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REsumoO

A leishmaniose é uma doenca infeciosa parasitiria endémica em 98 paises,
predominantemente em regioes tropicais e subtropicais, onde afeta cerca de 12 milhoes e
coloca em risco mais de 350 milhdes de pessoas. O agente etioldgico é o tripanossomatideo
do género Leishmania e sua a transmissao ocorre através da picada do flebétomo. Durante o
ciclo de vida os parasitas sao digenéticos e expostos a diferentes ambientes: um extracelular
dentro do hospedeiro invertebrado e um intracelular dentro do hospedeiro vertebrado.
Consequentemente, como estratégia de sobrevivéncia, a Leishmania adota dois estadios

morfologicamente distintos: o promastigota e o amastigota.

A viruléncia da Leishmania spp. que causa a infecao e a resposta originada pelo sistema
imunitario do hospedeiro sao fatores determinantes na manifestagao clinica da parasitose:
leishmaniose cutanea, leishmaniose mucocutanea e leishmaniose visceral. Segundo a OMS a
leishmaniose visceral tem vindo a surgir como uma complicagao associada a doengas que
comprometem o sistema imunitario, como o VIH, alterando os padroes tradicionais
epidemiologicos da transmissao de Leishmania. Os farmacos utilizados possuem limitagoes
nomeadamente o preco, niveis de toxicidade, sucesso reduzido e devido a monoterapia estao
associados ao desenvolvimento de resisténcia. E, portanto, necessario desenvolver terapias
alternativas e caracterizar novos alvos terapéuticos para obter tratamentos mais eficientes,

especificos e menos toxicos.

Na literatura sao encontrados alguns estudos que relatam a atividade anti-Leishmania de
triterpenos derivados da betulina e do acido betulinico. Idealmente, a modificagao quimica
destes produtos naturais pode melhorar significativamente a sua atividade e manter os niveis
de toxicidade geralmente baixos, sendo por isso uma area de interesse crescente na

descoberta de novos compostos com atividade anti-Leishmania.

Com o objetivo de estudar a atividade leishmanicida dos derivados da betulina e do acido
betulinico, foram realizados ensaios de viabilidade celular em Leishmania infantum. Entre os 20
compostos testados, trés compostos apresentaram elevada atividade anti-Leishmania
(Clsp<100 pM), seis atividade moderada (100 <Cls,> 200 pM) e onze nao apresentaram

atividade biologica significativa (Clso> 200 pM),

A anilise da estrutura/atividade dos derivado da betulina indicou que geralmente a
carbamoilagao das posicoes C3 e/ou C28 com a inser¢ao do grupo 1,2,4-triazole nessas
posi¢oes resulta num aumento da atividade leishmanicida, enquanto as mesmas modificagoes



realizadas com a adigdio do grupo 2-metilimidazole conduz a diminuicdo da atividade,
demonstrando-se, assim, a importancia do grupo triazole na atividade destes compostos. Os
resultados obtidos sugerem que as modificagoes em C20 e C29 tém um impacto positivo na
atividade anti-leishmanicida dos derivados da betulina e que a acetilagao das posi¢coes C3 e/ou
C28 diminui a atividade bioldgica dos derivados. Nos derivados do acido betulinico a
esterificagao dos grupos hidroxilos em C3 e C28 na maioria dos casos reteve a atividade
leishmanicida e a oxidagdo do grupo hidroxilo secundario em C3 aumentou a agao
antiparasitaria. Os compostos mais ativos, ou seja, que induziram a redu¢ao do numero de
promastigotas sob menor concentragao, foram o derivado da betulina 24 (Cls, de 48,68 uM)

e o derivado do acido betulinico 31 (Clso de 37,54 pM).

Foi também objetivo estudar os mecanismos de agao farmacologica dos compostos mais
ativos de forma a elucidar possiveis alvos moleculares de atividade anti-Leishmania. Deste
modo, estudaram-se os efeitos dos derivados 24 e 3| no ciclo celular e na morfologia do
parasita. Os resultados obtidos por citometria de fluxo indicam que os derivados betulinicos
testados nao alteram de forma significativa o ciclo celular. Deste modo, tudo indica que o
mecanismo de agao principal dos derivados betulinicos testados nao devera estar relacionado
com a inibigao das topoisomerases, enzimas descritas como potenciais alvos celulares. As
alteragoes morfoldgicas induzidas pelo composto 31, nomeadamente células arredondadas,
mais pequenas e com flagelos mais curtos, sugerem que o mecanismo de agao possa estar
relacionado com alteragoes no citoesqueleto, na permeabilidade membranar e/ou na atividade
mitocondrial.

Em conclusao, os resultados demonstraram a atividade leishmanicida dos derivados
betulinicos e permitiram identificar os grupos funcionais mais importantes para a obtengao
dessa atividade biologica. As modificagoes no grupo hidroxilo secundario da posicao C3, na
porcao de alceno da posicao C20 e no grupo hidroxilo primario da posicao C28 conduziram
a obtencdo de diversos derivados betulinicos com atividades anti-Leishmania distintas. E de
destacar que a adigao de grupos triazéis aumenta o potencial dos derivados da betulina contra

a Leishmania.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic infectious disease endemic in 98 countries, predominantly in
tropical and sub-tropical regions, where it affects about 12 million people, threatening more
than 350 million. The causative agent is the trypanosomatid genus Leishmania, and its
transmission occurs through the bite of the sand fly. During the life cycle, the parasites are
digenetic and exposed to different environments: an extracellular within the invertebrate host,
and an intracellular within the vertebrate host. Thus, as a survival strategy, the Leishmania
adopts two morphologically distinct stages: the promastigote and amastigote.

The virulence of Leishmania spp. that causes the infection and response of the host's
immune system are crucial in the clinical manifestation of disease: cutaneous leishmaniasis,
mucocutaneous leishmaniasis and visceral leishmaniasis. According to WHO visceral
leishmaniasis has emerged as a complication associated with diseases that compromise the
immune system such as HIV, changing the epidemiological traditional standards of Leishmania
transmission. Existing drugs have limitations that are inclusive of price, toxicity levels and
reduced success. As a result of monotherapy they are associated with resistance development,
hence the necessity to develop alternative therapies and characterize new therapeutic targets
for more efficient, specific and less toxic treatments.

Literature has found few studies reporting the anti-Leishmania activity of triterpenoids
derived from betulin and betulinic acid. ldeally, the chemical modification of these natural
products can improve significantly its activity and maintain the generally low levels of toxicity.
Therefore, this is an area of increasing interest for the discovery of novel compounds with
anti-Leishmania activity.

With the aim of studying the leishmanicidal activity of derivatives of betulinic acid and
betulin, the cell viability assays were performed in Leishmania infantum. Among the 20
compounds tested, three compounds were highly anti-Leishmania activity (ICso <100 pM), six
moderate activity (100 <ICs> 200 pM) and eleven showed no significant biological activity
(ICs0> 200 pM).

The analysis of the structure/activity of betulin derivative indicated that generally
carbamoylation on C3 and C28 positions coupled with the introduction of |,2,4-triazole group
at these positions, resulting in an improvement of leishmanicidal activity, while the same
modifications made to the addition of 2-methylimidazole group leads to decreased activity.
These results demonstrate the importance of the triazole group in the activity of these
compounds. The results also suggest that modifications in C20 and C29 have a positive impact

on the leishmanicidal activity of anti-derivatives of betulin and that acetylation of positions C3
iii



and / or C28 decreases the biological activity of the derivatives. In betulinic acid derivatives
esterification of the hydroxyl groups in C3 and C28, in most cases retained anti-leishmanial
activity and the oxidation of the secondary hydroxyl group at C3 increased the anti-parasitic
action. The most active compounds that induced reduction of promastigotes in low
concentration, were the betulin derivative 24 (ICs, = 48.68 uM) and the derivative of betulinic
acid 31 (ICs = 37.54 uM).

The study of the pharmacological action mechanisms of the active compounds was also
intended in order to elucidate possible molecular targets of anti-Leishmania activity. In this
way, it is studied the effects of 24 and 31| derivatives in cell cycle and in the morphology of
parasites. The results obtained by flow cytometry suggest that the tested derivatives
betulinicos not significantly alter the cell cycle. Thus, it appears that the main mechanism of
action of the tested betulinicos derivatives should not be related to the inhibition of
topoisomerases, enzymes described as potential cellular targets. The morphological changes
induced by compound 31, in particular round cell smaller and shorter flagella, suggest that the
mechanism of action could be related cytoskeleton alterations in membrane permeability
and/or mitochondrial activity.

In conclusion, the results demonstrated the activity of leishmanicidal betulinicos derivatives
and helped to identify the most important functional groups to obtain this biological activity.
Changes in secondary hydroxyl group of the C3 position, the alkene portion of the C20
position and the primary hydroxyl group in C28 position prompt to obtain various betulinic
derivatives with distinct anti-Leishmania activity. It is noted that the addition of triazole groups

increase the potential of betulinic derivatives against Leishmania.
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Leishmania infantum expostas aos derivados da betulina (24) e do acido betulinico (31)
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1. LEISHMANIA E LEISHMANIOSES

Parasitismo é definido como uma relagao nao simbiotica entre espécies, onde o parasita
beneficia em detrimento do hospedeiro!'.. Os cinetoplastideos tripassomatideos sdo um grupo
de parasitas protozoarios flagelados transmitidos por vetores ao homem!. As doengas
humanas mais comuns causadas por este grupo de parasitas sao a tripanossomiase humana
africana, a doenga de Chagas e as leishmanioses. Em conjunto, estas doengas causam mais de
100 000 mortes anuais e sao consideradas como negligenciadas, uma vez que o tamanho da
populagao infetada é excessivamente alto quando comparado com o nivel de investimento em
pesquisas de tratamentos®,

A Organizagao Mundial de Satde considera a leishmaniose endémica em 98 paises afetando
cerca de 12 milhdes de pessoas e uma populagio em risco de mais de 350 milhdes™. As
leishmanioses sao provocadas por mais de 20 espécies de parasitas protozoarios da espécie
Leishmania e sao transmitidas ao homem por aproximadamente 30 espécies de flebotomos®.
A manifestagao clinica da parasitose depende da viruléncia da espécie de Leishmania que causa
a infecao, bem como da resposta imunitaria do hospedeiro. Dependendo da manifestagao
clinica a leishmaniose pode ser classificada como: leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea

6, 7]

e leishmaniose mucocutinea™ ’l, Os farmacos atualmente existentes possuem limitagdes, e

devido & monoterapia estio associados ao desenvolvimento de resisténcia®.

1.1. NOMENCLATURA E TAXONOMIA

No inicio do século XIX, Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, Wright, Lindenberg
e Vianna elaboraram estudos independentes onde identificaram os parasitas que causam as
leishmanioses™. Ronald Ross, em 1903, denominou os parasitas pelo nome genérico
Leishmania®. Nicolle, em 1908, nomeou o parasita que causava anemia em criancas de
Leishmania infantum®™ ',

Os parasitas do género Leishmania possuem caracteristicas estruturais bastante similares, o
que impede a identificagdo das espécies através da morfologia celular!''"’. Assim, a classificacio
de Leishmania foi inicialmente baseada em critérios extrinsecos como a distribuicao geografica
e caracteristicas clinicas!'?. Com o passar dos anos, foram realizadas pesquisas em
reservatorios e vetores, estudos de ecologia e dos ciclos biologicos da leishmaniose. Estes

estudos fortaleceram a base para a classificagdo e a compreensao da transmissao da doenga



CariTuLo |

para os seres humanos™. A partir de 1970, critérios intrinsecos como dados imunolégicos e
bioquimicos foram utilizados para definir as espécies de Leishmania. Na década de oitenta
comecou a ser utilizado um sistema de classificacao com base no estudo de isoenzimas. Esta
abordagem consiste num método de classificagado numérica cladistico que utiliza isoenzimas
como marcadores evolutivos (técnica MLEE). Desde os anos noventa, surgiram varias técnicas
baseadas no estudo do 4cido desoxirribonucleico (ADN), utilizadas como complemento para

estudos fenéticos e filogenéticos!"

. Em 1990 a Organizagcao Mundial de Saiude publicou um
esquema taxonomico (Figura |) resultante da utilizagao de fatores extrinsecos, imunologicos,

bioquimicos e moleculares para a identificagdo e classificacio das espécies Leishmania!'* 1,

Familia Trypanosomatidae
Género  Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phyfomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
""""""" ) T
' '
1 !
| T T | \
i
i?;é]:;;? L. donovani L. fropica L. major L. aethiopica L. mexicana H L. braziliensis ! L. guyanensis
1 '
e mmmmm—mman . [ R
Espécies L. chagasi** L. kitticki* L. major L. aethiopica L. amazonensis  Néo patogénicas em humanos ' L. braziliensis "Nio atribuida | L. guyanensis
L. donovarni L. tropica L.gamhami* | Velho Munda: ' L. peruviana | L. lainsoni | L. panamensis
L. infantum L. mexicana 1 L. arabica ) ! .
L. pifanoi* | L gerilli . I ;
L. venezuelensis 1 ' H i
| Novo Mundo: ' H ;
| L. aristidesi ' i '
1 L. enviettil ' ! |
! L. deanei ' . !
L. hertigi

* () estatuto de espécie encontra-se em discussio.
** L. chagasi no Nove Mundo é a mesma espécie que L. infantum no Velho Mundo

Figura |- Classificacio taxonomica das espécies de Leishmanial™.

A classificagao taxonomica mais recente dos protozoarios do género Leishmania classifica-
a como pertencente a Familia Trypanosomatidae, ordem Trypanosomatida, classe
Kinetoplastia do filo Euglenozoal'® ',
O género Leishmania é dividido nos subgéneros Leishmania e Viannia, como foi proposto por

Lainson e Shaw em 1987!'% ']

. Esta subdivisio deve-se as diferencas no desenvolvimento dos
parasitas no inseto vetor. No subgénero Leishmania, o desenvolvimento dos promastigotas é
restrito a determinadas partes do trato digestivo, nomeadamente no intestino médio e
anterior (desenvolvimento suprapylaria). Nas espécies do subgénero Viannia, uma das fases de

desenvolvimento ocorre no intestino posterior (desenvolvimento peripylaria)( Figura 2)!'® ',
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PERIPYLARIA SUPRAPYLARIA

Instestine Antericr

Tibulos de

Malpighi Intesting Médio

Intestini Posterior

Figura 2 - Representacio esquematica do desenvolvimento do parasita no intestino do vetor '),

Como representado na Figura |, os subgéneros Leishmania e a Viannia estao divididos em
diversos complexos de espécies. O subgénero Leishmania engloba: o complexo L. donovani que
compreende as espécies L. donovani, L. infantum e L. chagasi (sinonimo da L. infantum mas
encontra-se no “Novo Mundo”, isto é nas Américas)®® *'; o complexo L. tropica engloba L.
tropica e L. killicki (alguns autores descrevem como espécies similares nao havendo consenso);
os complexos L. major e L. aethiopica dos quais fazem exclusivamente parte as respetivas
espécies; o complexo L. mexicana que inclui L. amazonensis, L. mexicana e L. venezuelensis (a
taxonomia das espécies L. gagmhami e L. pifanoi ainda se encontra em discussao); por Ultimo o
complexo de espécies nao patogénicas no homem, onde as espécies L. gerbilli e L. arabica estao
presentes no “Velho Mundo” (Africa, Asia, Europa)®™. O subgénero Viannia abrange as
espécies L. braziliensis, L. peruviana, L. guyanensis e L. panamensis.

As técnicas comumente utilizadas para caracterizar e diferenciar espécies de Leishmania sao
a eletroforese multi-locus de enzimas (MLEE) e varios métodos baseados na reagao em cadeia
da polimerase (PCR): tipagem por sequenciagao de Multi-locus (MLST), PCR-polimorfismo de
restricado no comprimento de fragmento (PCR-RFLP), multiplex PCR e PCR seguida por

sequenciagaol'® %’

. Estes métodos geralmente usam genes microssatélites como alvos de
amplificagao: ADN cinetoplastida (kADN), sequéncias teloméricas, proteinas de choque
térmico, como HSP70 e HSP60, entre outros.

