norte casos de parasitoses que seriam de esperar apenas em paises tropicais, tal como a
malaria e a doenca do sono ). Tendo em conta estes conhecimentos acerca das doencas
parasitarias e analisando a sua evolucdo, torna-se fundamental tentar desenvolver farmacos
que as consigam controlar, uma vez que os existentes atualmente apresentam bastantes

limitagdes.

2. Tripanossomiase Africana Humana

2.1.  Perspetiva etiolégica e epidemiolégica da doenga do sono

A doenga do sono, Tripanossomose ou Tripanossomiase Africana Humana - HAT, é
uma patologia que foi descrita por exploradores europeus no fim do século XIX, inicio do
século XX @ e que ¢ devida a infecdo causada pelo parasita 7rypanossoma brucei (T.brucei),
também causador da Nagana a nivel animal, sendo transmitida aos humanos através da picada

de varias espécies de dipteros infetados do género Glossina spp (mosca Tsé-tsé), sendo



estes picadores de dia @ ®. Thrucei é um

Anterior

protozoario do filo Sarcomastigophora, subfilo

Mastigophora (flagelados), ordem Kinetoplastida, | —  —=— =~

familia Trypanosomatidae e género T7rypanossoma.

Nucleus 7 Lysosome

Kinetoplast 8. Endosomes

Flagellar pocket 9. Mitochondrion

Basal body and probasal body 10, Microtubule cytoskeleton
and rod 11, G es

Este parasita, eucariota unicelular, possui corpo

ouAwWN

Golgi

alongado e caracteriza-se por apresentar nucleo
central, mitocéndria com cinetoplasto (DNA  Figura | - Desenho esquematico do

) ) tripomastigota de Trypanossoma brucei”
mitocondrial), reprodugio assexuada por fissio
binaria e flagelo que lhe confere mobilidade (Fig.1) © ©. A transmissio pode também suceder
por transmissdo vertical, por contacto com sangue contaminado, transfusio sanguinea,
transplante de érgios e por contacto sexual ©.

A nivel epidemioldgico a HAT é endémica, existindo em 36 paises da Africa Sub-
Saariana. A doenca caracteriza-se por apresentar prevaléncias bastante dispares de pais para
pais, e até de variar significativamente dentro do mesmo. O ndmero atual de casos é
estimado entre 50-70 000, que se poderdo tornar fatais na auséncia de tratamento adequado
@019 Estima-se que atualmente a populacio em risco seja de 70 milh&es, distribuida por 1,55
milhdes de km? estando mais em risco as populagdes rurais (agricultores, pescadores)
devido a maior exposigdo a mosca Tsé-tsé. Vinte e um milhdes de pessoas vivem em areas
classificadas com risco moderado a elevado, em que mais de um caso por 10 000 habitantes
é detetado por ano, enquanto os restantes 50 milhdes vivem em zonas de risco baixo ou
muito baixo (Tabela |). O pais mais afetado é a Republica Democritica do Congo,
responsavel por 70% dos casos reportados nos Ultimos 10 anos e por 83% dos casos de
2012. E ainda o pais que apresenta o maior nimero de pessoas (36,2 milhdes) e de area de

risco (790 milhares de km?), tendo mais de mil novos casos reportados anualmente % '),

Tabela | — Limites para a definigio das categorias de risco da doenga do sono ("

Category of

risk R (%) HAT cases per annum

Very high =10"" =1 per 10" people

High 107 =R=10"" =1 per 10° people AND=1 per 10° people
Moderate 107*=R=10"° =1 per 10° people AND=1 per 10° people
Low 10 =R=<10"% =1 per 10° people AND=1 per 10* people
Very low W0 *=R=10"° =1 per 10° people AND=1 per 10° people

A HAT apresenta duas formas clinicas dependendo da subespécie envolvida,
Trypanossoma brucei gambiense e Trypanossoma brucei rhodesiense, sendo as duas
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indistinguiveis morfologicamente, mas nio sobreponiveis a nivel de distribuigio geografica,
exceto no Uganda (Fig.2) ©.

O T.bgambiense é encontrado em 24 paises da Africa Central Ocidental e ¢é
responsavel por 98 % dos casos da doenca. Normalmente é responsavel por infegdo croénica,
em que as pessoas infetadas podem permanecer
durante meses ou anos assintomaticas e sem sinais da
patologia. No entanto, quando surgem as
manifestagdes o doente ja estd em estagios avangados = + ' Togambierse

e com comprometimentos graves das fungdes o b

organicas . Este parasita tem como PprinCipal e

3 Nocases

Tb rhodesier
possible
3 <100 cases

3 100-1000 cases

reservatorio o homem e geralmente multiplica-se nas = owe

- _th I
Tbrhodesiense
Risk for travellers - I

ted cases 1983-2008) +
ns in travellers per country /i
travellers per country |

+*

margens dos rios. Apresenta uma populagio de risco

de cerca de 57 milhdes distribuidos por 1,38 milhdes

de km?, sendo que 19,6 milhdes encontram-se em risco Figura 2 - Distribuicio geogréfica do
T.b.gambiense e T.b.rhodesiense no

moderado ou elevado, enquanto 37,4 milhdes estio nas continente africano (?

zonas de risco baixo ou muito baixo (¥ ('),

T.b.rhodesiense por sua vez encontra-se em |3 paises da Africa Sul Oriental. E
normalmente responsavel por infegdo aguda, surgindo os primeiros sinais e sintomas nas
primeiras semanas ou meses apds-picada, com uma rapida evolucio da doenca *. Este
parasita tem como principais reservatérios os animais de caca (antilope, bufalo) e alguns
domésticos e o vetor biolégico multiplica-se nas savanas '%. A populagio de risco é estimada

em 12,3 milhdes, distribuida por 170 mil km?® Desta, 1,4 milhdes vive nas 4reas de risco

moderado ou elevado e 10,9 milhées encontra-se na de risco baixo ou muito baixo ",