A Eletroforese Multi-locus de enzimas (MLEE) tem sido considerada a técnica padrao para

identificagdo de espécies de Leishmania durante os Gltimos 25 anos?. Este método permite
3
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agrupar as estirpes com perfis evolutivos semelhantes, em unidades designadas por

zimodemos® %!

. Em 1981 Lanotte e colaboradores identificaram apenas 2 zimodemos de L.
infantum. Posteriormente, a medida que aumentou o nimero de estirpes descritas, houve um
acréscimo no numero de zimodemos. No estudo de Pratlong e colaboradores foram
identificados 37 zimodemos de L. infantum: o MON-1| é o predominante no Sul da Europa e da
Africa e no Préximo e Médio Oriente; o MON-24 apresenta uma distribuigio geografica
confinada a Bacia do Mediterraneo!'®. Em Portugal verificou-se a predominancia do zimodemo

MON-I| nas infecoes no homem, animais (cdes, raposas, gatos, ratos) e nos vetores

flebotomos!'® %1,

1.2. MORFOLOGIA

Durante o ciclo de vida os parasitas Leishmania sao digenéticos e expostos a diferentes
ambientes: extracelular no hospedeiro invertebrado e intracelular no hospedeiro
vertebrado!'. A estratégia de sobrevivéncia do parasita a essas mudancas ambientais é evoluir
para formas altamente especializadas e adaptadas a cada ambiente®. Deste modo, Leishmania
adota dois estadios morfologicamente distintos: o promastigota e o amastigota, encontrados
respetivamente em organismos invertebrados e vertebrados®”. Os promastigotas (Figura 3A)
sao organismos alongados, com um comprimento de 15 a 30 pm e com uma largura de 2 a 3
um e sao encontrados no tubo digestivo do inseto vetor. Os promastigotas apresentam
organelos e estruturas tipicas dos organismos eucariotas, tais como nucleo, mitocondria,
reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e citoesqueleto. Esta forma apresenta também
alguns organelos caracteristicos da Familia Trypanosomatidae como o cinetoplasto com ADN
mitocondrial (kADN), a estrutura flagelar, acidocalcissomas e glicossomas. Os promastigotas
sao caracterizados pela presenca de um flagelo longo e funcional que emerge na parte anterior
do corpo. O flagelo tem duas fungdes principais: conferir mobilidade ao parasita e ajuda-lo a

se fixar no epitélio intestinal do inseto vetor?® ',
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Bolsa flagelar
Flagelo

Cinetoplasto

Mitocondria

Autofagossoma

compartimento
tibulo-lisossémico

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura das formas promastigotas (A) e amastigota (B) de

Leishmania®®.

Os amastigotas (Figura 3B) sao células ovoides de 2 a 6 um de diametro, encontrados no
fagolisossoma das células do sistema fagocitirio do hospedeiro vertebrado??. Os
componentes estruturais sao analogos aos da forma promastigota, com a excegao do
megassoma que € exclusivo da forma amastigota. O flagelo da forma amastigota € intracelular
e nio funcional® .,

Ambas as formas apresentam componentes das vias de exocitose e lisossomal, apesar de

[28, 30]

existirem diferencas na quantidade, volume e localizagao celular dos organelos . Em

sintese, as maiores diferencas entre os dois estados residem na forma e no tamanho dos

componentes e nio na sua composicio celular™.

1.3. VETORES DE INFECAO

Os vetores de infecao sao insetos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. Sao comumente chamados de fleb6tomos e popularmente conhecidos por
mosquito palhal'?, Os flebtomos apresentam uma morfologia bastante similar, no entanto
com uma cor variada de cinza-prata a quase preto™.. Diferem dos mosquitos por deterem um
voo silencioso, serem peludos e com pequenas dimensdes (normalmente 2-3 mm de

comprimento)P* *1,



CariTuLo |

Atualmente estao identificadas cerca de 800 espécies de fleb6tomos que foram agrupadas
em cinco géneros principais: no “Velho Mundo” Phlebotomus (94 espécies) e Sergentomyia (258
espécies); no “Novo Mundo” Lutzomyia (379 espécies), Brumptomyia (23 espécies) e Warileya
(5 espécies)P’l. Dos géneros descritos, apenas dois transmitem a leishmaniose: Phlebotomus no

99[4]

“Velho Mundo” e Lutzomyia no “Novo Mundo”", sendo que destes apenas 31| espécies foram

identificadas positivamente como vetores dos parasitas Leishmania e 43 como vetores

provaveist**],

Foi detetado que na natureza as espécies de flebotomos apresentam
especificidade para a transmissio de espécies de Leishmania®®>*"), estando esta especificidade
relacionada com a capacidade de infegao, sobrevivéncia e multiplicagao da espécie parasitaria

no hospedeiro invertebrado®

. Em estudos laboratoriais algumas espécies de flebétomos
apresentaram especificidade para a espécie de Leishmania infetante na natureza (por exemplo,
Phlebotomus papatasi para Leishmania major), sendo consideradas restritivas (ou especificas).
No entanto, verificou-se que outras espécies de vetores sao capazes de acolher infegoes
laboratoriais de varias espécies de Leishmania (por exemplo, Lutzomyia longipalpis tanto com
Leishmania chagasi como com Leishmania mexicana) sendo denominadas de permissivas (ou nao
especificas)™ *®,

A diversidade de vetores permite uma ampla distribuicio epidemioldgica da doengal”,
ocorrendo infecoes provocadas pelo inseto vetor em todas as regioes intertropicais da
América e Africa e em regides temperadas da América do Sul e Europa e Asial" I As
diferentes espécies de flebotomos ostentam habitats distintosl. No caso da leishmaniose
visceral, a incidéncia do vetor Phlebotomus argentipes nas regioes subtropicais no subcontinente
indiano ocorre predominantemente em aldeias rurais préximas da planicie de inundagao. Em
contraste, os vetores Phlebotomus orientalis e outras espécies de Phlebotomus sao responsaveis
pela transmissio em duas regides bioclimaticas distintas da Africa Oriental: em savanas e perto
de vilas rurais®. Na Europa ocidental as espécies Phlebotomus perniciosus e P. ariasi (Figura 4)
foram identificadas como as espécies vetoras de L. infantum™*', Os vetores de transmissio no
“Novo Mundo” sao as espécies Lutzomyia, abundantes em ambientes peri-domiciliares e em
muitas das regides tropicais mais secas da América Latina®). No entanto, é de referir que os
vetores tém sofrido adaptagoes as mudancas ambientais (desflorestacao, urbanizagao, entre
outros) levando a uma redefini¢io dos limites geograficos *1. Um exemplo dessa adaptagio
€ o caso dos vetores de L. braziliensis onde apesar de preferirem viver em ambientes

florestais***!], atualmente verifica-se a sua participagio na transmissio do parasita em areas

rurais e suburbanas!® !,
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Figura 4 - Distribuicao das espécies de flebotomos (a) Phlebotomus ariasi, (b) P. perniciosus nos paises

europeus até ao ano 2009. (m) espécie ausente; (m) espécie presente; (0) espécie esporadica®?.

A atividade maxima deste mosquito verifica-se entre o anoitecer e o amanhecer,
permanecendo na maior parte do dia nos seus abrigos*. Ambos os géneros dos flebotomos
alimentam-se de carbohidratos que ingerem das plantas, no entanto, as fémeas necessitam das
proteinas sanguineas para o desenvolvimento dos ovos. Por isso, apenas a fémea hematofaga
transmite o parasita aos hospedeiros vertebrados!*. Os locais de repouso e de oviposigio sio

zonas ricas em matéria organical*’l.

1.4. HOSPEDEIROS VERTEBRADOS

Ao longo do século passado, demonstrou-se que diversas espécies de mamiferos selvagens
sdo suscetiveis a infegdes com Leishmania ¥l As espécies suscetiveis a infegio com Leishmania
sao denominadas de hospedeiras™. Os hospedeiros mamiferos responséveis pela subsisténcia,
ao longo do tempo, da populagdo do parasita sao denominados de hospedeiros

reservatorios*”

. Para tal, a espécie do mamifero deve ser abundante e viver o tempo
suficiente, de modo a proporcionar uma fonte de alimento ao vetor. Outra caracteristica
importante é a disponibilidade do parasita na pele ou no sangue do mamifero em ndmero
suficiente, favorecendo, assim, a consequente transmissao ao inseto vetor e a manutengao do

a**®l E ainda importante que apds a infecio, os hospedeiros nio

parasita na naturez
apresentem sintomas de infecao durante um longo periodo de tempo, apesar de alguns
estudos serem controversos*. De acordo com o tipo de hospedeiros vertebrados, as

leishmanioses podem ser agrupada em duas grandes categorias: leishmanioses zoonéticas, em

7



CariTuLo |

que os reservatérios sao animais selvagens e animais domésticos; e as leishmanioses
antropondticas, em que o homem é a Unica fonte de infecio do vetor (Figura 5)%%.
Normalmente, cada espécie de Leishmania tem um ciclo zoonético ou antroponético, todavia
verificam-se que em algumas leishmanioses tipicamente zoonéticas, os seres humanos podem
constituir uma fonte ocasional de infecao!™. L infantum que apresenta um ciclo de vida
zoonotico peridoméstico (o reservatorio € um animal peridoméstico ou doméstico) pode ser

transmitida para seres humanos!'.
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Figura 5 - Ciclo de vida de Leishmania e modo de transmissao antroponético (A) e zoondtico (B). A forma
promastigota de Leishmania é injetada na pele durante a refeigdo sanguinea do inseto vetor (1), seguidamente,
ocorre a incorporagio do promastigota por macroéfagos do hospedeiro (2). Promastigotas sdo convertidos na
forma nio-flagelada, amastigota dentro dos macrofagos (3) e ocorre a multiplicagdo da forma amastigota por
fissdo binaria (4). Os amastigotas sdo libertados devido a rutura dos macroéfagos (5) e pode, entio, ser ingerida
por um flebétomo durante uma outra refeicao de sangue. A forma amastigota é convertida a forma promastigota
no intestino médio do vetor e, em seguida, pode voltar a ser transmitido ao homem (transmissdo antroponética)
ou a outro animal, que atua como reservatorio (transmissio zoonotica) 'L

A transmissao de parasitas Leishmania antropondtica ocorre essencialmente no
subcontinente indiano e na Asia, enquanto que na Africa, Europa e nas Américas ocorre
principalmente leishmanioses zoonéticas (Tabela I)®**1. Na Europa apesar da predominancia
do ciclo zoonético visceral e cutaneo causado por L. infantum em toda a regiao mediterranica,
verifica-se também um ciclo antropotomico cutineo causado por L. tropica que surge

esporadicamente na Grécial?.
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Tabela | - Relagdo entre as espécies de Leishmania e as respetivas manifestagdes clinicas no homem,

reservatorios e distribuicdo geografica

Espécies de

Leishmania

Doenca no Homem

[18,22]

Distribuicdo geografica

Reservatério principal

L. infantum Leishmaniose visceral; Europa, Norte Africano, Caes domésticos e selvagens
(syn. L. Leishmaniose cutanea América Central e do Sul, (zoonotico)
chagasi) local Sudoeste da Asia
L. donavani Leishmaniose visceral Subcontinente indiano, Homem
Africa Oriental (antroponético)
L. major Leishmaniose cutinea Norte da Africa, Asia Virios roedores da familia
local Central, Médio Oriente, Gerbillidae
Africa Oriental (zoonotico)
L. tropica Leishmaniose cutanea Centro e Oeste da Asia Homem
local (antroponotico)
L. aethiopica Leishmanioses cutaneas: Etiopia, Quénia Damao-do-cabo (Heterohyrax
local e difusa brucei e espécies Procavia)
(zoonotico)
L. mexicana Leishmaniose cutinea América Central Varios roedores silvestres

local

(Ototylomys phyllotis entre outras)
(zoonédtico)

L. amazonensis

Leishmanioses cutaneas:

Ameérica do Sul, norte do

Roedores silvestres (Espécies

local e difusa Amazonas Proechimys entre outras)
(zoonotico)
L. venezuelensis Leishmaniose cutanea Venezuela Desconhecido

local

L. braziliensis

Leishmaniose cutanea
local; Leishmaniose
mucocutanea

América do Sul, América
Central e no México

Roedores silvestres (espécies
Akodon e Proechimys entre outras)
(zoonotico)

L. guyanensis

Leishmaniose cutanea
local

Ameérica do Sul

Preguicas (Choloepus didactylus)
(zoondtico)

L. lainsoni Leishmaniose cutanea Brasil, Bolivia, Peru Roedores
local (zoonotico)
L. naiffi Leishmaniose cutinea Brasil, Guiana Francesa, Tatus

local

Equador, Peru

(zoondtico)

L. panamensis

Leishmaniose cutanea
local; Leishmaniose

Ameérica Central,
Colémbia, Equador

Preguicas (Choloepus hoffmanni)
(zoonotico)

mucocutanea
L. peruviana Leishmaniose cutinea Peru Cao
local (zoonético)
L. shawi Leishmaniose cutanea Brasil Suspeita sobre mamiferos

local

arboricolas

Os reservatorios principais de espécies de Leishmania sao mamiferos silvestres como

roedores silvestres e canideos silvestres e domesticados '. A transmissao de L. infantum em

caes domésticos pela picada de flebotomos infetados foi demonstrada pela primeira vez na

década de 19302, O cio doméstico é o principal hospedeiro reservatério desta espécie de

Leishmania, sendo o homem considerado hospedeiro acidental, nao contribuindo para a

9
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transmissio do parasita®!l, O fato do homem nio ser considerado um bom reservatério de L.
infantum é explicado devido ao curto periodo de vida do parasita no organismo aquando de
uma infecao. Nos casos em que persiste durante alguns anos, os parasitas nao se encontram

], E também importante realcar que a suscetibilidade do homem a

disponiveis na circulagao
L. infantum é reduzida e, consequentemente, a doenga clinica estd associada com a idade
(criangas com menos de dois anos sao as mais afetadas), desnutrigao e imunossupressao (por

exemplo, a coinfeccio VIH)P2,

1.5. CicLo DE VIDA

O inicio do ciclo de infe¢ao ocorre quando as fémeas flebotomos infetadas realizam a sua
refeicdo sanguinea num hospedeiro vertebrado (Figura 6). Durante esta refeicao, o vetor
inocula a forma promastigota metaciclica na epiderme do hospedeiro. A picada do flebotomo
induz uma rapida resposta do sistema imunitario, levando a afluéncia de fagécitos (neutrofilos,

células dendriticas e macrofagos) para a zona infetada™

. Posteriormente, o promastigota é
fagocitado por células do sistema fagocitirio mononuclear presentes na epiderme do
hospedeiro, através da incorporagao pelo fagossoma (um vaclolo formado a partir da
membrana da célula hospedeira)®®l. Seguidamente, ocorre a diferenciagio da forma
promastigota na forma amastigota nos fagossomas de macréfagos e de outras células
mononucleares® e apés esta diferenciacio verifica-se a fusio do fagossoma com o lisossoma
formando-se o fagolisossoma. Esta diferenciacao € essencial a maioria das espécies de
Leishmania, uma vez que permite que o parasita sobreviva as condigoes ambientais (ambiente

acidico e proteolitico) dos fagolisossomas® >’

. Embora formas promastigotas do parasita
sejam fagocitadas por neutrofilos, células dendriticas e macrofagos e se diferenciarem em
amastigotas nestes tipos de células, a replicagdo do parasita apenas ocorre dentro dos
macrofagost?,

A forma amastigota adaptada ao ambiente reproduz-se por divisao binaria, levando ao
rompimento das membranas dos macrofagos e consequentemente, a libertagao dos
amastigotas®>**l. Os parasitas comegam a difundir-se através dos sistemas linfitico e vascular
e a infetar outros macrofagos Bl Nesta fase crénica, as manifestacdes clinicas sio distintas e
dependentes tanto das espécies de Leishmania, como do estado do sistema imunologico do
hospedeiro**®. O tipo de leishmaniose desenvolvido depende assim do tipo de disseminagao

dos amastigotas. Estes podem localizar a infe¢cao apenas nos macrofagos da pele, dando origem

a leishmaniose cutinea, podem disseminar para a mucosa originando a leishmaniose
10
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mucocutianea ou disseminar-se para outros orgaos ricos em macroéfagos (bago, linfonodos,

[5, 40]

figado e medula 6ssea), como na leishmaniose visceral)

Figura 6 - Ciclo bioldgico da Leishmania no interior do mamifero hospedeiro.

A infecao do flebétomo ¢é iniciada quando as fémeas hematofagas realizam uma refeicao
sanguinea em hospedeiros vertebrados infetados (Figura 7). Juntamente com o sangue, o
flebotomo ingere células, especialmente macroéfagos, contendo formas amastigotas da
Leishmania. Normalmente, os parasitas ingeridos pelo vetor estao presentes na propria pele e
nao no sangue periféricol®> *.,

Esta refeicao infetada é transferida para o intestino médio abdominal, onde ocorre a rutura
dos macréfagos e consequente libertagio das formas amastigotas®®l. A alteragdo das condigdes
do ambiente, do hospedeiro vertebrado para o intestino médio do vetor (diminuicao da
temperatura e aumento do pH), induz a rapida transformagao do parasita em formas
promastigotas prociclicos. Esta forma é pouco mével e multiplica-se na matriz peritréfica> %,
Depois de 48 a 72 horas, os parasitas comegar a abrandar a sua replicagao e diferenciam-se
em promastigotas nectomonadais (longos e de forte motilidade). Estes evadem-se da matriz
peritrofica, que se comega a desintegrar, e migram para partes do intestino do inseto distintas

consoante o subgénero de Leishmania®* ¢

. Assim, no caso do subgénero Viannia os
nectomonadais migram para o intestino posterior (principalmente para o piloro) e no
subgénero Leishmania para a parte anterior do intestino médioP* ¢, Durante a migragio,
alguns nectomonadais aderem ao epitélio do intestino. A adesao é estabelecida através de uma
ligagao entre o lipofosfoglicano (LPG) do flagelo do parasita e a galectina do epitélio do

intestino do flebétomoP?. Ao ancorar-se no intestino médio, os parasitas impedem a sua
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expulsao durante a defecagao, e tem sido postulado que essa ligagao € o principal determinante

da especificidade do parasita-vetor®” ¢

. Quando os nectomonadais chegam a valvula
estomodeu (jungao entre o intestino médio e intestino anterior) transformam-se em
promastigotas leptomonadais (um sindnimo para nectomonadais curtos) que iniciam um novo

ciclo proliferativo®

. Em todas as espécies de Leishmania, a fase final de desenvolvimento
resulta na colonizagao da valvula de estomodeu, uma estrutura que regula a ingestao de sangue
durante a alimentacio. E neste local que os parasitas se concentram e sofrem um processo de
diferenciagdo, denominado metaciclogénese®™). Durante a metaciclogénese os promastigotas
apresentam reducao no tamanho do corpo celular, tornam-se extremamente moveis e
altamente infeciosos passando a ser denominados promastigotas metaciclicos™®’. Ao danificar
a valvula estomodeal, as formas metaciclicas migram para a probdscide e sao regurgitados e

transmitidos ao hospedeiro vertebrado através da picada, onde recomega o ciclo®* ¢4,

Intestino toracico

Valvula
estomodeal

Intestino abdominal

Intestino posterior

Intestino anterior

=] Prociclicas, 24 - 48 h
I Nectomonas, 48-72 h

B Leptomonas, 4 - 7 dias
B Metaciclicas, 5 - 7 dias
Haptomonas, 5 - 7 dias

Matnz peritréfica

Figura 7 - Ciclo biologico dos subgéneros Leishmania num vetor competente, ilustrando o desenvolvimento
sequencial e morfolégico das diferentes formas de promastigotas ao longo do trato digestivo do flebétomo!.

1.6. FISIOPATOLOGIA

A leishmaniose humana tem como alvo as células do sistema mononuclear fagocitario,
principalmente macroéfagos e 6rgaos ricos nos mesmos, tais como figado, bago, medula ossea,
pele e linfonodos®. Dependendo das interagdes entre as caracteristicas de viruléncia das
espécies infetantes de Leishmania e as respostas imunitarias do hospedeiro, verifica-se um
espectro de doencas clinicas®*, Os macréfagos infetados podem permanecer localizados na
pele (Leishmaniose cutanea), disseminar-se para a mucosa (Leishmaniose mucocutanea) ou

para outros orgaos como linfoides secundarios (bago e linfonodos), figado e medula 6ssea

12
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(Leishmaniose visceral). Além disso, dependendo da competéncia do sistema imunitario do

hospedeiro este paradigma é alterado™ '],

1.6.1. LEISHMANIOSE CUTANEA

A leishmaniose cutinea é a forma menos grave da doenga. Diferentes espécies de
Leishmania podem infetar os macrofagos da derme, com apresentagoes clinicas e prognosticos
variaveis®. No “Velho Mundo”, a patologia é causada por cinco espécies de Leishmania: L.
infantum, L tropica, L. major, L. aethiopica e L. donovani, sendo as infe¢oes por Leishmania major
e Leishmania tropica as mais comuns. No “Novo Mundo”, a leishmaniose cutanea é causada por
espécies tanto do subgénero Leishmania como Viana, destacando Leishmania mexicana,
Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis e Leishmania
braziliensis™*],

O primeiro sinal de infecao € um pequeno eritema causado pela picada do inseto, que
gradualmente aumenta, permanecendo vermelho mas sem calor ou dor percetivel. Em seguida,
devido a migragao dos leucocitos para a area afetada, ocorre a necrose dos tecidos infetados
e ha formagao de um granuloma cicatrizante na base da lesao. O processo de necrose pode
ser rapido, causando uma ferida larga, aberta e hiimida, especialmente nas infecoes com L.
major, L. panamensis e L. braziliensis, ou pode ser lento, nao havendo uma verdadeira ulceragao,
nas infe¢des com L. tropica, L. aethiopica e L. peruviana®" *l. O tempo de incubagio varia entre
uma a duas semanas até varios meses™®’,

Na leishmaniose cutanea, o doente geralmente apresenta-se com uma ou varias ulcera(s)
ou nddulo(s) na pele, sem envolvimento visceral ou das mucosas. Embora estas lesoes possam
encontrar-se em qualquer parte do corpo, geralmente localizam-se nas areas da epiderme
descobertas, acessiveis aos fleb6tomos, tais como a face, antebragos e pernas!'"*’l, A forma e
o tamanho da lesio podem variar entre poucos milimetros até alguns centimetros de
didmetro™. Por exemplo, lesdes causadas por L. tropica e L. infantum normalmente sio Unicas
e localizadas na face. No entanto, a doenga causada por L. major tende a ser mais grave,
afetando também os membros onde apresentam lesoes multiplas e, ocasionalmente, formam
Ulceras profundas!''!. Em casos de mltiplas lesdes, estas podem deixar cicatrizes desfigurantes,
criando alteragdes estéticas e podem mesmo ser responsaveis por incapacidades no pacientel
‘A cura das lesdes cutineas ocorre, normalmente, de forma espontanea sem necessidade

de terapéutica. Contudo, o tempo de cura varia com a espécie infetante e o local da lesao™

13
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%I, Ap6s a recuperacio verifica-se que o organismo torna-se imune as espécies de Leishmania
que causaram a doenca, ndo ocorrendo a reinfegio?,

A leishmaniose cutanea nao se encontra geralmente associada a sinais ou sintomas
sistémicos, mas os ganglios linfaiticos de drenagem podem aumentar e as leses podem
espalhar-se através dos dutos linfiticos®.

Em hospedeiros suscetiveis ou pessoas imunocomprometidas, a leishmaniose cutanea pode
evoluir para leishmaniose cutinea difusa ou para leishmaniose mucocutinea™ ¢1. A
leishmaniose cutanea difusa é causada por L. amazonensis e L. mexicana no “Novo Mundo” e

"I Esta doenca é uma forma rara de leishmaniose e

por L. aethiopica no “Velho Mundo
caracteriza-se por lesoes disseminadas pelo corpo, assemelhando-se a lesoes leprosas. Nao
existe ulceragao da lesao inicial, ocorrendo a disseminagao para outros locais da pele através
da corrente sanguinea, resultando frequentemente em lesdes nodulares de tamanho variavel
em locais distantes do ponto inicial da picada do inseto™ *.. Na leishmaniose cutinea difusa

nao ocorre cura espontanea e devido a disseminagao das lesdes o tratamento é dificil.

1.6.2. LEISHMANIOSE MIUCOCUTANEA

A leishmaniose mucocutinea é também denominada como “espundia”. Ocorre
predominantemente no “Novo Mundo”, principalmente na Bolivia, Brasil e Peru, e é causada
principalmente por L. braziliensis e L. panamensis. No “Velho Mundo”, apesar desta infegao ser
rara, pode ser causada por diversas espécies (L. infantum, L. major e L. tropica) e esta relacionada
com doentes de idade avancada ou imunodeprimidost* 2,

Os primeiros sintomas clinicos de leishmaniose mucocutanea aparecem no local da picada,
onde ocorre a formagao de uma lesao semelhante a de leishmaniose cutanea. Contudo, ocorre
a disseminacao linfatica ou hematogénica pelo organismo, causando metastases na mucosa da
boca e trato respiratério superior ¥ 1. A metastizacio secundéria, caracteristica desta doenca,
pode ocorrer meses ou anos apos a picada do mosquito, tanto em pacientes cuja lesao
primaria ainda esteja presente, como em pacientes cuja lesio tenha sofrido cura

espontaneal"**!

. As manifestagoes clinicas sao as ulceragoes progressivas e destrutivas da
. s . . [5] .
mucosa que se estendem desde o nariz e boca até a faringe e laringe™. A mucosa e a cartilagem
associadas sao gradualmente degradadas, resultando na destruicao extensiva e desfigurante
das zonas do nariz, boca e garganta, o que torna a cirurgia reconstrutiva uma parte importante

da terapia® ',
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Devido a extensao do tecido afetado, as lesdes quase nunca cicatrizam espontaneamente e
€ comum ocorrerem infegoes bacterianas secundarias (exemplo a pneumonia), sendo estas a

maior causa de morte associada a leishmaniose mucocutinea.

1.6.3. LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral, também denominada de kala-azar, é a forma clinica mais severa de
leishmaniose!" *). No “Velho Mundo” é causada pelas espécies L. donovani (no Sul da Asia e
Africa Oriental) e L infantum (na Europa e Bacia do Mediterranio, incluindo o Norte de Africa).
No “Novo Mundo” é causada por L. chagasi (espécie correspondente a L. infantum) com

|42, 66]

incidéncia na América Central e América do Sul, especialmente no Brasi . Apesar da
leishmaniose visceral ser predominantemente causada por parasitas do complexo L. donovani,
no Médio Oriente foram reportados casos causados por L. tropica * ¢,

Apos a picada do flebotomo ocorre a disseminagao dos parasitas para células do sistema
mononuclear fagocitirio (maioria das vezes macroéfagos) onde proliferam P%, A leishmaniose
visceral consiste, assim, na infecao parasitaria intracelular de fagocitos de 6rgaos linfoides, tais

o7 Um largo espectro de manifestagdes

como o bago, linfonodos, medula ossea e figad
clinicas acompanha a infegao de Leishmania nos 6rgaos linféides”'). Os sintomas mais comuns
da leishmaniose visceral sao febres irregulares prolongadas, diminuicao do apetite, perda de
peso progressiva, sinais de anemia e aumento do figado (hepatomegalia) e do bago
(esplenomegalia). Outros sintomas podem incluir tosse, diarreia persistente, escurecimento
da pele, linfadenopatia e, em muitos casos, os sinais de doenca renal crénica®" 2. O periodo
de incubagio da doenca é variavel, semanas ou anos ®'!. Na auséncia de tratamento, o paciente
desenvolve pancitopenia (ou seja, diminuicao da producao de glébulos vermelhos, globulos
brancos e plaquetas), resultando na imunossupressao do sistema imunitario e,
consequentemente, o paciente fica mais propenso a outras infegoes. Nestes casos, a taxa de
morte encontra-se préxima dos 100%, sendo as infegoes secundarias as principais causas de
morteP” *. A maioria dos individuos infetados permanecem assintomaticos, no entanto, a
desnutricao e a supressao imunologica (nhomeadamente a infegao pelo VIH) predispoem o
homem a doenga clinica com uma evolugio aguda ou crénicat ¢,

A leishmaniose dérmica pds-kala azar (LDPK) é uma leishmaniose cutdnea croénica, que
aparece apoés a aparente cura da leishmaniose visceral, apesar de também serem relatados

alguns casos em que o paciente nio apresenta historia clinica de leishmaniose visceral” . A

LDPK ocorre num subgrupo de pacientes que permanecem assintomaticos por meses ou anos,
I5
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desenvolvendo uma fulminante e progressiva proliferagao de parasitas dentro da pele e origina

lesdes maculares, maculo-papulares ou nodulares®!

. Tipicamente surge na face, mas pode,
subsequentemente, afetar todas as partes do corpo, incluindo a conjuntiva, o nariz, a mucosa
oral e genital”’],

A LDPK é geralmente associada a infegao por L. donovani, ocorrendo predominantemente
nas areas onde a espécie é endémica: Africa Oriental, especialmente no Sudao, e subcontinente
indiano, nomeadamente em Bangladesh. Existem diferencas entre os dois continentes: na
Africa Oriental, a LDPK afeta até cerca 50% dos pacientes podendo ocorrer logo apds o
tratamento da leishmaniose visceral; no subcontinente indiano, a LDPK tem uma incidéncia de
9,5% dos casos, geralmente ap6s 2-3 anos do tratamento. Normalmente a LDPK nao ocorre
apo6s uma infecdo com L. infantum, contudo observou-se esporadicamente em pacientes

coinfectados com VIH e L. infantum™ 1, O tratamento da LDPK é demorado e dispendioso!*.

1.7. EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses siao doengas com distribuicao geogrifica mundial amplamente
disseminadas, tanto em zonas intertropicais do Centro da América e Africa, como em regies
temperadas da América do Sul, Bacia Mediterranica, Médio Oriente e no Centro e Sul
asiatico™ ', Segundo a Organizagio Mundial de Salide, atualmente o parasita é endémico em
98 paises, apresentando uma prevaléncia mundial de aproximadamente |12 milhdes de casos e
colocando em risco 350 milhdes de pessoas'. Estima-se que a incidéncia das leishmanioses
seja de aproximadamente 1,3 milhoes de novos casos anuais, dos quais 300 000 sio referentes
a casos de leishmaniose visceral, e os restantes | 000 000 as outras formas da doencga
(leishmanioses cutanea e mucocutanea). A incidéncia das leishmanioses nao é uniformemente
distribuida pelas areas endémicas. A leishmaniose visceral apresenta cerca de 90% dos casos
no Bangladesh, Brasil, Etiépia, India, Nepal, Sudio do Sul e Sudio (Figura 8). A leishmaniose
cutanea ocorre principalmente no Afeganistao, Argélia, Brasil, Coldmbia, a Republica Islamica
do Irao, Paquistao, Peru, Arabia Saudita, Republica Arabe da Siria e Tunisia. A predominancia
de casos de leishmaniose mucocutanea é observada no Brasil, Peru e do Estado Plurinacional

)[22, 75]

da Bolivia (Figura 9
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Figura 8 - Distribuigio geografica da leishmaniose viscerall™..
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Figura 9 - Distribuigio geogrifica da leishmaniose cutinea e mucocutineal™.

Apenas aproximadamente 600 000 dos |,3 milhoes de casos estimados sao notificados,
sendo por isso o impacto desta doenga na salide publica subestimado!®. De facto, somente
em 85 dos 98 paises é obrigatdrio a notificagao da doenga, contribuindo para o nimero de
casos reportados ser bastante inferior ao real. A leishmaniose, como muitas outras doengas

negligenciadas, apresenta distribuicao por paises com localizagao remota, tornando dificil a
17
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obtencao de fontes de dados oficiais. Por exemplo, embora nao estejam reportados casos de
leishmanioses no homem, na Mongélia foi encontrada uma estripe de L. major geneticamente
idéntica a encontrada em paises com transmissao endémica. O fato de existirem paises listados
como endémicos, que nao apresentam nenhuma notificagao de casos humanos, geralmente
reflete a auséncia de vigilincia ou de outras investigagoes”®l. A inexisténcia ou a ignorancia da
populagao pelos programas de saide e a nao deslocagao a centros de salude por caréncias
financeiras, tornam impossivel o diagndstico e o tratamento das leishmanioses.