22. Ciclo de vida de Trypanossoma brucei

T.brucei tem um ciclo de vida

heteroxeno, uma vez que apresenta mais

do que um hospedeiro (Fig.3). Quando
uma mosca Tsé-tsé (Glossina spp)

infectada pica o homem ou outros

mamiferos, injecta tripomastigotas

metaciclicos que vdo para oOs vasos

sanguineos e linfa. Aquando da chegada & Figyra 3 - Ciclo de vida de Trypanossoma brucei

corrente sanguinea transformam-se em



tripomastigotas sanguineos, sendo depois distribuidos pelo resto do corpo, replicando-se
por fissio binaria. A Glossina, por sua vez, infeta-se quando pica o hospedeiro e retira
sangue contaminado com tripomastigotas sanguineos. Estes no intestino convertem-se em
tripomastigotas prociclicos, e depois ao abandonarem o intestino transformam-se em
epimastigotas. Os epimastigotas nas glandulas salivares multiplicam-se por divisio binaria e
transformam-se em tripomastigotas metaciclicos. Este ciclo demora aproximadamente trés
semanas na mosca Tsé-tsé, periodo a partir do qual estio criadas as condigdes para infetar o

homem @ ©),
23. Fisiopatologia e diagnéstico da HAT

Apos a picada da mosca Tsé-tsé pode ocorrer uma lesio edematosa vermelha na pele
a nivel do local da picada, conhecido por cancro tripanossémico, comum aquando de infe¢io
por T.b.rhodesiense e rara com T7.b.gambiense. A HAT apresenta uma evolugio clinica que
compreende duas etapas, a primeira corresponde a fase hemolinfatica e a segunda a
meningoencefalica. A hemolinfatica surge semanas a meses apos-picada e deteta-se a
presenca do parasita no sangue e linfa. Aparecem diversos sinais e sintomas tais como febre,
fadiga, anemia, perda peso, dor articular, muscular e de cabeca, rash cuténeo,
trombocitopenia, esplenomegalia e o tipico edema dos nédulos linfaticos (Sinal de
Winterbottom) @ ©. A meningoenceflica surge quando o parasita transpée a barreira
hematoencefilica invadindo o sistema nervoso central (SNC), sendo esta a etapa mais grave
e fatal. E nesta fase neurolégica que surgem os sinais mais indicativos da doenca tais como
mudanca de comportamento, alteracdo da personalidade, alteragio do ciclo do sono,
distUrbios sensoriais, alteracdes na coordenacio, confusio, coma e morte.

A velocidade de progressio da doenca depende da subespécie envolvida. Tal como
referido anteriormente, 7.b.rhodesiense é responsavel por uma resposta aguda, ou seja, que
apresenta rapida progressio e um curto periodo assintomatico. Em poucas semanas o
parasita invade o SNC causando problemas neurolégicos e em poucos meses podera levar a
morte. A subespécie T.b.gambiense causa a forma crénica em que ha uma evolugio lenta e
um longo periodo assintomatico, aparecendo os sintomas apenas anos apos-infecio. Na
auséncia de tratamento ocorre morte, em média 6/7 anos na infegio por 7.b.gambiense,
podendo matar em menos de um ano na infegio por T.b.rhodesiense®.

O diagnostico da doencga é feito inicialmente com base nos sinais clinicos e através de
métodos serologicos/imunolégicos. Os testes serolégicos, apenas existentes para

T.b.gambiense, envolvem a pesquisa de anticorpos, nomeadamente de Imunoglobulina M e
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de hipergamaglobulinémia no nivel do liquido cefalorraquideo (LCR) e sangue recorrendo-se
a técnicas de imunofluorescéncia (',

O diagnéstico laboratorial também engloba a identificagdo do parasita nos fluidos ou
tecidos corporais, nomeadamente em aspirado de ganglios linfaticos e de medula éssea e
LCR. Normalmente recorre-se a um exame direto a fresco e apds coloracdo de Giemsa e
exame apds concentracdo por tripla centrifugagdo. Ha que ter em atengdo que o
T.b.rhodesiense apresenta elevadas parasitémias ao contrario do 7.b.gambijense, dai a
detecdo do parasita no sangue ser mais ficil no primeiro do que no segundo 9.

O estado de progressdo da doencga ¢ analisado recorrendo-se ao exame do LCR,
obtido por puncio lombar, para avaliar o envolvimento e extensdo afetada do SNC. Em
fungdo dos resultados desta avaliagio sera determinado o curso do tratamento, uma vez que
os farmacos utilizados dependerio do estigio em que a doenga se encontra e do
comprometimento neurolégico. Uma vez que a medicagdo existente para a fase
meningoencefilica é mais complexa e de maior risco, torna-se fundamental identificar os

doentes o mais cedo possivel de modo a poder trati-los em estadios menos severos (',

24.  Tratamento da HAT e medidas de prevengido

Todos os portadores de HAT deverio

0 F
. . F NH>
ser tratados. Como dito anteriormente, a OTH:\”JLE/:HTO HzNJ\_S‘Yo
OH

eflornithine

escolha da terapéutica farmacolégica depende

I
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da fase da doenca e ainda da subespécie 99 b f{

SO4H HOsS ii Q s
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envolvida. Os farmacos de primeira linha J— H

melarsoprol

(Fig.4), tanto para a fase hemolinfatica como MQOMOG\W ~ L
HaN. NH; 7/ I

0,S  N-N
para a meningoencefilica, sdo bastante

o
NH NH s NO,

pentamidine nifurtimox

efetivos, apesar de alguns apresentarem Figura 4 - Estrutura molecular dos farmacos
) o atualmente usados na HAT (¢
efeitos adversos bastante  significativos

principalmente os que atuam na fase meningoencefilica, ja que transpdem a BHE.

Para a fase hemolinfatica do 7.6.rhodesiense o farmaco de |? linha é a suramina, um
derivado naftaleno simétrico polissulfonado, descoberto em [921. Este farmaco apresenta
elevado tempo de semi-vida (44 a 54 dias) devido a elevada ligagdo as proteinas plasmaticas
@ (9 Provoca alguns efeitos adversos tais como neuropatia periférica, nefrotoxicidade,
erupcdo cutinea e reacdes de hipersensibilidade. A suramina é ativa na |* fase do

T.b.gambiense, no entanto ndo é muito utilizada pelas consequéncias graves que causa nos
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co-infectados com Onchocerca volvulus e pelo fato de existir um farmaco mais seguro para
este caso @

A acdo tripanocida da suramina ainda ndo estd totalmente esclarecida, no entanto,
existem diversas hipoteses quanto ao seu mecanismo de agdo, nomeadamente de que o
farmaco impede a captagdo de proteinas do soro e inibe a sua endocitose pelo parasita. A
suramina liga-se a proteinas plasmaticas, incluindo as LDL, as quais o parasita fortemente se
liga e endocita como resultado da ligagdo a recetores membranares especificos. As LDL sio
cruciais para o parasita, ja que sdo uma fonte primaria de esterdis para as formas sanguineas.

Uma segunda hipotese diz respeito a acumulagio do firmaco no interior dos
lisossomas inibindo assim enzimas chave como a proteina cinase e a 3’-nucleotidase,que
ligam a membrana plasmatica do 7.brucei, e a fosfatase 4cida e pirofosfatase (ligadas a nivel
flagelar). Por outro lado a suramina inibe todas as enzimas glicoliticas carregadas

@, Apesar do

positivamente que se encontram no interior do glicossoma do 7.brucei
parasita ndo ser capaz de sintetizar novamente colesterol e acidos gordos e por isso o
desenvolvimento de resisténcias a molécula ser improvavel, alguns casos de falha no
tratamento tém sido descritos, nio se sabendo qual a origem destes mecanismos de

resisténcia ?.

Na fase meningoencefdlica por T7.b.rhodesiense o farmaco de escolha é o
melarsoprol, um composto organoarsénico descoberto em 1949 e introduzido para
substituir o tryparsamide, também de origem arsénica ® (9. E ativo nas duas subespécies de
HAT, no entanto n3o é utilizado na forma gambiense pelo facto de ser mais caro e téxico do
que a alternativa existente ®. Para o segundo estadio de infecdo por T.b.rhodesiense é o
Unico tratamento existente, apresentando efeitos adversos bastante severos que podem pér
em causa a vida (taxa de mortalidade de cerca de 5,9%) . Uma das situagdes mais graves é
a encefalopatia reativa, que surge em 5 a 10% dos doentes e que é fatal em
aproximadamente 50% dos casos. A prednisolona é co-administrada, uma vez que o uso
concomitante parece diminuir a ocorréncia desta reacio . O melarsoprol atua na fase
neurolégica uma vez que apresenta capacidade de transpor a barreira hematoencefalica,
devido a lipossolubilidade que Ihe é conferida pelo grupo arsenéxido reativo presente nos
metabolitos ativos do farmaco. Uma parte significativa do farmaco é encontrada ligada as
proteinas plasmaticas, apresentando o metabolito ativo um tempo médio de semi-vida no
soro de 3,5 a 3,8 h e uma eliminagdo lenta a partir do LCR, com tempo de semi-vida de 120

h @,



A entrada do melarsoprol nos tripanossomas ¢ feita por transportadores de purinas,
atuando o farmaco como um ligando competitivo para o sitio da purina na proteina
transportadora. O transporte de purinas encontra-se muito desenvolvido nos
tripanossomas, de modo a também rapidamente adquirirem os acidos nucleicos dos
hospedeiros. Assim, os tripanossomas lisam-se rapidamente quando expostos ao farmaco
(15)

A resisténcia a este firmaco tem vindo a aumentar principalmente na Africa Central,
19 havendo falhas no tratamento que rondam os 30% ®. A grande parte dos parasitas que
apresentam resisténcia aos farmacos arsenicais demonstra ter perdido o transportador
aminopurina P2. No entanto, nos tripanossomas em que o transportador é removido
propositadamente, os parasitas sio apenas ligeiramente menos sensiveis ao farmaco do que
os wild-type. Isto sugere que outras vias secundarias de entrada do farmaco estardo
envolvidas, e que no caso das resisténcias também essas vias alternativas estdo alteradas para

além do transportador de purinas @ (®.

Quanto ao estadio hemolinfatico por 7.b.gambiense existe a opcao da pentamidina,
uma diamina aromatica descoberta em 1941. Apesar de bem tolerada, podem surgir alguns
efeitos adversos tais como hipoglicémia, nausea, vomito e diarreia '?. Os tripanossomas
acumulam elevadas quantidades do farmaco através da permease aminopurina P2, sendo esta
atividade dependente de energia Y. No entanto, existem ainda dois transportadores de
pentamidina, um de elevada (HAPTI) e outro de baixa afinidade (LAPTI) também
responsaveis pela absor¢io do farmaco. Tal explica o motivo pelo qual este farmaco resulta
terapeuticamente aquando de resisténcias aos derivados arsénicos que perdem o
transportador P2, antes referido. No entanto, no caso de perda dos transportadores
especificos do farmaco também se desenvolvera resisténcia ?. A pentamidina apresenta um
largo espetro atuando também na leishmaniose. No entanto, e apesar de transpor a barreira
hematoencefilica, ndo o faz em concentragio suficiente para ter agdo nesta fase de infegdo d

T.brucei .

No respeitante a fase meningoencefalica do 7.b.gambiense ha a opgio da eflornitina,
um derivado do aminoacido ornitina, descoberta em 1990 (%, Este farmaco atua por inibigdo
da enzima ornitina descarboxilase (ODC). A ODC é bloqueada no seu sitio ativo pela
eflornitina que deste modo priva os tripanossomas da sintese de poliaminas, ocorrendo um

aumento dos niveis de S-adenosilmetionina. Este incremento vai levar a metilacio de
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proteinas, acidos nucleicos e outros componentes, sendo prejudicial para o parasita. Esta
situacdo ndo se verifica no 7.b.rhodesiense, uma vez que a enzima apresenta uma taxa de
renovagio rapida e por isso o bloqueio pela eflornitina nio resultara no impedimento da sua
agio @. A entrada do firmaco nas formas sanguineas de 7.brucei, parece ser feita por
difusdo passiva mas também por transportadores saturaveis, responsaveis pela transposigio a
nivel da barreira hematoencefalica. A resisténcia ao farmaco nas formas prociclicas parece
estar associada a diminuicdo da entrada do mesmo, devendo-se tal situacdo a perda ou

(19 O tempo de semi-vida da eflornitina, apos

alteracdo nestes transportadores
administracdo via IV é de aproximadamente 3 h, apresentando este farmaco varios efeitos
adversos severos como alteragdes gastrointestinais, convulsdes e supressio da medula
Ossea.