Nos ultimos anos, a incidéncia global de leishmanioses no homem parece ser mais elevada
do que anteriormente. Contudo, € dificil diferenciar entre um aumento real e artificial. Se por
um lado o nimero de casos notificados tém acrescido devido a melhor consciencializacao da
doenca e a melhoria das técnicas de detecao, da comunicacao e da acessibilidade ao

tratamento?”

, por outro, verifica-se que tanto as barreiras geograficas dos vetores como os
fatores de risco para a propagacio da doenca tém aumentado!®.

Atualmente, verifica-se uma alteragao das barreiras geograficas da leishmaniose, induzida
pela expansio do territério habitado pelas espécies vetoriais®). Principalmente as formas
zoonodticas das leishmanioses tém sido influenciadas pelas atividades humanas, sobretudo
devido a migragao das zonas rurais para as zonas urbanas, desflorestagao, mudangas ambientais
e mudangas na ecologia dos vetores e reservatorios. Estes movimentos migratorios aumentam
a exposi¢ao da populacao a doenga, tanto pela migragao para areas endémicas, sujeitando os
migrantes ao contato com as populagoes ou ambientes infeciosos, como pela populagao
migrante infetada ao expor o parasita a populagdes até entio nao expostas’’). Portanto, estes
movimentos populacionais sio considerados um fator de risco para a propagagio da doencal*
. As mudangas ambientais que podem afetar a incidéncia de leishmaniose incluem a
urbanizagao, a domesticagao de reservatérios, e a incursao de exploragdes agricolas e
construgio em areas florestais™. As carateristicas socioeconédmicos sio outro fator que afeta
o risco de leishmaniose. A pobreza acresce o risco de infe¢ao com o parasita de diversas
formas. Normalmente, as condi¢oes sanitarias habitacionais sao precarias (por exemplo, falta
de gestao de residuos, esgoto aberto), favorecendo a reprodugiao do flebétomo e locais de
repouso, e, consequentemente, o seu acesso ao homem. A malnutricao da populagao é
considerado um fator de risco visto que uma alimentagao carenciada de proteinas, energia,
ferro, vitamina A e zinco aumentam o risco de infecao. As alteragoes climaticas ostentam
elevado impacto na leishmaniose. Esta doenga é sensivel ao clima, sendo fortemente afetada
por mudangas na precipitagao, temperatura atmosférica e humidade. Prevé-se que o

aquecimento global, juntamente com a degradagao do solo, afetem a epidemiologia da
18
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leishmaniose. Desta forma origina alteragoes na distribuicao, no tamanho populacional e na
sazonalidade dos vetores, permitindo a transmissao do parasita em areas anteriormente nao
endémicos e podendo induzir o deslocamento em massa e a migragio de populagdest 3",
Outros fatores de risco com contribuicao para o aumento do numero de infetados é o
aparecimento da leishmaniose como uma das doengas oportunistas em individuos infetados

41 alterando os

com VIH. Observa-se a maioria das coinfec¢oes na forma visceral da doenca
padrdes tradicionais epidemiolégicos da transmissdo de Leishmania™. Por exemplo, na Europa
até 1985 (data do diagnéstico do primeiro caso de coinfecgao), a doenga manifestava-se
predominantemente em criangas com idade inferior a 15 anos (aproximadamente 70% dos
casos). Atualmente, cerca de 75% dos casos sao observados em adultos, 50 a 60% dos quais
sdo seropositivos”’.

Até 2001 foram relatados casos de coinfecgao com VIH em 35 paises de todo o mundo
(Figura 10), verificando-se a prevaléncia dos casos notificados em quatro paises do Sudoeste
da Europa: Franga, Itdlia, Portugal e Espanha* ®), Nestes paises da bacia Mediterranica, nio se
verificam epidemias, sendo o aparecimento de novos fatores imunossupressores responsavel

pelo aumento do nimero de casos de infegio humana (principalmente em adultos)™'.

Figura 10 - Distribuicdo mundial da leishmaniose (m) e paises que identificaram coinfecgao Leishmania/VIH (m)

até 20015,
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Na Europa verifica-se a ocorréncia de dois ciclos de transmissao com longo endemismo
comprovado: a leishmaniose humana visceral e cutanea (zoonédticas) causada por L. infantum e

a leishmaniose humana cutinea (antroponética) causada por L. tropica (Figura 1),

Figura | | - Distribuigdo das espécies L. infantum (A) e L. tropica (B) nos paises europeus até ao ano 2009:

(m) espécie ausente; (m) espécie presente; (0) espécie esporadica; (m) infegdes nio caracterizadast?.

Em Portugal verifica-se a presenga da espécie L. infantum, sendo as areas endémicas a area
Metropolitana de Lisboa, a peninsula de Setubal, o municipio rural de Alijé (Alto-Douro), o
Algarve®'! e a bacia hidrogréfica do Baixo Mondego!”.. Campino e Maia (2010) relataram que
desde o inicio de 2000 até ao final de 2009 foram diagnosticados laboratorialmente, na Unidade
de Leishmanioses do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, 173 novos casos de
leishmaniose visceral, 66 dos quais em individuos imunocompetentes (46 criancas e 20 adultos)
e 107 em adultos imunodeprimidos. A leishmaniose cutanea por L. infantum devera ser

considerada uma doenca muito rara!'"]

. Estudos apontam que a espécie responsavel pela
leishmaniose cutanea em Portugal seja L. infantum MON-1, podendo o tropismo de L. infantum
para os tecidos cutaneos ou para os orgaos profundos, estar relacionado com o poder
patogénico da estirpe parasitiria e/ou com a genética e estado imunitirio do hospedeiro®.
O numero de casos de leishmaniose canina (LCan) tem aumentado em Portugal, sendo uma
zoonose de notificagao obrigatdria desde 2002. Apesar de nao ser evidente a relagao direta
entre a prevaléncia da leishmaniose canina e a da leishmaniose humana, considera-se que a
presenca de caes infetados desempenha um papel importante na manutengao da endemia da
leishmaniose humana. A inexisténcia do plano nacional de diagnéstico e controlo de

leishmaniose canina e a caréncia de informacao sobre as leishmanioses, conduziu a criacdo do
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Observatorio Nacional das Leishmanioses (ONLeish; www.onleish.org). O principal objetivo
deste é a implementagio e manutengio de uma rede de vigilincia epidemioldgica da LCan™'’,
Segundo o ONLeish, apesar de se verificarem casos esporadicos de LCan, as regioes
portuguesas consideradas endémicas sao: a regiao de Tras-os-Montes e Alto Douro, a sub-
regiao da Cova da Beira, o concelho da Lousa, a regiao de Lisboa e Setubal, o concelho de
Evora e o Algarve (Figura 12). Estima-se que sejam também areas endémicas as zonas do
Alentejo, para além do concelho de Evora, e também algumas areas do Ribatejo. Ou seja, a
infecao canidea, quando comparada com a infegao humana, apresenta valores de incidéncia e
prevaléncia muito superiores e uma distribuicio mais extensal*"

o Concelho de Mesdo Frio

15% em 1989 @ concelho da Lousa
6,2% em 1994

€ concelho de Santa Marta
de Penaguido

9,4% em 1989

0 Concelhos de Santarém
e Alcanena
10,3% em 2006

€) Concelho de Alijo
10% em 1986/87
12,4% em 1988/89
18,7% em 2000

9 Distrito de Lisboa
5,2% em 1981
19,2% em 2003

(I Distrito de Setibal
7,8% em 1981/86
21,3% em 2003

o Concelho de Tabuago
6,5% em 1996

o Concelho de Peso da Régua
10% em 1989
20,4% em 1999

@ concelno de Evora
3,9% em 1991
9,4% em 1999/00

e Regido da Cova da Beira
Concelhos do Funddo, Covilhd
e Belmonte
12,5% em 2005

@ Concelho de Loulé
7% em 1994

@ Distrito de Faro
7% em 1993/94

Figura 12 - Mapa da prevaléncia de leishmaniose canina em Portugal.

1.8.TRATAMENTO

A necessidade de tratamento esta diretamente relacionada com a manifestagao clinica da
Leishmania, e apesar de nem sempre ser necessario (alguns casos menos graves de
leishmaniose cutdnea), em casos como o da leishmaniose visceral é essencial para a
sobrevivéncia do individuo (cerca de 100% de morte quando paciente nao é tratado). Nao
obstante, os farmacos atualmente disponiveis apresentam limitagoes, e em alguns casos
verifica-se a ocorréncia de mortes mesmo com o tratamento instituido. A falha terapéutica
verifica-se em 50 a 70% dos tratamentos e ocorre nas diversas leishmanioses (leishmaniose
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visceral, leishmaniose mucosa e algumas formas de leishmaniose cutanea) e em muitas das
areas endémicas. A falta de sucesso resulta de alteragdes na farmacocinética dos farmacos,
casos de reinfegoes, debilitagao do sistema imunolégico do hospedeiro e do desenvolvimento
de resisténcia ao farmaco!™®!. Os farmacos disponiveis apresentam também outras limitagdes
devido a alta toxicidade, efeitos colaterais, elevado custo, duragao longa do tratamento e
modo de administragao. Devido aos custos e duragao do tratamento, alguns pacientes sao
incapazes de completar o tratamento, aumentando o risco do desenvolvimento de
resisténcial® ®l,

Tendo em consideragao estas limitagoes, a Organizacao Mundial de Salde recomenda e
apoia a investigacao de novos medicamentos contra a leishmaniose. O desenvolvimento de
novos compostos, a descoberta de alvos moleculares e novas abordagens terapéuticas para o

8. 871 Todavia, a falta de retorno

tratamento das leishmanioses é uma necessidade urgente
comercial significativo nas doengas negligenciadas (tais como leishmaniose), resultou num
financiamento insuficiente, tanto por parte dos o6rgaos do setor publico como da industria
farmacéutica. Apesar dos progressos significativos decorrentes nas ultimas décadas, a
identificagio de novos compostos esta longe de ser satisfatéria®®l, A inexisténcia de vacinas
profilaticas ou preventivas torna mais dificil o controlo da doencga, e apesar de ja serem
realizados alguns ensaios clinicos, nenhuma das vacinas demostraram eficiéncia superior a 80%
(ndo sendo viaveis os testes no homem)® #,

O processo de desenvolvimento de novos farmacos é guiado pelos perfis de produtos-alvo
(TPP), que consiste numa lista onde estao enumerados as caracteristicas chave para potenciais
novos medicamentos. No caso das leishmanioses essas caracteristicas englobam a atividade
contra as diversas leishmanioses, tratamento de curta duragdo, um medicamento na forma
oral, um melhor perfil de seguranga, custo inferior aos dos tratamentos atuais, estabilidade

§[90

sob condigdes tropicais, entre outros™. Desta forma, a tomada de decisio sobre a progressao

do composto no processo de desenvolvimento de novos farmacos, deve ser tomada
atendendo a estes critérios pré-definidos na TPP®* %%,

Atualmente sao utilizadas duas abordagens na descoberta de medicamentos anti-
Leishmania: a descoberta baseada na relagao entre molécula e o alvo biolégico (normalmente
denominada de “target-based”) e a abordagem fenotipica (também chamada de “target-
free”)®!. Para a abordagem da descoberta baseada no alvo, o passo inicial é a identificagio e a
validagao de potencial alvo(s). Os estudos bioquimicos ou de exploragao do genoma sao

sP% 1 Os principais alvos

algumas das ferramentas disponiveis para pesquisar e definir alvo
biologicos identificados sao: a tripanotiona redutase, uma enzima envolvida na manutengao do
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equilibrio redox do parasita; a dihidrofolato redutase, necessaria para a sintese de novo das
purinas; proteases de cisteina, responsaveis pelo fator de viruléncia, segregada pela forma
amastigota no fagolisossoma; e as ADN topoisomerases, cuja estrutura difere do hospedeiro
e que estdo envolvidas na replicagdo e transcrigio do ADNP?. A abordagem fenotipica é um
método mais geral, que tem como alvo uma via metabdlica ou simplesmente compostos com
capacidade de eliminar o parasita. Esta abordagem baseada na viabilidade celular do parasita é
uma solugao simples e eficaz para a descoberta de novos farmacos anti-Leishmania. A maior
vantagem desta técnica é que, em teoria, independentemente do alvo celular, um composto
com elevada atividade contra o parasita e que nao afecte o hospedeiro, pode tornar-se um
farmaco®®* %,

Nos ultimos anos sao inUmeros os estudos realizados sobre a descoberta de alvos
bioldgicos e vias metabdlicas, resultando na descoberta de novas moléculas anti-Leishmania®.

Novos tratamentos para a leishmaniose foram introduzidos, enquanto outros estao em fase

de testes clinicos.

1.8.1.FARMACOS APROVADOS

Inicialmente os farmacos recomendados para o tratamento de leishmaniose restringiam-se
aos antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sodio e meglumina antimoniato). Ao longo
do tempo formas alternativas e novas formulagoes de fairmacos tém-se tornado disponiveis e
registadas em alguns paises, conduzindo a um avango da terapia quimica disponivel para o

tratamento das leishmanioses.

1.8.1.1. ANTIMONIAIS PENTAVALENTES

Os antimoniais pentavalentes, estibogluconato de sodio (pentostam) e meglumina
antimoniato (glucantime) tém sido utilizados ao longo das Ultimas cinco décadas como primeira

linha de tratamento de leishmanioses® 4,

Independentemente da longa utilizagao dos
antimoniais pentavalentes no tratamento da leishmaniose, o seu modo de acao nao é
totalmente conhecido®!. O modelo mais aceite para o mecanismo de agio considera que os
antimoniais pentavalentes (Sb") sio pré-firmacos, uma vez que estes sio convertidos no
antimonial trivalente (Sb"), a forma ativa. No entanto, o parasita parece ser também suscetivel

a forma Sb" ®**%. O local de redugio do farmaco (macréfagos, amastigota ou em ambos) e o

mecanismo pelo qual ocorre (enzimdtico ou nao enzimatico) permanecem ainda por
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esclarecer’ *, Ha evidéncias de que Sb" inibe a tripanotiona redutase e a glutationa
reductase®™ e induz apoptose do parasita™..

No entanto, existem varias desvantagens inerentes a utilizagao dos farmacos antimoniais.
Nos ultimos anos tem sido reportado um aumento em larga escala de resisténcia clinica a

estas moléculas?®

. Por exemplo na India (mais concretamente no norte de Bihar, epicentro
da regido endémica de leishmaniose visceral) ocorre uma significativa resisténcia aos
antimoniais e, consequentemente, cerca de 65% dos tratamentos falham, tanto pela falta de

resposta ao tratamento, como por recaidas’**.

Outra desvantagem é o fato destes
medicamentos serem altamente sollveis em agua, nao sendo absorvidos através da barreira
intestinal e portanto sao administrados por inje¢ao intravenosa, intramuscular ou
intralinfatica®®””). Este modo de administragio é muitas vezes acompanhado de dor local

[86]

durante injecoes e de efeitos colaterais sistémicos™ . Os efeitos secundarios mais graves

reportados sao por exemplo a cardiotoxicidade e hepatotoxicidade e, consequentemente, a

8 Qutra limitagio

sua utilizagdo requer uma cuidada supervisao clinica ou hospitalizagao
destes farmacos é a variagao na resposta clinica das diferentes leishmanioses, leishmaniose
visceral, cutanea e mucocutanea, sendo que esta diferenga devera ser intrinseca a sensibilidade

das diferentes espécies”™

. Apesar de todas estas limitagoes, os antimoniais pentavalentes
continuam a ser a primeira linha de tratamento na Africa, América do Sul, Bangladesh, Nepal
e india (exceto na zona norte de Bihar) na dose de 20mg / kg / dia por via parentérica durante

28-30 dias* '™,

1.8.1.2. ANFOTERICINA

A anfotericina B (AmB) é um agente antifungico poliénico com elevada atividade anti-
Leishmania®*®), Este farmaco tem provado ser altamente eficaz e da resposta as limitagdes dos
tratamentos com antimoniais (casos de resisténcias e de falha de resposta ao tratamento)!'®!l,
Apesar de ser um farmaco com uma elevada taxa de eficacia, a AmB apresenta também uma
elevada toxicidade™ *1, Com o intuito de melhorar as suas propriedades de biodisponibilidade
e de farmacocinética foram desenvolvidas formulagoes onde o desoxicolato foi substituido por

819 Destas, destaca-se a Anfotericina B lipossomal (AmBL) que tem uma

outros lipidos!
melhor penetragao nas células e é mais eficaz em doses mais baixas, reduzindo a toxicidade.
Nio obstante, o elevado custo desta forma lipossomal limita a sua utilizagaio® '°". Outras

limitagoes sao o modo de administragao (por injegao intravenosa) e a falta de estabilidade em
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alta temperatura (necessario manter a frio)®. Apesar de raros, foram também reportados
casos de resisténcia na Indial'®?.