O regime de administracio convencional da eflornitina é bastante complexo e
moroso e por isso é dificil o cumprimento adequado do tratamento, especialmente no
continente africano onde as condigdes médicas sio mais precarias. Por este motivo, uma
nova terapéutica de combinagdo com o nifurtimox (NECT), instituida em Abril de 2009,
surgiu apos ser comprovada a eficicia e o perfil de seguranga através de ensaios clinicos,
uma vez que este farmaco primariamente foi aprovado para o tratamento da doenga de
Chagas (endémica no continente americano) causada pelo 7rypanossoma cruzi. O nifurtimox
atua por ativagio de uma nitroreductase do tipo |, que conduz a um aumento de radicais
livres a nivel intracelular, causando lesdes no parasita .

Tendo em conta que a administracio de NECT é mais simples e requere menos
recursos humanos que a da eflornitina em monoterapia (NECT requere 2 infusdes diarias via
IV durante 7 dias e a administracdo oral de nifurtimox 3 vezes/dia durante 10 dias, enquanto
na monoterapia sdo requeridas 56 infusdes IV de eflornitina - 4 infusGes diarias durante 14
dias), ® e dado que apresenta actividade mais promissora no 7Trypanossoma brucei, tornou-
se parte integrante da lista de medicamentos da World Health Organization para o estagio
meningoencefalico do 7.b.gambiense ® ' apesar de ainda nio estar aprovado pela Food and
Drug Administration para a HAT, sendo utilizada off-label . Ainda, esta terapéutica de
combinagdo permite diminuir o risco de desenvolvimento de resisténcias pelo facto dos dois
medicamentos envolvidos terem mecanismos de acio distintos (®. Os diferentes
procedimentos de administragio dos farmacos, atualmente existentes para a HAT e
anteriormente referidos, sio apresentados de forma resumida na Tabela 2, quer para

utilizagdo em adultos quer em criangas. Os doentes deverdo ser seguidos durante 2 anos



apo6s o tratamento, devendo a cada 6 meses ser feita uma pungio lombar e respetiva analise

para detetar possiveis recidivas.

Tabela 2 — Modo de administragio e posologias dos farmacos usados na HAT @

Espécies Fase Farmaco Dosagem Adulto Dosagem Pediatrica

T.b.rhodesiense | Hemolinfatica Suramina Dose ensaio de 100 = Dose ensaio de 2mg/kg IV a
mg IV a dar antes dar antes da |* dose e
da I* dose e depois | depois 20 mg/kg IV nos dias
I g nos das |I,3,5 14e2l
1,3,5,14 e 21

T.b.rhodesiense | Meningoencefalica Melarsoprol | 2-3.6 mg/kg/dia IV x | 2-3.6 mg/kg/dia IV x 3 dias.
3 dias. Apo6s 7 dias, | Apos 7 dias, 3.6 mg/kg/dia x
3.6 mg/kg/dia x 3 | 3 dias. Dar uma 3* série de
dias. Dar uma 3% | 3.6 mg/kg/dia apés 7 dias.
série de 3.6
mg/kg/dia apés 7
dias.

T.b.gambiense Hemolinfatica Pentamidina = 4 mg/kg/dia IM ou 4 mg/kg/dia IM ou IV x 7-10
IV x 7-10 dias dias

T.b.gambiense Meningoencefalica Eflornitina 400 mg/kg/dia em 4 | 400 mg/kg/dia em 4 doses x

doses x 14 dias

14 dias

No que concerne a prevengdo é importante tentar evitar a ida para paises
endémicos, sempre que possivel, uma vez que nio existe vacinagdo e é pouco provavel que
haja o seu desenvolvimento dado que o parasita apresenta glicoproteinas variaveis de
superficie (VSG) que sdo responsaveis pela variagdo antigénica que ocorre durante a infegéo,
permitindo assim escapar a resposta imune. Estas glicoproteinas de revestimento sio
codificadas em genes cassete que permitem a sua mudanca regular, e como tal a expressio
de novas VSG leva a que haja alteragdo na estrutura, impedindo o reconhecimento pelo

sistema imune 7

A quimioprofilaxia ndo é recomendada, uma vez que poderd levar ao
desenvolvimento de resisténcias. No entanto, quando se viaja para os paises em questdo e
no caso dos habitantes locais, deve evitar-se a ida para zonas florestais e para as margens
dos rios, locais habituais da mosca Tsé-tsé. As medidas de prevencio devem envolver a
protegdo individual recorrendo a repelentes de insetos, roupas longas e impregnadas com
permetrina, que cubram totalmente os membros, de grossura adequada (se demasiadamente
finas o mosquito consegue picar) e de cores neutras pois as cores brilhantes, escuras e

fortes chamam a atengdo da mosca, usar telas e mosquiteiros e ainda inspecionar os veiculos



dado que a mosca Tsé-tsé tende a permanecer no seu interior ja que é atraida pelo

movimento do automovel @,

3. Drug Discovery na Tripanossomiase Africana Humana

Uma vez que ainda ndo existe nenhum farmaco que seja efetivo simultaneamente em
ambos os estadios da HAT, hemolinfitico e meningoencefilico, ou para ambas as
subespécies, dado que as resisténcias aos farmacos atualmente existentes tém vindo a
aumentar e ainda tendo em conta que a atual terapéutica se processa por via parentérica e
em regimes complexos, estando ainda sujeita a bastantes efeitos adversos, torna-se
extremamente necessario o desenvolvimento de novos agentes anti-tripanossomais mais
seguros e eficazes. A descoberta e o

Tabela 3 - Alvos terapéuticos para desenvolvimento
progresso de novos fiarmacos poderdo ser de farmacos anti-HAT (9

facilitados pelo fato de em 2005 ter sido

Pathway Enzymes Validation Status
Pu blicada a sequéncia do genoma do Polyamine 0ODC, AdoMetDC Genetic and | AdoMefDC — Lead
biosynthesis chemical optimization
T.brucei, de existirem ferramentas genéticas | jorstios TRCTSES | e [
. . Energy Hexolanase, Genetic and | PFK — Hit to Lead
Cada vez malis FObUStaS, q ue Perm 1tem Metabolism/glycolytic | Phosphoglucose chemical Aldolase — Hit
enzymes isomerase, identification
n . . phosphofructokinase,
detetar a relevancia de um gene no parasita, fructose-1.6-
bisphoshate aldolase;
. . phosphoclycerate
e ainda pelo conhecimento crescente sobre kinase; enolase
Purine and Pyrimidine | DHFR-TS. pteridine Genetic and | DHEFR-TS —Hit to
a I"egu|a(;50 dos genes. Com a utl|lza(;5_0 metabolism ﬁf;l:f;:;ﬁ;lgndme chemical Lead

synthetase

deSteS recursos foi pOSSive| detel"minar-se DNA modification DNA topoisomerases | Genetic and | Topo — Hit

chemical identification
diversos alvos (Tabe|a 3) tais como enzimas | Fattyacid Elongases, N- Genetic and | NMT - Hit to Lead
biosynthesis/utilization | myristoyltransferase chemical
H H H Sphingolipid Sphingolipad Genetic
envolvidas no metabolismo das purinas e | jPmese i
e e e g. . o) Protein modification Prenylation Genetic and | PFT - Lead
P|r|m|d|nas, no metab0|lsm0 energetICO, na chemical optimization
, L. .. Protein modification Kinases Genetic and | GSK3 —Hit to Lead
sintese de acidos gordos, esfingolipidos e chemical
Protein madification Proteases (TbCatB) Genetic and | Hit identification
poliaminas e ainda na modificagdo de chemical | and validation
tubulin Tubulin assembly Genetic and | Hit identification

chemical

proteinas e do DNA, nomeadamente as

DNA Topoisomerases, que serio seguidamente abordadas .

3.1. Magquinaria genética de 7rypanossoma brucei - Cinetoplasto

O parasita 7.brucei € um organismo com recursos bioldgicos invulgares, sendo um
deles o facto de apresentar um cinetoplasto, designado kDNA, que constitui o genoma
mitocondrial e que se localiza a nivel da Unica mitocondria da célula, apresentando uma

topologia complexa. Caracteriza-se por ser uma rede condensada de estrutura planar, em
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forma de disco, que envolve aproximadamente uma duzia de maxicirculos (= 20 Kb) ligados
com milhares de minicirculos (= | Kb) '®.
A sintese do kDNA envolve
essencialmente os minicirculos, dada a
sua elevada quantidade
comparativamente com os maxicirculos
e envolve primeiramente a sua

libertagdo da rede, depois a sua

replicacio e por fim a religacio dos

6 ':\____)’ ' O®

descendentes. Esta etapa requer um Figura 5 - Replicagdo dos minicirculos do kDNA '8
mecanismo de replicagao ndo

convencional em que os minicirculos covalentemente fechados sio libertados da rede numa
regidio proxima do corpo basal flagelar (zona cinetoflagelar — rever Fig.l), dando-se a
replicacdo propriamente dita fora da matriz da rede. A grande maioria dos minicirculos
encontra-se no interior da rede (a), estando apenas uma minoria na forma livre de
intermediarios da replicacao (b-f) (Fig.5).

A replicagio inicia-se com a libertagio/decatenagdo dos minicirculos monoméricos
covalentemente fechados da rede (b), seguindo-se uma sintese de DNA unidirecional
envolvendo intermediarios de estrutura theta (c-d) a nivel cinetoflagelar (estes
intermediarios sdo assim designados por se assemelharem a forma da letra grega com o
mesmo nome: @). Posteriormente verifica-se a segregacdo dos circulos-filhos e a sua
reconexdo individual a rede (f). O DNA apresenta brechas que apenas sdo reparadas no
momento em que todos os minicirculos se tenham replicado e a rede tenha atingido o
dobro do tamanho, ficando apta a dividir-se em duas. Sdo as enzimas localizadas no disco de
kDNA, nomeadamente as DNA topoisomerases, que catalisam estes estados finais de
replicagio dos minicirculos, incluindo a remocado do primer e a resolugio da maior parte das

frinchas existentes entre os fragmentos, causadas pela libertagio dos minicirculos '® (%),

3.2. Importincia das DNA Topoisomerases no parasita
As DNA topoisomerases (TOPO) sdo enzimas ubiquas que catalisam mudangas
topoldgicas nas moléculas de DNA, realizando esta modulagio através da actividade de

cisdo, manipulacdo e reunido das cadeias de DNA, controlando também assim os niveis de



enrolamento do mesmo. Sio importantes no metabolismo dos acidos nucleicos,
nomeadamente na replicagio, transcrigio, condensagio e recombinagio cromossomal *% !,

Dado que o 7.brucei apresenta na mitocéndria o genoma mitocondrial, a inibigdo
destas enzimas importantes a manutencdio do kDNA tornou-se um alvo crucial ao
desenvolvimento de novos farmacos, ja que sem a agdo das TOPO se torna impossivel a
sobrevivéncia do parasita. Dai, o estudo e conhecimento destas enzimas bem como das suas
fungdes a nivel deste protozoario ter vindo a aumentar dadas as potencialidades para novas
terapéuticas anti-HAT. Em seguida serio abordadas com maior pormenor as TOPO,
nomeadamente as presentes no 7.brucei, bem como as suas funcdes e particularidades.

As TOPO subdividem-se em dois tipos, tipo | (IA e IB) e Il (Il A e lIB), sendo que as
do tipo | (TOPOI) induzem quebras transitorias nas cadeias simples, alterando-se o nimero
de ligagdes em etapas de um, enquanto as tipo Il (TOPOII) induzem quebras em ambas as
cadeias de DNA, alterando-se o nimero de ligagdes em multiplos de dois (Fig.6) ®". As
topoisomerases alteram o estado topolégico do DNA por clivagem das ligagdes fosfodiéster
(as TOPO IA e Il ligam-se covalentemente a nivel 5’-terminal enquanto as IB se ligam a nivel
3’- terminal durante a clivagem, havendo o desenrolar do DNA) e por formagdo da uma
ligacdo covalente fosfotirosina, dando-se a transferéncia de segmentos de DNA através da

quebra, sucedendo por fim a religagio do DNA @2,

(&) Type 1 (B} Type I
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Figura 6 — Agdo das DNA topoisomerases | e Il @

3.2.1. DNA Topoisomerases |

3.2.1.1. DNA Topoisomerases |IA

Nas TOPO |, as subfamilias |A e IB diferem na sequéncia, estrutura, especificidade do
substrato, susceptibilidade a inibicio e no mecanismo catalitico. As TOPO |A contém um

24

dominio Toprim (estruturalmente conservado) e requerem Mg®* % Fazem parte desta

subfamilia (IA) as topoisomerases IA e lll, que se distinguem pela preferéncia por catalisar
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reagdes de relaxamento e de conexidol/libertagio, respetivamente, devendo-se esta
predilegido a auséncia ou presenga de uma sequéncia de decatenagio.