O mecanismo de agao destes medicamentos deve-se a elevada afinidade para o ergoesterol,
esterol predominante nas membranas celulares de fungos e de Leishmania. A formagao de
complexos entre a AmB e os esterdis da membrana levam a abertura de poros que alteram o

balango idnico e consequentemente conduzem & morte celular® '*l,

1.8.1.3. PENTAMIDINA

A pentamidina é um derivado sintético da amidina e é eficaz contra grande numero de
protozoarios patogénicos incluindo espécies de Leishmania. Desde a sua introdugao em 1952,

[0 Apesar da sua ampla

ostenta elevada importincia no tratamento das leishmanioses
utilizacao em casos de resisténcia aos antimoniais, estudos demonstraram elevada toxicidade
(hepatotoxicidade e cardiotoxicidade) e taxas de cura inferiores as obtidas com a anfotericina
B. Além disso tém sido reportados casos de resisténcias ao tratamentoP?. A sua importancia
esta relacionada com a prevencio secundaria em pacientes com VIH!*.,

A pentamidina liga-se a adenina e timina das sequéncias de ADN do cinetoplasto de

Leishmania levando a destruigao mitocondrial e consequentemente morte parasitaria.

1.8.1.4. MILTEFOSINA

A miltefosina (hexadecilfosfocolina, HePC) é uma alquilfosfocolina e foi o primeiro
medicamento oral eficaz a ser registado para o tratamento anti-Leishmania na india, em
2002P*'%1 E uym farmaco eficaz em casos de resisténcia aos antimoniais, tanto para a
leishmaniose visceral como para a cutanea. Contudo, em algumas formas de leishmaniose a
sua atividade é inferior aos de administracio parenteral®. Uma das limitagdes da miltefosina
¢ a sua teratogenicidade que impossibilita o tratamento em gravidas e deve ser utilizado com
precaucio em mulheres com idade fértil®**. Os efeitos colaterais gastrointestinais sio
comuns, mas raramente suficientemente graves para justificar a interrupgao do tratamento®?,
Outros fatores limitantes da utilizagcao da miltefosina sao os custos do farmaco e indicios de
resisténcia ao firmaco em 4reas endémicas!'®” '%%,

O mecanismo de agao da miltefosina pode ser através da alteragao do metabolismo lipidico

causando a apoptose de Leishmania. Também foi demonstrado que a miltefosina atua ao nivel
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da célula hospedeira, estimulando a produgao de oxido nitrico, conduzindo a morte do

parasita no interior do macréfago®.

1.8.1.5. PARAMOMICINA

O antibidtico aminoglicosideo paramomicina foi aprovado em 2006 para o tratamento da
leishmaniose na India!'®'*), As leishmanioses visceral e cutinea podem ser tratadas com este
antibidtico mas a pobre absorgao oral levou ao desenvolvimento de formulagoes parentéricas

(administrada para a leishmaniose visceral) e tépicas (administrada em leishmaniose cutinea)®

94]

O mecanismo de agao estd relacionado com a capacidade da paramomicina se ligar a
subunidade 30S ribossomal, levando a terminagao prematura da tradugao do mARN e
consequentemente a inibicao da sintese proteica. Em Leishmania, a paramomicina também afeta

o funcionamento mitocondrial® '°",

1.8.1.6. SITAMAQUINA

A sitamaquina (um analogo 8-aminoquinolona de primaquina) foi o segundo farmaco oral a
ser aprovado para o tratamento de leishmaniose na india. A sitamaquina ¢ eficaz no tratamento
de leishmaniose visceral e é geralmente bem tolerada. Os efeitos secundarios parecem ser
relativamente suaves: problemas gastrointestinais, dor de cabega e casos de leve meta-

a[IIO, 11

hemoglobinemi 1. Em doses elevadas (utilizadas em ensaios clinicos na India) os efeitos

secundarios mais comuns foram vémitos, dispepsia, nefrotoxicidade e cianose secundaria®* %,
Este farmaco tem sido utilizado em pacientes isolados ou para uso compassivo em coinfegoes
de Leishmania com VIH!"'%,

Sitamaquina afeta a motilidade, morfologia e crescimento do parasita. Fortes evidéncias
sugerem que o mecanismo de agao envolve a interagao eletrostdtica entre os grupos dos
fosfolipidos anionicos polares e a sitamaquina (molécula carregada positivamente) causando a
inser¢ao do farmaco dentro das membranas bioldgicas. Apos a ligagdo a membrana, a
sitamaquina € acumulada nos acidocalcissomas de Leishmania causando a alcalinizagao destes
compartimentos acidicos. No entanto, a correlagio entre a agao e a acumulagao da

allon113]

sitamaquina nao é clar e verificou-se também que o firmaco induz a cadeia de

transporte de eletrées da membrana mitocondrialt'®" ''%,
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1.8.2.CoOMPOSTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA

A investigagao de produtos naturais como uma fonte de novas terapias demonstrou ser
uma abordagem simples para a descoberta de novos compostos com propriedades quimio-
terapéuticas. A necessidade de alternativas terapéuticas para o tratamento das leishmanioses
e importancia atribuida as plantas medicinais como fonte valiosa de novos agentes medicinais,
conduziu a realizagao de inUmeros estudos de rastreio de produtos (extratos de planta em
bruto, fragdes semi-purificadas e de moléculas quimicamente definidas) em espécies de
Leishmania™'"*'"*], Nesses estudos foram identificados diversos compostos naturais com
atividades leishmanicidas promissoras!''*.. No estudo de Rocha e colaboradores os compostos
ativos isolados e identificados pertencem a classes estruturais distintas, sendo as mais comuns
os alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, lactonas, quindides, flavonoides, diterpenos e
esteroides!''. Idealmente, a modificagio quimica destes produtos naturais pode melhorar
significativamente a sua atividade mantendo os baixos niveis de toxicidade, sendo por isso uma
area de interesse crescente na descoberta de novos compostos com atividade anti-

Leishmania''®,

1.8.1.1.BETULINA E ACIDO BETULINICO

A betulina (lup-20(29)-eno-38,28-diol, C3Hs0O,) € um triterpeno pentaciclico pertencente
a classe dos lupanos (Figura 13). Estruturalmente é constituida por um esqueleto de 30
carbonos, organizados em quatro anéis (A, B, C e D) de seis membros, num anel E com cinco

"7 Foi um dos primeiros

membros e com um grupo isopropenilo na carbono 20 (C20)!
produtos naturais a ser identificado e isolado, em 1788 por Lowitz!'" '"®l, A betulina é um
composto abundante na natureza, encontrado de forma generalizada no reino vegetal,
especialmente nas espécies de bétula (Betula alba, Betula pendula, Betula pubescent e Betula
platyphylla.). O composto é extraido das cascas de bétula, sendo que nas de cor branca
consegue-se obter cerca de 30% do peso total''” "%, A betulina é considerada pouco ativa,
mas pode ser utilizado como composto de partida para a obtengao de derivados com um
amplo espectro de propriedades farmacolégicas!'?" '*. Este triterpeno pentaciclico pode ser
facilmente convertido em acido betulinico, um composto mais ativo, através de uma reagao
de dois passos e com rendimento de 75%!'?* !, As estruturas quimicas destes dois compostos

diferem apenas no grupo ligado ao C17 (Figura 13: (1) betulina; (2) acido betulinico)!'*?.
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Figura 13 - Estrutura quimica da (1) betulina e do (2) 4cido betulinicol'?!.

O 4cido betulinico (acido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico) é extraido das mesmas plantas
que a betulina, contudo em concentragoes inferiores, 2,5% do peso total da casca de bétula
branca!'?* ',

As estruturas da betulina e do acido betulinico possibilitam facilmente a realizagao de
modificagoes quimicas em trés sitios distintos: no grupo hidroxilo secundario da posigao C3,
na porg¢ao de alceno da posicao C20 e no grupo hidroxilo primario da posicao C28. Estas
transformagoes estruturais podem produzir derivados potencialmente importantes, tornando-
as interessantes para o desenvolvimento de novos farmacos!'> 24,

Os derivados betulinicos possuem um largo espectro de atividade biolégica e farmacologica:
atividades anticancerigenas, antivirais (anti-VIH, anti-HSV |, anti-alfavirus), anti-bacteriana, anti-

malarica, anti-inflamatéria, antinociceptivo, anti-inflamatérias e efeitos anti-helminticos !''® '%1,

1.8.2.2. DERIVADOS BETULINICOS COM ATIVIDADE ANTI-Leishmania

Na literatura sao encontrados alguns estudos que relatam a atividade anti-Leishmania de
derivados da betulina e do 4cido betulinico®.

Sauvain e colaboradores isolaram um aldeido betulinico (Figura 14 derivado |) que
demonstrou atividade in vitro contra as formas amastigotas de Leishmania amazonensis''*’.. No
entanto, estas doses também mostraram toxicidade contra macrofagos peritoneais com
indices de sobrevivéncia de 70% e 80%, respetivamente!'?” '?%,

Num outro estudo, Chowdhury e colaboradores verificaram que o acido di-hidrobetulinico
(Figura 14 derivado 2) inibe o crescimento de promastigotas e amastigotas de L. donovanit'*.
A atividade deste composto deve-se a sua agao inibitoria sobre as ADN topoisomerases | e |,

induzindo a apoptose do parasita. Em testes laboratoriais com hamsters dourados verificou-
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se que apos seis semanas de tratamento com o acido di-hidrobetulinico ocorreu a redugao de
92% dos parasitas. Em um estudo posterior, foram testados derivados da betulina e da di-
hidrobetulina em culturas L. donovani sensiveis e resistentes aos antimoniais!'*’. Os derivados
onde foram inseridos grupos carboxilicos menores (com grupos succinil e glutaril) formando
ésteres mais pequenos (Figura 14 derivados 3, 4 e 5), foram ativos contra ambas as estirpes
de L donovani. O mecanismo bioquimico sugerido para estes derivados betulinicos foi

semelhante ao do acido di-hidrobetulinico, onde se verificou a inibicao reversivel da atividade

[120]

da topoisomerase |

Figura 14 - Estrutura quimica dos derivados da betulina e da di-hidrobetulina com atividade leishmanicida:
(1) aldeido betulinico; (2) acido di-hidrobetulinico; (3) 3-O, 28-O-di-succinil-betulina; (4) 3-O, 28-O-di-succinil-
di-hidrobetulina e (5) 3-O, 28-O-di-glutaril-di-hidrobetulinal'*® %7,

Takahashi e colaboradores pesquisaram a atividade anti-Leishmania de compostos
pertencentes a uma biblioteca de compostos naturais!*?. Nesta pesquisa foi identificado o
acido betulinico com atividade contra L. major. Num estudo posterior, a atividade da betulina
e de derivados betulinico foram testados em culturas de Leishmania amazonensis e L.
braziliensis, nomeadamente acido betulinico, acido acetilbetulinico (Figura 15 derivado 6), acido
betulénico (Figural5 derivado 7) e betulinato de metilo (Figura 15 derivado 8)I%. Os
resultados mostraram também que as modificagoes do grupo hidroxilo em C3, tanto por
reacoes de esterificacao (formagao de acido acetilbetulinico 6) como de oxidagao (formando
o acido betuldnico 7), resultaram num aumento significativo de atividade anti-Leishmania
contra L. amazonensis. O efeito das modificages no grupo carboxilo C28 nao foi claro, no
entanto a melhor atividade contra L. braziliensis foi verificada na presenca do betulinato de

metilo (8)!"'L
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Figura 15 - Estrutura quimica dos derivados betulinicos com atividade leishmanicida: (6) acido

acetilbetulinico; (7) acido betulénico e (8) betulinato de metilo!''!.

Em 2010, Alakurtti e colaboradores verificaram que a inser¢ao de grupos carbonilo e
carboxilo em C3 e/ou C28 aumentaram a atividade anti-Leishmania"'®. Num outro estudo
demonstraram que a inser¢ao de heterociclicos nos derivados da betulina, nomeadamente a
introducdo de grupos triazdis, tem um impacto positivo sobre a atividade anti-Leishmania!'*®:
o derivado mais eficaz contra as formas amastigotas de L. donovani foi o heterociclico
representado na Figura 16, em que R, é um grupo metilo e R, um grupo acilo. No entanto,
também foi verificada alguma toxicidade para a linha de células de macrofagos. De um modo

geral, a substituicado com grupos mais volumosos diminui a atividade leishmanicida, como foi

observado nos derivados betulinicos!'?®.

R.O

o,
%
%

Figura 16 - Estrutura quimica do derivado betulinico com adigdo de heterociclico na cadeia lupano com

atividade leishmanicida onde R;=Me e R,=Ac!'*l.

Diversos derivados do acido betulinico de Cornus florida foram avaliados em promastigotas
de L. tarentolae'*?. Os dois ésteres fendlicos naturais, acidos 3-B-O-cis-cumaroil e o 3- B-O-
trans-cumaroil betulinico (Figura 17, derivados 10 e I1), apresentaram atividade anti-
Leishmania. Estes resultados demonstraram que a adicao de grupos cumaroil em C3
incrementa a atividade leishmanicida dos derivados betulinicos e que a estereoquimica da

ligacdo dupla nio influencia significativamente a atividade!"*.
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Figura 17 - Estrutura quimica dos derivados betulinicos com atividade leishmanicida: (10) acido 3-B-O-cis-

cumaroil betulinico e (11) 4cido 3- B-O-trans-cumaroil betulinicol'*%.

Num estudo mais recente, Sousa e colaboradores demonstraram atividade antiparasitaria
de derivados da betulina e do acido betulinico (carbamatos e N-acilimidazois) na espécie L.
infantum (Figura 18)®. Os resultados obtidos indicaram que nos derivados da betulina, as

modificacdes em C20 e em C30 conduzem a um aumento da atividade anti-Leishmania®.

—

o,

Figura 18 - Estrutura quimica dos derivados betulinicos com atividade leishmanicida: (12) 28-N-acilimidazole

e (13) 2-Carbamato 28-N-acilimidazole'®.

Haavikko e colaboradores sintetizaram diversos derivados da betulina, acido betulinico e
do 4cido betuldnico, através da insercao de adutos heterociclicos na posi¢ao C28!'**], A analise
de estrutura-atividade obteve resultados contraditorios quanto a importancia do grupo
carboxilo no C28 para a atividade leishmanicida. Os compostos mais ativos foram os derivados

14 e |5 (Figura 19)",

Figura 19 - Estrutura quimica dos derivados betulinicos com atividade leishmanicida: (14) Adicao de anel

heteroclicico e (15) com substituigio do anel Al'**l,
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2.0BIJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral a preparagao de triterpenoides do tipo
lupano e a avaliagao da sua atividade antiparasitaria em tripanossomatideo Leishmania.

Para o cumprimento do objetivo geral, foi desenvolvido um plano de trabalho com os
seguintes objetivos especificos:

e Sintese de derivados da betulina e do acido betulinico;

e Avaliar a atividade anti-Leishmania de derivados betulinicos em promastigotas de
Leishmania infantum;

e Anadlise da estrutura/atividade dos derivados de modo a indicar um potencial modelo
para o desenvolvimento de novos derivados com melhor atividade anti-Leishmania;

e Caracterizar a atividade anti-Leishmania quanto aos mecanismos envolvidos, avaliando

os seus efeitos sobre o ciclo celular e a morfologia das promastigotas de L. infantum.