Apesar de requeridas, o papel das TOPO IA no metabolismo do DNA ainda ndo esta
completamente esclarecido, presumindo-se que as suas fungdes principais estdo relacionadas
com a recombinagio e reparacio do DNA. O seu envolvimento na replicacio ¢
demonstrado pelo nivel anormal de divisio do DNA em células geneticamente deletadas da
sua actividade, sendo que tal parece ser consequéncia da incompleta resolugio dos
intermediarios presentes no momento da segregagio cromossémica.

Assim, a resolugio destes intermediarios da replicagio (pelas TOPO I|A) processa-se
essencialmente por dois mecanismos: remogio dos entrelacados existentes entre as cadeias
parentais (fig.5 - via 4A) ou permitindo que a replicacio avance de modo a difundir o

enrolamento na regiio replicativa (fig.5 - via 4B).

A pesquisa do genoma do T.brucei (pelo projeto de sequenciagio “Tritryp”)
permitiu identificar a presenga de trés TOPO IA, localizando-se uma delas a nivel do
cromossoma |0 (IA) e duas a nivel do cromossoma 2 (lll), designadas respetivamente
T.brucei TOPO |A mt, T.brucei TOPO lllo e T.brucei TOPO IlIf. Constatou-se que a
TOPO IA mt localizada a nivel da mitocdndria, proximo do cinetoplasto, é diferente a nivel
filogenético uma vez que se assemelha mais com sequéncias de bactérias do que de
eucariotas. Apresenta uma importante funcdo a nivel da resolu¢gio dos minicirculos de
estrutura theta, dado que aquando do silenciamento da sua expressao via RNA interferéncia
(RNAI) se verifica acumulagdo destes intermediarios, perda da rede de kDNA e ainda
paragem do crescimento celular ('®,

Diversas experiéncias confirmaram o papel insubstituivel da enzima, uma vez que nos
tripanossomas desprovidos da sua agdo as estruturas intermediarias theta acumularam,
demonstrando assim que nem a via 4A nem a via 4B estariam disponiveis, impedindo assim a
reconexio/catenagio a rede (rever fig.5). Os resultados destas experiéncias parecem ser a
primeira evidéncia em animais da contribui¢io das TOPO IA na replicagio do DNA.

Confirmada a relevancia desta enzima na replicagio do kDNA, fundamental a
sobrevivéncia do parasita, e dado que a 7.6rucei TOPO IA mt ndo apresenta ortéloga nos
humanos, torna-se um excelente alvo para o desenvolvimento de novos antiprotozoarios

seletivos, dado que os efeitos prejudiciais no ser humano serio deste modo minimizados "®.



3.2.1.2. DNA Topoisomerases IB

As TOPO IB de eucariotas funcionam Human

quer no nlcleo quer na mitocdndria e N i "l‘:t 765
apresentam quatro dominios (fig.7): o ol

dominio nuclear de DNA, o maior, N DNA 696
fundamental para a actividade da enzima e B 273

que apresenta um elevado grau de
conservagio filogenética, em especial em Figura 7 - Dominios das TOPO IB @9
relagio aos aminoacidos que interagem com
o DNA; o dominio N-terminal hidrofilico ndio conservado; o dominio ligante, curto e pouco
conservado, que liga o nucleo ao dominio catalitico, o dominio C-terminal catalitico,
altamente conservado que contém o local ativo. As TOPO IB de 7.brucei apresentam estes
quatro dominios mas divididos por duas proteinas, codificadas por dois genes. Esta enzima
heterodimérica é constituida pela subunidade larga (90 kDa), que abarca o dominio de
ligagio do DNA e pela subunidade pequena (36 kDa), que envolve a parte catalitica (Fig.7) *"
(24).

Estas enzimas, ao contrario das IA, tém o seu papel bem caracterizado uma vez que
sdo importantes para atenuar o superenrolamento ocorrido durante a sintese de DNA e
RNA (dado que relaxam o enrolamento) e sio independentes de Mg **. As camptotecinas,
farmacos atualmente usados a nivel oncolégico, tém capacidade de inibir as TOPO IB e

portanto também sio potencialmente tripanocidas, como posteriormente se ira descrever

24

3.2.2. DNA Topoisomerases ||

As TOPO Il que se subdividem em duas formas, IIA e a IIB, distribuem-se
diferentemente nos parasitas com cinetoplasto dado que na mitocdndria a enzima se
encontra bem caracterizada, mas em relacio ao nucleo é escassa a informacio acerca da sua
actividade.

A importancia das TOPO Il reside no facto destas enzimas intervirem na replicagio
do cinetoplasto, especificamente na segregacio e condensagio cromossémica, por via da
actividade de catenagdo. Apds a replicagdo, os cromatideos descendentes permanecem

ligados ao centrémero através da actividade de catenagdo das TOPO I, sendo fundamental a



presenga da enzima para que haja uma correta coesdo e adequada segregagio. Experiéncias
com RNAi comprovaram a estagnacio da replicagio aquando da inibigio de TOPO Il *),
Para além do referido anteriormente, a enzima apresenta atividade de decatenagio
(que envolve a clivagem da dupla cadeia de DNA) e atua no relaxamento da supertorgio da
dupla hélice de DNA, através da quebra e posterior religagio das suas cadeias *.
A purificagdo das TOPO Il demonstrou que os seus genes e proteinas eram de
tamanho inferior comparativamente com o de outros eucariotas superiores e que estas

enzimas n3o apresentam actividade tipo girase (enrolamento do DNA). Quanto a

Figura 8 — Dominios das TOPO Il @"

constituicio, as TOPO Il envolvem um dominio C-terminal (nio conservado), um N-A

1 490 646 Y’’’ 1165 1455

replicagdo e a segregagdo de uma rede de DNA apresenta inlmeros desafios topolégicos,

requerendo provavelmente TOPO Il nos varios passos. Uma das TOPO Il mais cruciais é a
mitocondrial (TOPO Il mt), havendo outras TOPO |l (7.brucei TOPO Il o e T.brucei
TOPO Il B) que embora presentes parecem nio ter um papel fundamental na replicagido do
kDNA dado que a sua inibigio nio causa nenhuma alteragio significativa.?" Assim, e se a
TOPO Il mt fé6r a Gnica a nivel mitocondrial, ha que considerar a possibilidade da enzima

apresentar mais fungdes a nivel da segregagdo, que possam ainda ser desconhecidas.

3.2.2.1. DNA Topoisomerase Il mt
A Tbrucei TOPO Il mt para além da

actividade tradicional de reconexio dos Normal kDNA
minicirculos descendentes a rede e de outras

possiveis fungdes como a libertagio dos

2 40
minicirculos  pré-replicacdo, resolugio dos 50 Small kDNA~/£
N\
minicirculos entrelacados, remocio das torcdes ) no kDNA
0 1 2 3 4
introduzidas durante o desenrolamento das Days of RNAI

cadeias, apresenta também a capacidade de Figyra 9 - Cinética da perda de KDNA
« » . . durante TB TOPO Il mt RNA; (9

reparar as  brechas  existentes no cinetoplasto
formadas aquando da libertacao dos minicirculos da rede devido a quebra de varias ligagcdes

topologicas.



Esta inesperada fungio, recentemente descoberta, torna a enzima num bom alvo para
farmacos tripanocidas. De fato, verificou-se que nas redes wi/d-type os danos nas redes sio
eficientemente reparados, enquanto que quando ha inibicdo da enzima por RNAi os buracos
da rede kDNA tendem a persistir e expandir levando a diminuicdo do tamanho da rede
(Fig.9) e a fragmentagdo da mesma, impedindo assim a replicagio do genoma e
consequentemente a sobrevivéncia do parasita.

Apesar da diminuicdo do tamanho do cinetoplasto poder ser explicada por diversos
fatores, como o encurtamento devido a libertacio continua dos minicirculos sem religagao
dos descendentes ou a divisdo assimétrica da rede, a explicagio mais provavel é que sera
devido a fragmentacdo causada pela auséncia da reparagio pela TOPO Il mt. Na andlise
global pés-RNAi o tamanho do kDNA parece normal enquanto que na avaliagio dos
cinetoplasto a nivel individual, nenhuma das redes isoladas apresentava tamanho adequado, o
que leva a crer que sejam constituidas por fragmentos que permanecem junto ao corpo basal

(19

flagelar nio se distribuindo pela mitocéndria . Deste modo, constata-se que a enzima

remodela a rede durante a replicacio de modo a manter uma densidade e estrutura

/topologia adequada. ¥

3.3. Inibidores das DNA Topoisomerases - Novos fairmacos anti-tripanossomais

Dado que os farmacos atualmente existentes para a HAT apresentam diversos

problemas, ja anteriormente mencionados, € uma vez que o conhecimento acerca das

TOPO e bastante  alargado, Tabela 4 - Atividade dos inibidores das DNA Topoisomerases

A . nas formas sanguineas do Trypanossoma brucei ®®
constatando-se a sua relevancia no g P

genoma de T.brucei, torna-se

Compounds Target I. brucei
importante  aproveitar  esta EDso (uM) MIC (uM)
Anthracyclines
. f ~ I Aclarubicin topo I'TT 0.0033 0.1
INformacao Para utilizar os Doxorubicin tope II 0.027 1
T . Camptothecins
inibidores destas enzimas como Camprothecin opo T 0.43 100
7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin topo I 0.12 100
ComPOStOS lideres para o 10-Hydroxy-camptothecin topo 1 0.35 100
Irinotecan topo I 21.5 =100
. , Topotecan topo I 1.23 =100
desenvolvimento de farmacos
arbazoles
. . . . Ellipticine topo 11 1.0 100
tripanocidas. Dado que a maioria  Rebeccamyeine topo T 027 10
Miscellaneous
dos inibidores das DNA TOPO Aurintricarboxylic acid topo I1 29.2 =100
Ellagic acid topo I'TL 27.4 100
~ o1 Eriochrome Black T topo II 30.1 100
sio atualmente utilizados na Etoposide topo T1 136 2100
B-Lapachone topo I 0.31 10
terapéutlca oncoléglca’ e tendo Mitoxantrone topo 11 0.0026 10

em conta que uma elevada percentagem desses farmacos demonstra atividade seletiva na

16



doenga do sono, podera poupar-se dinheiro e tempo na Drug Discovery ao serem testados

os farmacos existentes

. Estes inibidores formam com as enzimas complexos covalentes
com o DNA, causando les&es citotédxicas (Fig.13) ®V.

Os estudos de atividade in vitro de diversos inibidores das TOPO para as formas
sanguineas de T.brucei (Tabela 4), demonstraram que todos os farmacos apresentavam agdo
anti-tripanossomal. Os mais promissores foram as antraciclinas (aclarubicina e doxorubicina)
e a antracenediona mitoxantrona uma vez que apresentaram maior seletividade e eficacia ,
ou seja, menor MIC e menor ED, associados a efeitos adversos suportaveis. Constatou-se
que a actividade destes farmacos foi comparavel a dos farmacos atualmente usados para a
HAT: valores de ED,, e MIC préoximos dos da pentamidina (EDs, 0,001 uM e MIC 0,0058
pM) e da suramina (ED50 0,13 pM e MIC 2,3 pM), excetuando o valor de MIC da
mitoxantrona que é ligeiramente superior .

Quanto a seletividade, os ratios ED,, e MIC entre células HL-60 (leucemia humana) e
tripanossomas demonstraram que os farmacos testados apresentavam valores inferiores ao
dos anti-HAT tradicionais: pentamidina, EDs, ratio 1000 e MIC ratio |3 000; suramin, ED,
ratio 500 e MIC ratio 200. Contudo, as antraciclinas apresentaram os valores mais altos e
por isso foram os mais seletivos dos farmacos testados (Tabela 5). As camptotecinas,
inibidoras das TOPO IB, apresentaram valores bastante baixos o que leva a concluir que sdo
mais toxicas nas células humanas do que no parasita, ou seja, as concentragdes necessarias
para matar os tripanossomas s3o superiores as concentragdes citotoxicas nas células

humanas “°.