33



CAPITULO Il



CariTuro Il

3.MATERIAL E METODOS

3.1.ComPOSTOS

3.1.1.IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS UTILIZADOS

Os vinte derivados da betulina e do acido betulinico foram inicialmente sintetizados como
parte integrante de uma extensa biblioteca de compostos com atividade anti-tumoral. Nas
tabelas seguintes (Tabelas Il e Ill) estao representadas as estruturas quimicas dos compostos.
Todos os derivados de betulina e acido betulinico foram dissolvidos em dimetilsulfoxido

(DMSO) (10 mM) e armazenadas a -20°C.

Tabela Il - Derivados da betulina e respetiva estrutura quimica.

Derivado Nomenclatura segundo a IUPAC Férmula estrutural

| (2°-metil- 1 H-imidazole- | -il)-carboxilato de 3[3-

Hidroxi-lup-20(29)-en-28-ilo

12 (I H-triazole- | -il)-carboxilato de 3B-hidroxi-lup-
20(29)-en-28-ilo

13 (2’-metil- 1 H-imidazole- | -il)-carboxilato de lup-

20(29)-en-3p,28-di-ilo

14 (IH-triazole- | -il)-carboxilato de lup-20(29)-en-
3B,28-di-ilo
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15 (IH-triazole- | -il)-carboxilato de 28-hidroxi-lup-
20(29)-en-3p-ilo OH
i
N R= N-N
RO )
16 (2'-metil-1H-imidazole- | -il)-carboxilato de
28-acetoxi-lup-20(29)-en-3p-ilo
17 (IH-triazole- | -il)-carboxilato de 28-acetoxi-lup- t}}'}
: d OAc
20(29)-en-3p-ilo ] j\,
o PUEN
R Q -, QNN/
18 (2’-metil-1H-imidazole- | -il)-carboxilato de 3p- e ji
acetoxi-lup-20(29)-en-28-ilo \D/ o R
: CHs,
AcO” R=N=
N
19 (I H-triazole- | -il)-carboxilato de 3[-acetoxi-lup- s j\
20(29)-en-28-ilo ’\J/ 0
20 (2’-metil-1H-imidazole- | -il)-carboxilato de 3p-
hidroxi-(20R)-lupan-29-oxo-28-ilo
21 (2’-metil- | H-imidazole- | -il)-carboxilato de 3f3-

hidroxi-30-metoxi-lup-20(29)-en-28-ilo
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23 (2’-metil-1H-imidazole- | -il)-carboxilato de 30-
metoxi-lup-20(29)-en-3[3,28-di-ilo

24 (IH-triazole- | -il)-carboxilato de 30-metoxi-lup-

20(29)-en-3p3,28-di-ilo

Tabela Il - Derivados do acido betulinico e respetiva estrutura quimica.

Derivado Nomenclatura segundo a IUPAC Férmula estrutural

Acido 3p-(2"-metil- | H-imidazole- | -carboxiloxi)-lup-

25
20(29)-en-28-6ico
26 (2"-metil- 1 H-imidazole- | -il)-carboxilato de 28-(2"-metil-
I H-imidazole- | -il)-28-oxo-lup-20(29)-en-3p-ilo-
27 (IH-triazole- | -il)-carboxilato de 28-(1H-triazole-|-il)-

28-oxo-lup-20(29)-en-3p-ilo

R; = OCON-N iRy = N-I

\ ;
N
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3B-(2"-metil- 1 H-imidazole- | -carboniloxi)-lup-

28
20(29)-en-28-oate de metilo
CHs
R;=0CON—( :R,=OMe
{:\ N
S
0 28-(2’-metil- | H-imidazole- | -il)-lup-20(29)-en-3,28-
diona
CH,
Ry ==0; Ry = N—
LN
—/
[
30 28-(2’-metil- | H-imidazole- | -il)-lup-1,20(29)-dien-3,28- 'j<(o
CH
diona N ’
s N
o Acido 2-(2"-metil-1H-imidazole- | -carboxiloxi)-3-oxo-

lup-1,20(29)-dien-28-dico

CH,
Ri=0CON—( ;R,=OH
~ N

3.1.2. DESCRICAO DA SINTESE DOS COMPOSTOS

A sintese dos derivados da betulina e do acido betulinico foi realizada pelo grupo liderado

pelo Professor Jorge Salvador do Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra e foi reportada por Santos e colaboradores, em 2010.

Um método para a introdugao de anéis heterociclicos na estrutura triterpendide é através

da reagao com I,I’-carbonildiimidazole (CDI), I,I'-Carbonilbis(2-metilimidazole) (CBMI), ou
I, I’-carbonil-di(1,2,4-triazole) (CDT) (Figura 20) em tetra-hidrofurano (THF), sob refluxo e
em atmosfera inerte. Nesta reagao o grupo carbonilo do reagente imidazole é atacado pelos

grupos hidroxilos dos alcoois ou acidos carboxilicos presentes na estrutura.

38



CariTuro Il

CBMI

Figura 20 - Estrutura quimica dos reagentes |,|’-carbonildiimidazole (CDI), I,I'-
carbonilbis(2 ‘metilimidazole) (CBMI), e I,I’-carbonil-di(1,2,4-triazole) (CDT)

Consoante a natureza reativa do alcool ou acido carboxilico, bem como das condicoes
utilizadas podemos obter N-alquilimidazdis, ésteres carboxilicos de imidazole (carbamatos),

ou imidazéis (Figura 21)['% 34,

O l
" NJ\E "t z
\.-"':J P - e
0 [
\ 0 N =
A y e
3 & y
1::1?— <N_] OENJ

= NN f
= 2
A B C

Figura 21 - Mecanismo reacional dos terpendides CDI e formagio de (A) carbamatos, (B) N-alquilimidazéis

e (C) imidazois.
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A titulo de exemplo da sintese de derivados carbamatos imidazois e triazois, apresenta-se
a reagao da betulina (1) com o CMBI, em THF seco sob azoto (N,), sob refluxo, obtendo-se
os derivados imidazdis Il e 13 (Figura 22), ou seja uma mistura de compostos mono e
dissubstituidos. Nos casos dos compostos triazois 12 e 14, foi realizada uma reagao entre a

betulina (1) com o CDT, sob as mesmas condigdes!' >,

=0

Ro
R —

g CH,

11: R= N—( 13: R;=Ry= N—f

;-:%/N 2% N

12: R= N-N 14: R;=R;= N-N

N N

N N
Figura 22 - Representagao da sintese dos derivados | I-14 da betulina. Os reagentes e condigoes: (a) CBMI

ou CDT, THF seco, N, refluxo.

3.1.2.1. PROCEDIMENTO GERAL PARA A OBTENGAO DOS DERIVADOS

Os solventes utilizados foram adquiridos na VWR (Portugal), enquanto os diversos
compostos (betulina, acido betulinico, o CBMI, o CDT) foram comprados na Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, Missouri). Para a analise de cromatografia em camada fina (TLC), foi usado
Kieselgel 60HF254 / Kieselgel 60G e a FCC foi realizada com Kieselgel 60 (230-400 mesh da
Merk). Os espectros de infravermelhos foram obtidos usando um espectrofotometro JASCO
FT / IR-420. Os espetros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram gravados num
aparelho de 300 Bruker Digital NMR-Avance 400, em um aparelho Bruker Digital NMR-
Avance com CDCI; e o Me,Si foi utilizado como padrao interno. A elucidagao das estruturas
quimicas foi baseada em espetros de RMN, nomeadamente espetros 'H, '*C, DEPT 135, COSY,
HMQC e HMBC. Os valores de desvios quimicos (6) sao dados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) sao apresentadas em Hz. Os espectros de massa foram realizados em um

equipamento tipo ion-trap, marca Thermo Finnigan, modelo Polaris Q GC/MS.
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3.1.2.1.1. PROCEDIMENTO GERAL PARA A OBTENCAO DE DERIVADOS 2-METILIMIDAZOIS

Foi preparada uma solugao de betulina 1 (200 mg, 0,45 mmol) em THF anidro (8 ml), a qual
se adicionou CBMI (238 mg, 1,35 mmol). Através do controlo de TLC verificou-se que reagao
completa ocorreu apés 9 horas sob agitagio magnética a temperatura de refluxo e atmosfera
de N,. A mistura de reagao foi vertida em agua (30 ml) e extraida com éter dietilico (3X30
mL). O extracto organico obtido foi em seguida lavado com agua (30 ml), e 4gua saturada (30
ml), seco com Na,SO;, anidro, filtrado e concentrado sob pressao reduzida de forma a obter
um sélido de cor amarela. Este sélido foi submetido a FCC com éter de petroleo (40-60°C) /
acetato de etilo (proporgao de 4: |), originando o derivado 2-metilimidazole I | (143 mg, 57%):
P.f. (benzeno) 163-165°C; IV (filme) Mmax 3313, 3073, 1758, 1642, 884 cm™; RMN 'H (CDCl;,
300 MHz) § 7,38 (d, ) = I,7 Hz, IH, H-5"), 6,91 (d, ) = 1,7 Hz, IH, H-4"), 4,72 (br s, IH, H-
29.), 4,62—4,59 (m, 2H, H-29, e H-28,), 4,17 (d, ) = 10,9 Hz, IH, H-28,), 3,19 (dd, ] = 10,8 Hz,
J =5,2 Hz, IH, H-30), 2,71 (s, 3H, CH;-2"), 2,47 (m, IH, H-19), 1,70 (s, 3H, H-30), 1,06 (s,
3H), 1,01 (s, 3H), 0,97 (s, 3H), 0,83 (s, 3H), 0,77 (s, 3H); RMN "C (CDCl;, 75 MHz) § 149,6
(C20), 149,5 (OCO), 147,9 (C27), 126,5 (C4), 1 18,1 (C5°), 110,2 (C29), 78,8 (C3), 67,3 (C28);
EI-MS m/z (% intensidade rel.): 550 (10) M*, 189 (26), 187 (26), 133 (25), 119 (37), 107 (28),
91 (30), 83 (100), 81 (27), 79 (26).

3.1.2.1.2. PROCEDIMENTO GERAL PARA A OBTENCAO DE DERIVADOS TRIAZOIS

O método para a obtengao de derivados triazodis é similar ao procedimento descrito para
a obtengao de 2-metilimidazois. Assim, reagiu-se solugao da betulina 1 (200 mg, 0,45 mmol)
em THF anidro (8 mL) com CDT (295 mg, 1,8 mmol), a refluxo durante 8 h. O sdlido
amarelado resultante foi purificado em FCC, utilizando com éter de petrdleo (40-60°C) /
acetato de etilo (propor¢ao de 3: 2) originando o derivado 12 (175 mg, 72%): p.f. (acetona /
n-hexano) 200-203°C; IV (filme) Mmax 389, 3070, 1791, 1762, 1642, 882 cm-I; RMN 'H
(CDCI3, 300 MHz) & 8,83 (br s, IH, H-5%), 8,09 (br s, IH, H-3"), 4,74-4,72 (m, 2H, H-29, e
H-28,), 4,63 (br s, IH, H-29,), 4,30 (d, ] = 10,8 Hz, IH, H-28,), 3,19 (dd, ] = 10,8 Hz, ] = 5,2
Hz, IH, H-30), 2,49 (dt, ] = 10,7 Hz, ] = 6,0 Hz, IH, H-19), 1,70 (s, 3H, H-30), 1,06 (s, 3H),
1,01 (s, 3H), 0,97 (s, 3H), 0,84 (s, 3H), 0,77 (s, 3H); RMN "*C (CDCl;, 75 MHz) § 153,6 (C3"),
149,5 (C20), 147,9 (OCO), 145,4 (C5%), 110,3 (C29), 78,9 (C3), 68,4 (C28); EI-MS m/z (%
intensidade rel.): 537 (4) M", 190 (74), 189 (100), 187 (89), 133 (72), 119 (98), 107 (75), 105

(82), 91 (93), 79 (89).
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3.2. ORIGEM E CULTURA DE LEISHMANIA

As culturas utilizadas foram promastigotas de Leishmania infantum Nicolle (zimodemo
MON-I). Esta forma do parasita tem como vantagem ser de facil cultivo in vitro em meios
axénicos!'**l. Os promastigotas foram inoculados em meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 tamponado com Acido 4-(2-hidroxietil)piperazina- | -etanosulfonico
(HEPES) (25 mM) e suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) inativado. As culturas
foram mantidas a 26°C com passagens semanais adicionando-se meio fresco as células (4,5ml
de meio a 0,5 ml de células). Antes das passagens e testes de suscetibilidade, as culturas sao
observadas ao microscépio invertido de forma a verificar a morfologia e mobilidade dos

promastigotas.

3.3. ESTUDOS DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada através de métodos colorimétricos, uma vez que sao
praticos, sensiveis e de baixo custo!'””). O teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) é um ensaio colorimétrico muito utilizado para avaliagao da atividade
anti-Leishmania de compostos quimicos e produtos naturais. As desidrogenases mitocondriais
reduzem o sal MTT, hidrossoltvel e de cor amarela, a formazana, um produto lipossoluvel de
cor violeta que absorve a 530 nm. Uma vez que esta redugao ocorre s6 em células viaveis, a
quantidade de formazana é diretamente proporcional a quantidade de células vivas!'*®,

Os compostos foram dissolvidos em DMSO, preparando-se solugoes stock a 10 mM. Uma
vez que o DMSO interfere com a viabilidade celular, torna-se um fator limitante da
concentra¢ao maxima de composto a testar. Desta forma, foram realizados, paralelamente aos
ensaios com os derivados, controlos do veiculo de dissolugao com concentragoes de DMSO
iguais as presentes Nos ensaios com Os COMpOstos.

Os promastigotas de L. infantum em fase de crescimento logaritmica (2x10° células.ml™)
foram incubados, em placas de cultura de 96 pogos, com concentragoes crescentes dos
compostos (10 a 200 pM) em meio RPMI 1640 tamponado com HEPES (25mM) enriquecido
com 10% SBF inativado durante 24 horas, a 26°C. Os ensaios controlo foram efetuados ao
mesmo tempo e nas mesmas condicoes na presen¢a e auséncia do solvente usado na

dissolucao dos derivados (DMSO).
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Posteriormente, foi adicionado a cada pogo 25 ul de uma solugao de MTT (5 mg.ml™') e as
placas foram incubadas a 37° C durante 2 horas. Apos o periodo de incubagao, efetuou-se
uma centrifugacao a 3000 rpm por 5 minutos, os sobrenadantes foram aspirados e as células
lavadas duas vezes com tampao PBS. Os cristais de formazana foram dissolvidos em 250 pl de
DMSO e a absorvancia lida a 530 nm num leitor de placas (Synergy HT, Bio-TEK). Todas as
experiéncias foram realizadas em triplicado e, pelo menos, em trés ensaios independentes.

A viabilidade celular foi determinada através da formula [(LI1/L2) x 100] em que LI é a
absorvancia das células na presenca de determinada concentracao do composto e L2 a
absorvancia das células controlo, Os resultados foram, assim, expressos em percentagem de
absorvancia relativamente ao controlo. A concentragao que inibe a viabilidade dos
promastigotas de Leishmania a 50% (Cls,) foi determinada através de regressao dose-resposta,

extrapolada pelo programa GraphPad Prism 6.

3.4. ESTUDO MORFOLOGICO POR MICROSCOPIA OTICA

Através de microscopia de contraste de fase foram analisados os efeitos dos derivados da
betulina e do acido betulinico mais ativos (Clso mais baixos). Os promastigotas em fase
logaritmica (2x10° células.ml"') foram incubados com as concentragdes Cls, em meio RPMI
1640 tamponado com HEPES (25 mM) suplementado com 10% SBF inativado, a 26°C durante
6 e 24 horas. Como controlo realizaram-se ensaios sob as mesmas condigoes, substituindo o
composto por DMSO em concentragao igual a dos ensaios com os compostos.
Posteriormente, a cada periodo de incubagao, as células foram sedimentadas por centrifugagao
a 3000 rpm por 5 minutos e o sedimento obtido foi ressuspenso em meio de forma a
suspensao ficar homogénea. Seguidamente, retirou-se 10 pl suspensao celular e colocou-se
numa lamina de Koch, observando-se diretamente no microscépio 6tico de contraste de fases

(Eclipse E400, Nikon acoplado com camara digital, 165 DN100 Nikon).

3.5. ESTUDOS DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A anidlise de citometria de fluxo é uma técnica baseada na medicao da dispersao de luz e da

fluorescéncia de um fluxo linear de células!'*’

1. As aplicagdes mais comuns desta técnica sdo a
medigdo da quantidade de ADN celular e a analise do ciclo celular!'*l, As células sdo marcadas

com um corante que se liga ao ADN, normalmente o iodeto de propidio (IP), que quando
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excitado a 488 nm emite fluorescéncia vermelha!'*'. O principio da técnica é baseado na
incorporagao nas células de uma quantidade de corante proporcional a quantidade de ADN
e, consequentemente, o sinal fluorescente emitido pelas células é proporcional ao teor de
ADN celular ligado ao corante. A citometria de fluxo também permite a identificagao da
distribuicio de células nas diferentes fases do ciclo celulart*’. Assim, através da fluorescéncia
pode-se identificar a fase GO/G| (fluorescéncia menor), a fase S (fluorescéncia intermédia) e a
fase de G2/M (dobro da fluorescéncia da fase GO/G1). Os resultados sao representados sob a
forma de histograma de ADN, em que é dado o nimero relativo de células em cada fase do
ciclo celulart*,

Os promastigotas em fase logaritmica (2x10° células.ml') foram incubados com
concentragoes de Cls; dos compostos mais ativos, em meio RPM| 1640 tamponado com
HEPES (25 mM) suplementado com 10% SBF inativado, a 26°C, durante 24 horas. Os controlos
do veiculo de dissolugao realizaram-se sob as mesmas condi¢oes dos ensaios, porém sem
compostos e na presenga de DMSO em concentragoes iguais as presentes nos ensaios com
os compostos. Um controlo do ciclo celular foi realizado contendo apenas os promastigotas
e o meio de crescimento. Apos a incubagao, as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos e o sedimento foi permeabilizado e fixado com 200 pl de etanol a 70% durante 30
minutos a 4°C. Seguidamente, procedeu-se a lavagem com PBS (suplementado com 2% de
BSA) e adicionou-se 500 pl de solugao de IP (PI/RNase, Immunostep) deixando-se atuar
durante |5 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo procedeu-se a analise no citometro

de fluxo (FacsCalibur). Os resultados foram analisados no programa ModFit LT V 2.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ATIVIDADE ANTI-LEISHANIA DOS DERIVADOS DA BETULINA

O efeito dos derivados da betulina (11 a 21, 23 e 24) e do acido betulinico (25 a 31) na
viabilidade dos promastigotas de L. infantum foi analisado recorrendo ao teste de MTT. Os
promastigotas de L. infantum em fase de crescimento logaritmica (2x10° células.ml”) foram
incubados, em placas de cultura de 96 pogos, com concentragoes crescentes dos compostos
(102200 uM) em meio RPMI 1640 durante 24 horas, a 26°C. Seguidamente, os promastigotas
foram incubados com MTT durante duas horas, sendo entio determinada a respetiva
absorvéncia a 530nm. Os resultados foram expressos em percentagem de promastigotas
viaveis relativamente ao controlo.

A redugao da viabilidade celular foi observada na presenca de todos os derivados da
betulina (Figura 23) e do acido betulinico (Figura 24), verificando-se que a suscetibilidade dos

promastigotas esta diretamente relacionada com a concentragao utilizada do derivado.
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Figura 23 - Efeito dos derivados da betulina na viabilidade das promastigotas de Leishmania infantum. As
culturas de promastigotas em fase logaritmica (2x10° células.ml") foram incubadas por 24 horas na presenga
de concentragdes crescentes dos derivados da betulina. (A) 11 a 16; (B) 17 a2 21, 23 e 24. Os valores médios

e os erros padrao da média foram calculados a partir de trés experiéncias independentes.
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Figura 24 - Efeito dos derivados do acido betulinico na viabilidade das promastigotas de Leishmania infantum.
As culturas de promastigotas em fase logaritmica (2x10° células.ml”') foram incubadas por 24 horas na
presenca de concentragdes crescentes dos derivados do acido betulinico, 25 a 31. Os valores médios e os

erros padrao da média foram calculados a partir de trés experienciais independentes.

Através da anilise das figuras 23 e 24 verifica-se que os efeitos na reducao da viabilidade
celular nao sao similares entre os diversos compostos, indicando, assim, que a atividade
leishmanicida dos derivados betulinicos ¢ influenciada pela estrutura quimica do derivado. Os
compostos mais ativos, ou seja, os que induziram a maior redugao na viabilidade dos

promastigotas sob menor concentragao, foram os derivados 24 (Figura 23B) e 31 (Figura 24).

4.2.DETERMINACAO DOS VALORES DE Clsg

O valor de Cls, representa a concentragao de derivado que inibe 50% a viabilidade dos
promastigotas de L. infantum. Estes valores de Cls, foram calculados a partir das curvas dose-
resposta extrapoladas pelo GraphPad Prism 6 (Tabelas IV e V). Através dos valores de Cls,
obtidos realizou-se um estudo comparativo da suscetibilidade de Leishmania aos diferentes
derivados da betulina e do acido betulinico. Nas concentragoes testadas (10- 200 uM) foi
possivel obter valores de Cls, para nove derivados da betulina e do acido betulinico (Tabelas
IV e V), uma vez que apresentaram valores de inibicao da viabilidade superiores a 50%. Para
os restantes derivados, cuja concentragao maxima testada nao inibiram a viabilidade a 50%, os

valores de CI50 sao apresentados como >200 pyM.
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A betulina apresentou reduzida atividade contra a espécie L. infantum (Cls, =192,4 yM)
(Tabela IV). Num estudo anterior, em espécies de L. amazonensis e L. braziliensis, verificou-se
igualmente uma atividade limitada da betulina (Clsp>200 pyM) ['*",

Dos |13 derivados da betulina testados, seis apresentaram atividade leishmanicida: trés
compostos com atividade superior a betulina (15, 20 e 24), destacando-se a atividade
promissora do derivado 24 (Cls,=48,68 uM); trés derivados apresentaram atividade similar a
da betulina (12, 14 e 19); e os restantes derivados (11, 13, 16, 17, 18, 21 e 23) com uma
atividade inferior a betulina (Cls;>200 pM) (Tabela V).

de Leishmania infantum.

Derivados da

Cls, uM (IC)*

betulina

Betulina 192,4 (178,8-207,0) 0,8575
I >7200 .
12 170,3 (160, 1-181,2) 0,8995
13 >7200 .
14 171,7 (155,1-190,0) 0,8497
I5 108,1 (89,87-130,0) 08178
16 > 200 .
17 > 200 :
18 > 200 -
19 190,5 (170,5-212,8) 0,8690
20 69,71 (62,07-78,29) 0,8664
21 > 200 -
23 > 200 .
24 48,68 (45,19-52,45) 0,9280

*|C, intervalos de confianca a 95%

O 4cido betulinico apresentou moderada atividade contra a espécie L. infantum (Cls,=87,94
puM) (Tabela V). Esta atividade é bastante similar a obtida no estudo de Takahashi e
colaboradores!** com L. major (Cls, de 88 uM), diferindo do estudo de Dominguez-Carmona
e colaboradores!’'’ onde nio foi reportada atividade nas espécies L. amazonensis e L. brasiliense

(Clso> 200 pM).
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Entre os derivados do acido betulinico testados, o derivado 31 foi mais ativo que o acido
betulinico e os restantes derivados (25, 26, 27, 28, 29, 30) apresentou menor atividade anti-

Leishmania (Clsp> 87,94 uM).

.....

promastigotas de Leishmania infantum.

Derivados Clso uM (IC) R?

Acido betulinico 87,94 (80,55-96,01) 0,8463
25 > 200
26 > 200
27 > 200
28 > 200
29 170,1 (157,8-183,5) 0,8496
30 147,9 (136,6-160,1) 0,8225
31 37,54 (31,08-45,34) 0,9422

*|C, intervalos de confianca a 95%

Com o objetivo de sumariar os resultados de susceptibilidade obtidos, agruparam-se os
derivados em diferentes classes consoante o valor de Cls, obtido (Tabela VI).

Entre os vinte derivados testados trés compostos mostraram valores de Cls, mais
promissores (Clsg<100 puM), destacando-se a atividade dos derivados 24 e 31. O derivado 20
apresentou uma atividade leishmanicida similar a atividade do acido betulinico. Os restantes
seis derivados (12, 14, 15, 19, 29, 30) apresentaram atividade moderada (100 <Cls,> 200
puM).

Tabela VI - Agrupamento dos derivados da betulina e do acido betulinico segundo as concentragoes

inibitorias a 50 % (Clso) em promastigotas de Leishmania infantum.

Derivados do acido

Derivados da betulina

betulinico

Cls> 200 1,13, 16,17, 18, 21, 23 25, 26, 27, 28
200 <Clso> 150 Betulina, 12, 14, 19 29

150 <Cl;,> 100 ) 30

100 <Cl;s,> 50 20 Acido betulinico
Cl5,< 50 24 31
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4.3. RELACAO ESTRUTURA ATIVIDADE

A similaridade estrutural entre os diversos derivados testados, permite fazer uma analise
da relagao entre a estrutura quimica do derivado e a atividade anti-Leishmania. Deste modo, a
andlise da relagao estrutura/atividade dos derivados betulinicos pode fornecer orientagoes

especificas para a sintese de novos derivados com potencial atividade leishmanicida superior.

4.3.1. DERIVADOS DA BETULINA

A estrutura quimica dos derivados da betulina permite analisar a influéncia da adicao de
grupos triazois e 2-metilimidazois na atividade anti-Leishmania. Através da comparagao dos
diversos derivados onde foram inseridos grupos triazois (12, 14, 15, 17, 19 e 24) verifica-se
a diminuicao do valor de Cls, (exce¢ao do composto 17). Os derivados cuja modificagao foi a
adicao do grupo 2-metilimidazole (11, 13, 16, 18, 20, 21 e 23) conduziu ao aumento do valor
de Clso (compostos com Cls, > 200uM), sendo o composto 20 a unica excegao. Ou seja, na
maioria dos casos, a carbamoilagao das posigoes C3 e/ou C28 com a insergao de grupos [,2,4-
triazole nessas posi¢oes resulta numa melhoria da atividade leishmanicida, enquanto as mesmas
modificagoes realizadas com a adicao de grupos 2-metilimidazole conduz a diminuicao da
atividade. Estes resultados indicam a importancia do grupo triazole na atividade dos derivados
da betulina. Um exemplo inequivoco da importancia do grupo triazole é revelada através da
comparagao da atividade da betulina com os compostos 23 e 24: valores de Cls, 192,4 yM, >
200 puM e 48,68 pM, respetivamente. De fato, num estudo anterior ja tinha sido reportado
que a adicao de anéis heterociclicos triazois no esqueleto lupano da betulina resultava no
aumento das propriedades leishmanicidal'?®.

O derivado 20 (Cls, de 69,71 uM) foi o unico derivado com grupo 2-metilimidazole que
apresentou um aumento da atividade leishmanicida (Figura 25). Este fato pode dever-se as
modificagoes estruturais nos carbonos C20 e C29, onde o grupo isopropenil foi transformado
num grupo isopropil ao qual se adicionou um grupo aldeido em C29. Sousa e colaboradores
reportaram uma boa atividade anti-Leishmania (Cls, de 50,8 pM) com um composto de
estrutura quimica semelhante (Figura 18 derivado 12), sugerindo que as modificagoes em C20

tem um impacto positivo sobre a atividade anti-Leishmania dos derivados da betulina®.
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Grupo carbonilo
Aldeido

——

29

(CHO
Grupo {33——{}?
isopropil |

CHj;
N—\< Grupo 2-metilimidazole
N

Grupo carboxilo
Grupo hidroxilo { HO
Alcool ’ Carbamato

Figura 25 - Estrutura quimica do derivado da betulina 20 e identificagdo de grupos funcionais.

1 o

A similaridade entre as estruturas quimicas dos compostos testados permite também
comparar o efeito das modificagoes nos C20, C29 e C30, provocadas pela metoxilagao da
posicao C29 (comparagao entre |1 e 21; 13 e 23; 14 e 24). Nao é possivel discutir a relagao
estrutura-atividade relativamente aos compostos |1, 21 e 13, 23 uma vez que nao foi possivel
definir os valores de Cls, nas concentracdes testadas. No entanto, relativamente aos
compostos 14 e 24, verifica-se que a metoxilagao da posigao C29 do composto 14 (Cls, de
71,7 uM) conduziu ao derivado 24 (Cls, de 50,8 pM), o derivado da betulina mais ativo do
presente trabalho (Figura 26). Este impacto positivo na atividade leishmanicida, possivelmente
devido a metoxilagado, é concordante com os resultados reportados por Sousa e

colaboradores®.

Grupo
metoxilo

~

»_OMe

:,4’

(0}
OJLE_N»
@] - \N
)L Grupo carboxilo” Grupa triazole
) -N O 1 |
QN) ( Carbamato

Grupo triazole Grupo carboxilo

{ J

Carbamato

Figura 26 - Estrutura quimica do derivado da betulina 24 e identificagao de grupos funcionais.

O derivado 17 (Cls, superior a 200uM) foi o Unico derivado com o grupo triazole que
diminuiu a atividade leishmanicida (Figura 27). A unica diferenca estrutural entre este
composto e o derivado |5 (Clso de 108, pM) é que no derivado 15 ha a presenca de um

grupo hidroxilo em C3 e no composto |7 o grupo alcool foi acetilado. Verifica-se que existem
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outros derivados com a mesma similaridade estrutural podendo-se fazer uma andlise sobre o
efeito da acetilagdo do grupo hidroxilo na atividade leishmanicida (11 com o 18; 12 com o
19). Contudo, nos derivados Il e 18 nao é possivel fazer essa andlise uma vez que ambos
apresentam valores de Cls, superiores a 200 yM. No entanto, apesar da diminuicao da
atividade ser mais notoéria no composto 17, a acetilagdio do grupo alcool, formando-se o
derivado 19 (Cls, de 190,5 pM), aparentemente conduziu a uma diminui¢ao da atividade
leishmanicida do derivado 12 (Cls, de 170,3 uM). De fato, esta reportado na literatura que a
acetilagio de grupos hidroxilo nas posigoes C3 e C28 retém a atividade anti-Leishmania!''”. A
atividade reduzida dos compostos | I, 18 e 16 (Cls, superior a 200 pM) pode dever-se tanto

a presenca do grupo 2-metilimidazole como a a acetilagao dos respetivos grupos alcool.

Grupo
isopropenilo

Grupo triazole {
—

\}Q’j carboxilo

Carbamato

Figura 27 - Estrutura quimica do derivado da betulina 17 e identificagdo de grupos funcionais.

A estrutura quimica dos derivados permite ainda fazer uma analise da influéncia da posigao
de carbamoilagao (C3, C28 ou em ambos) na atividade anti-Leishmania dos derivados. No
entanto, devido a nao definicao de valores de Cls, (superior a 200 pM) nos compostos 2-
metilimidazois, apenas se pode comparar o efeito das trés alteragoes posicionais nos derivados
triazois 12, 14 e 15. Os compostos 12 e 14 apresentam atividades leishmanicidas bastante
semelhantes (Clso de 170,3 uM e 171,7 uM, respetivamente), indicando que a atividade é
analoga em compostos com carbamoilagao na posicao C28 e em ambas as posigoes C3 e C28.
O derivado 15, com carbamato na posicao C3 apresentou um aumento na atividade anti-
Leishmania (Cls, de 108, pM). Contudo, comparando os compostos 17 com o 19, onde a
carbamoilagao ocorreu no C3 e em C28, respetivamente, verifica-se que o composto com
melhor atividade leishmanicida é o derivado 19, nao sendo possivel auferir qualquer

informagao relativamente a importincia da posicao da carbamoilagao. O aparente efeito
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positivo na atividade leishmanicida de derivados com apenas um grupo carbamatos poderia
indicar a importancia da presenga de um grupo hidroxilo no esqueleto lupano da betulina. No
entanto, a elevada atividade do composto 24 e a similar atividade dos compostos 12 e 14,

afiguram-se como dados contraditorios.