Tabela 5 - Seletividade dos inibidores das DNA Topoisomerases ®”

Compound EDsoqar 60y EDso(T brucen) MICmr60) MIC(T bruceiy
Anthracyclines
Aclarubicin 9.7 1000
Doxorubicin 1.3 >100
Camptothecins
Camptothecin 0.08 >1
7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin 0.05 =1
10-Hydroxy-camptothecin 0.09 >1
Carbazoles
Rebeccamyein 0.8 1
Miscellaneous
B-Lapachone 1.3 10
Mitoxantrone 1.7 10

Assim, conclui-se que as antraciclinas e a mitoxantrona sio os farmacos mais
promissores para a terapéutica de HAT, dado que para além da boa seletividade e eficacia

apresentam também menor toxicidade que os farmacos convencionais anti-HAT.



As antraciclinas (ANT) s3o antibioticos usados
essencialmente como agentes antineoplasicos numa ampla

variedade de tumores e neoplasias hematoldgicas. A

doxorrubicina (DOX) foi isolada pela primeira vez em 1969 a
partir da fermentacdo aerdbia da bactéria Streptomyces r13c:""l\_/""n.H
peucetius caesius. Atualmente também pode ser sintetizada
quimicamente a partir de outra ANT, a daunorubicina, cuja Daunomubicina R =CH,CO
actividade nas formas sanguineas de TBR ja foi demonstrado  Doxorrubicina R = HOCH,CO
(Fig.10) . Figura 10 - Estrutura da Doxo e

Tradicionalmente a atividade da DOX baseia-se na Daunorrubicina @9
insercdo das suas moléculas entre as bases da cadeia de DNA, ligando-se ao nivel da ligagao
acUcar-fosfato da cadeia. Deste modo bloqueia a sintese de DNA, assim como a sintese de
RNA. Por outro lado, a intercalagio da DOX na dupla hélice interfere com a atividade
enzimatica da topoisomerase ||, promovendo quebras irreparaveis do DNA.

Apesar desta actividade tradicional como agente intercalante, estudos recentes
demonstram que ha também a formagio de aductos de estrutura complexa por ligagdes
covalentes com o DNA. Liga-se as proteinas plasmaticas em cerca de 50 - 85%, sendo

maioritariamente excretada por via biliar e fecal. O tempo de ), vida plasmatico é de 10

minutos, sendo a semivida terminal de 30 h 9 @9,

A aclarubicina, também pertencente as ANT,
apresenta uma atividade 10 vezes superior (0,1 pM) a da
DOX (10 uM), uma vez que para além de inibir a TOPO I
também inibe a TOPO | e a quimiotripsina do proteossoma
20 S, também alvo de farmacos anti-HAT. Este farmaco
(Fig.1'1), tal como as restantes antraciclinas, apresenta
diversas hipoteses de mecanismo tais como agdo alquilante,

intercalante, stress oxidativo e efeitos diretos na membrana

celular, ainda ndo estando totalmente esclarecido qual o Figura Il - Estrutura da
27) (28 Aclarubicina @
principal * %,



A mitoxantrona € uma antraciclina derivada da
antracenediona (Fig.12), presentemente utilizada para ~

tratamento de diversos cancros da mama, proéstata e

linfomas nao-Hodgkin, que apresentou boa eficacia, apesar ||/-?Q]/_..‘- \]/;Lﬂ
de no entanto a seletividade ser baixa (ratio MIC baixo). I;f g :“I\
Atua por inibicio da TOPO II, apesar do mecanismo ainda L'l‘"
nio ser totalmente conhecido. Apresenta uma ligagdo as \l

proteinas de cerca de 78 % (elevada distribuicdo), sendo
excretada por via renal e hepato-biliar, exibindo uma Figura 12 - Estrutura da
. o ) ' Mitoxantrona @
semivida média de cerca de |2 dias (5-18 dias). Como
principais efeitos adversos apresenta cardiopatias, mielosupressio, alteragdes hematologicas
(leucopenia, neutropenia, trombocitopenia) e neuroldgicas (parestesia e convulsdes),

gastrointestinais e oculares ®% *7),

De forma simplificada, a Fig. 13 mostra o potencial modo de atuagdo dos inibidores
das DNA TOPO. Ocorre a formagdo dos complexos topoisomerases | e Il com o DNA,
seguido da intercalagio com um inibidor que estabiliza o complexo DNA-Topoisomerase
levando a sua fragmentagido. Dado que os inibidores fazem a estabilizagio do complexo apos
o corte do DNA e antes deste ser recomposto, o DNA e a enzima ficam impedidos de

continuar com as suas funcdes habituais ©.

2XOOOOOOC
T AR
{ \\ :'/'.\ .
B e Zl"’ \ JL, Py
Topoisomerase 1 Topoisomerase 2 -
— .\'\ ."I:I { IR
N

inibidor \jnibidor s
N\ replicagsio do DNA

W | \._
A Fragmentagao

T
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Morte celular

Figura 13 - Mecanismo de Inibicio
das TOPO €9



4. Conclusio

Tendo em conta que a HAT é uma doenga com consequéncias consideravelmente
nefastas a nivel da salde e dado que o desenvolvimento de novos farmacos para esta
patologia ndo é crucial a nivel da indGstria farmacéutica, ja4 que a maior parte dos casos se
verifica em locais onde as condicbes econdmicas e sociais nio permitem O acesso aos
medicamentos, torna-se fundamental aproveitar o conhecimento dos farmacos inibidores das
DNA Topoisomerases, atualmente utilizados noutras doengas, de modo a poupar tempo e
dinheiro a na Drug Discovery anti-HAT.

Uma vez que ha apenas um proé-farmaco (DB289) em fase 2 de ensaio clinico, uma
diamidina, biodisponivel por via oral, confirma-se a auséncia de novos farmacos com acido
tripanocida nos préximos anos o que devera estimular o estudo mais aprofundado de
inibidores das TOPO, nomeadamente das antraciclinas, de modo a validar aqueles que
apresentem maior potencialidade para a terapéutica anti-HAT.

Assim, torna-se fundamental a realizacido de experimentacio /n vivo, em ensaios
clinicos adequados, destes inibidores de modo a garantir a eficacia e seguranga adequada,
bem como a correta posologia e via de administragio, para possivel implementagio futura

nas listas de medicamentos aprovados para a doenga do Sono.

“Nunca tenha certeza de nada, porque a sabedoria comeca com a duvida”

Sigmund Freud
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