4.3.2. DERIVADOS DO ACIDO BETULINICO

A similaridade estrutural entre os diversos derivados do acido betulinico testados permite
comparar a influéncia da formagao de carbamatos em C3 e em C28. Relativamente ao derivado
25 verifica-se que a Unica modificagao estrutural foi a formagao de um carbamato imidazole
em C3 (Figura 28). Esta carbamoilagao induziu a diminui¢ao da atividade anti-Leishmania (Cls,>
200 pM), podendo indicar que o grupo hidroxilo livre em C3 contribui para a atividade
leishmanicida do acido betulinico e/ou a adigdo do carbamato nessa posi¢ao piora a atividade
antiparasitaria. De fato, os restantes derivados carbamatos do acido betulinico, tanto imidazois
(26 e 28) como triazdis (28), apresentaram valores de Cls, superiores a 200 uM, reforgando
a ideia que o grupo hidroxilo em C3 podera estar relacionado com a atividade do acido
betulinico. Na literatura esta reportado que a esterificagao e eterificagao dos grupos hidroxilos

em C3 e C28, na maioria dos casos, retém a atividade leishmanicida!''”..

Grupo
isopropenilo

HsC
Grupo 2-metilimidazole N\) = Grupo carboxilo
== Acido carboxilico
ﬂo carboxilo

Carbamato

Figura 28 - Estrutura quimica do derivado da betulina 25 e identificagao de grupos funcionais.

A diferenca do potencial leishmanicida dos derivados 26 (Cls,> 200 pM) e 29 (Clso de 170, 1
pM) pode ser explicada devido a inser¢ao do grupo carbonilo em C3 (Figura 29). Isto significa
que a oxidagao do grupo dlcool secundario em C3, formando-se uma cetona, devera ser mais
eficaz do que a formagao de carbamatos. Num estudo de Alakurtti e colaboradores foi

reportado que a oxidagao da betulina incrementa a atividade anti-Leishmania!''”.
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Grupo
isopropenilo

N-acilimidazole
N

Grupo carbonilo 1O
Cetona
Grupo 2-metilimidazole

Figura 29 - Estrutura quimica do derivado da betulina 29 e identificacao de grupos funcionais.

A comparagao dos valores de Cls, dos derivados 29 (170,1 pM) e 30 (147,9 yM) permite
analisar o impacto da ligagao dupla entre Cl e C2 na atividade anti-Leishmania: a
desidrogenacao das posicoes Cl e C2 tem um ligeiro impacto positivo no potencial
leishmanicida.

O unico derivado do acido betulinico mais ativo que o proprio acido foi o derivado 31 (Cls
de 37,54 yM) (Figura 30). Comparativamente com o acido betulinico, verifica-se também a
presenca do grupo carboxilo em C28, sendo as modificagoes estruturais realizadas nas
posicoes Cl, C2 e C3. O dlcool secundario presente em C3 foi oxidado, formando-se um
grupo carbonilo. Relativamente as modificagoes em Cl e C2, verifica-se que juntamente com
a desidrogenacao de CI e C2 foi inserido um grupo imidazole em CI. Sousa e colaboradores
reportaram um composto com uma estrutura quimica bastante similar (Figura 18, derivado

I4) e com elevada atividade anti-Leishmania ™.,

Grupo

Carbamato isopropenilo
[ A \ .
20
Grupo 2-metilimidazole 30 ’!._
o .
QH/:,‘\C JL Ligacdo dupla o)

N™ ~O.4
= OH

Grupo carboxilo

Grupo carbonilo { O
Acido carboxilico

Cetona

Figura 30 - Estrutura quimica do derivado da betulina 31 e identificagdo de grupos funcionais.

4.4, ALTERACOES MORFOLOGICAS OBSERVADAS EM MICROSCOPIA OTICA

O efeito dos derivados da betulina e do acido betulinico mais ativos (24 e 31) na

morfoldgicas em promastigotas de L. infantum foi avaliado por observagio em microscopia
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otica de contraste de fases. Este estudo permite visualizar a forma, tamanho, refringéncia e
mobilidade dos promastigotas de Leishmania.

Apos 6 horas, as células controlo de promastigotas de L. infantum apresentavam o seu
aspeto fusiforme caracteristico, com flagelo bem visivel na regiao anterior das células e com
mobilidade tipica destes protozoarios (Figura 31 A e B). O derivado 24 nao induziu alteragoes
morfoldgicas significativas nos promastigotas de L. infantum em microscopia de contraste de
fase (Figura 31 C e D). As 6 horas de incubacio, o derivado 31 induziu uma ligeira diminuicio
da mobilidade celular e o aparecimento de alguns promastigotas ligeiramente arredondados.

(Figura 31 EeF).

Figura 31 - Observagao por microscopia otica em contraste de fase dos promastigotas de Leishmania
infantum na auséncia e presenca dos derivados 24 e 31, apds incubagao a 26°C durante 6 horas. Preparagao a
fresco em contraste de fases, células controlo incubadas com DMSO: ampliagao 100x (A), ampliagao 200x (B).
Células expostas ao derivado da betulina 24: ampliagao 100x (C), ampliagao 200x (D). Células expostas ao

derivado do acido betulinico 3 1: ampliagdo 100x (E), ampliagdo 200x (F).

Apos 24 horas, as células controlo apresentaram-se moéveis e com forma fusiforme tipica,
verificando-se o aumento no numero de células (Figura 32 G e H). O derivado 24 nao induziu

alteragoes morfologicas significativas nos promastigotas de L. infantum em microscopia de
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contraste de fase (Figura 32 | e ]). Contudo, verificou-se um ligeiro aumento no niumero de
células arredondadas. O derivado 31 induziu uma acentuada diminuicao da mobilidade celular,
apresentando-se os promastigotas praticamente imoveis. Este derivado conduziu também a
alteragoes morfologicas, nomeadamente ao aparecimento de promastigotas arredondados,
mais pequenos e com flagelos mais curtos (Figura 32 K e L). Estes efeitos sugerem que os
mecanismos induzidos pelo derivado 31 em L infantum poderao estar relacionados com
alteragdes na organizagao e fungoes do citoesqueleto, permeabilizagio da membrana

mitocondrial e/ou na atividade bioenergética da mitocondria.

Figura 32 - Observagao por microscopia 6tica em contraste de fase dos promastigotas de Leishmania
infantum na auséncia e presenga dos derivados 24 e 31, ap6s incubagao a 26°C durante 24 horas. Preparagao a
fresco em contraste de fases, células controlo incubadas com DMSO: ampliagao 100x (G), ampliagao 200x (H).
Células expostas ao derivado da betulina 24: ampliagao 100x (1), ampliagao 200x (J). Células expostas ao derivado

do acido betulinico 31: ampliagdo 100x (K), ampliagdo 200x (L).

A mitocondria é um organelo essencial para a geragao de energia celular,

consequentemente, qualquer dano ou disfungao mitocondrial induz a morte celular
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programada ou necrose. A sintese de ATP ocorre através da fosforilagao oxidativa do ADP
que utiliza como fonte de energia o gradiente de protoes gerado pela respiragao mitocondrial.
Deste modo, fatores que alterem o sistema de transporte de eletroes e o sistema fosforilativo
constituem mecanismos responsaveis pela diminuicdo da eficiéncia energética das
mitocondrias e, consequentemente, por um abaixamento dos niveis de ATP, essencial a
viabilidade celular®’,

A diminuigao da mobilidade dos promastigotas de L. infantum quando expostos ao derivado
31 pode estar relacionada com diminuigao da atividade bioenergética do parasita.

O 4acido betulinico induz a apoptose celular, através de um efeito direto sobre as
mitocondrias. Este dcido permeabiliza a membrana mitocondrial facilitando a libertagao do
citocromo ¢ e do factor indutor da apoptose!'* 'Y’ Estes acontecimentos mitocondriais
desencadeiam uma cascata apoptodtica sequencial, incluindo a ativagio de caspases e
fragmentacao de ADNI'*],

Na literatura estao reportados diversos derivados heterociclicos da betulina que induzem
ainibicao da proliferagao celular através de alteragoes na polarizagao e estrutura da membrana
m2itocondrial'*®. As alteragdes estruturais induzem um aumento da permeabilidade
mitocondrial a solutos de baixa massa molecular, conduzindo a alteragdes do gradiente de
protdes, essencial para a manutengio dos niveis de ATP necessérios a viabilidade celular ',
Previamente foi demonstrado que a betulina induz a acumulagao de ROS aumentando o stress
celular em Leishmania devido a inibicdo da tripanotiona sintetase. Esta é uma enzima
responsavel pela sintese de tripanotiona, uma das enzimas chave de metabolismo redox do
parasita. O aumento do stress oxidativo conduz a despolarizagao do potencial da membrana
mitocondrial que ativa proteases com um papel importante no processo de apoptose em
Leishmania ©*°),

Uma vez que o composto 31 é um derivado da betulina, seria importante realizar estudos
posteriores para determinar os efeitos do composto nos niveis de ROS, na permeabilidade
mitocondrial e no potencial de membrana das mitocondrias em promastigotas de L. infantum.

Os principais constituintes do citoesqueleto de tripanossomatideos sao os microtubulos
subpeliculares, localizados imediatamente abaixo da membrana celular. Os microtubulos estao
distribuidos por todo o corpo protozodrio (com a excecao de o bolsa flagelar) e sao
interligados entre si através de filamentos!*®. As alteracdes morfolédgicas observadas nos
promastigotas de L. infantum na presenga dos derivados 24 e 31 poderao estar relacionadas

com alteracoes nas fases de diferenciacao celular e de citocinese.
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Nas espécies de Leishmania, o ergosterol € um dos principais esterois membranares e é
diferente do esterol dos mamiferos (colesterol), por conseguinte tem sido utilizado como alvo
terapéutico. Diversos farmacos aprovados para o tratamento das leishmanioses apresentam
mecanismos de agao relacionados com a inibigao da biossintese do ergosterol (azoles) e com
a ligagao ao ergosterol formando poros na membrana (anfotericina e as suas formulagoes
lipidicas). Na literatura esta reportado que o mecanismo dos triazois esta relacionado com a
inibicao de diversas enzimas essenciais a biossintese do ergosterol, nomeadamente a inibigao
da esterol 14a-desmetilase ©** ",

Os derivados 24 e 31 apresentam na sua estrutura dois grupos azoles sendo possivel que
um dos mecanismos de agao esteja relacionado com a inibicao da biossintese de ergosterol,
conduzindo a alteragoes na membrana plasmatica. Essas alteragoes podem provocar alteragoes
na permeabilidade da membrana e consequentemente induzir a morte celular. Deste modo,

no futuro deverao ser realizados estudos posteriores para avaliar a capacidade inibitoria da

sintese de ergosterol de ambos os derivados.

4.5.EFEITOS NO CICLO CELULAR DE PROMASTIGOTAS DE L. INFANTUM

A avaliagao do ciclo celular foi realizada através da técnica de citometria de fluxo. Esta
técnica permite analisar a distribuicao dos promastigotas de L. infantum nas diversas fases do
ciclo celular: fase GO/GI, S e na fase de G2/M. Os resultados sao representados sob a forma
de histograma de ADN, em que é dado o numero relativo de células em cada fase do ciclo
celular (Figura 33).

O ciclo celular foi realizado em triplicado obtendo-se os resultados representados na
Tabela VILI.

Durante o tempo de incubagao (24 horas) os promastigotas expostos aos derivados 24 e
31 distribuem-se pelas diferentes fases do ciclo celular de forma semelhante aos respetivos
controlos. Em geral, ambos os compostos diminuiram ligeiramente o nimero de células em
fase GO/GI e aumentaram a populagao celular em S e em G2/M.

Analisando a média dos resultados obtidos nos diferentes ensaios (Tabela VII) verifica-se
que o derivado 24 induziu um ligeiro aumento de cerca de 4,64% no numero de células na fase
S (de 22,51% para 27,15%). No mesmo periodo, a percentagem das promastigotas nas fases
GO/GI diminuiu 5,65%. Consequentemente, a diferenga no niumero de células em G2/M é
pequena, com um ligeiro aumento (1,07%). Apesar de os valores diferenciais entre as

diferentes fases do ciclo celular, verifica-se que em todos os ensaios o derivado da betulina

58


file:///C:/Users/Micaela/Desktop/Nova%20pasta%20(5)/micaela%20(3).docx%23_ENREF_88
file:///C:/Users/Micaela/Desktop/Nova%20pasta%20(5)/micaela%20(3).docx%23_ENREF_150

CapiTuLo IV

induziu a diminuigao populacional em GO/G1, aumentando em S e G2/M, com o aumento mais

significativo em S.
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Figura 33 - Histogramas representativos do contelido de ADN dos promastigotas de Leishmania infantum
expostas aos derivados da betulina (24) e do acido betulinico (31). Os promastigotas foram incubadas durante
24h na auséncia ou presenga dos derivados nas concentragoes Clso. As células foram marcadas com IP e

analisadas por citometria de fluxo. (A) controlo; (B) 24; (C) 31.

Tabela VII - Efeitos dos derivados 24 e 31, nas concentragdes Clso, no ciclo celular de Leishmania infantum.

Controlo Derivado 24 Derivado 31
Ensaios (% do total de células) (% do total de células) (% do total de células)
GO/GI S G2
| 62,19 23,37 1444 | 5495 29,02 16,03 51,76 28,82 19,42
2 63,04 21,88 1508 | 57,83 26,64 15,53 59,36 25,79 14,84
3 63,85 22,28 13,67 | 59,36 25,79 14,84 60,89 23,04 16,07
Média | 63,03 22,51 14,40 | 57,38 27,15 15,47 57,26 25,11 17,63
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Em relagao ao derivado 31, a médias dos resultados dos trés ensaios revela um efeito
similar ao composto 24. O nimero de células em GO/GI sofreu uma ligeira diminuigao de
5,77% (63,03% para 57,38%). O nimero de células nas fases S e G2/M aumentou, 2,6% e 3,23%,
respetivamente. Apesar da influéncia do composto 31 no niumero de promastigotas em cada
fase do ciclo celular nao ser constante, verifica-se que em praticamente todos os ensaios o
derivado da betulina induziu a diminuigao populacional em GO/GI, aumentando em S e G2/M.

Os resultados parecem indicar que os compostos nao influenciam significativamente o ciclo
celular da Leishmania, nao sendo a inibicao da proliferagao dos promastigotas de L. infantum o
principal mecanismo de atividade dos derivados betulinicos testados.

Diversos estudos apontam as topoisomerases de ADN como um alvo celular dos derivados
betulinicos. Estas enzimas sao responsaveis pela remogao do stress torsional da molécula de
ADN através da quebra e ligagio de uma (topoisomerases tipo |) ou de ambas as cadeias
(topoisomerases tipo Il) '), A betulina é um agente anticancerigeno que induz a apoptose em
células cancerosas humanas através da via apoptotica intrinseca. A betulina e os derivados da

betulina inibem as topoisomerases® '** '¥’]

. Contudo, o estudo realizado por Santos e
colaboradores demonstrou que os melhores inibidores da proliferagio das células
cancerigenas nao eram os melhores inibidores da topoisomerase, sugerindo a existéncia de
diversos mecanismos responsaveis pela atividade citostitica dos derivados betulinicos!'** '*I,
De forma analoga também parece nao existir uma correlagao entre a maior atividade inibitoria

da topoisomerase com a maior atividade anti-Leishmania.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou o efeito dos 20 derivados da betulina e do acido betulinico na
viabilidade das promastigotas, permitindo identificar os derivados com maior atividade anti-
Leishmania, o derivado da betulina 24 ((1H-triazole- |-il)-carboxilato de 30-metoxi-lup-20(29)-
en-3 3,28-di-ilo) e o derivado do é4cido betulinico 31 (Acido 2-(2’-metil-1H-imidazole- -
carboxiloxi)-3-oxo-lup-1,20(29)-dien-28-6ico).

A andlise da relagao estrutura-atividade permitiu verificar que a formagao de carbamatos
imidazois em C3 e/ou C28 diminuiu a atividade anti-Leishmania dos derivados da betulina. Pelo
contrario, a formagao de carbamatos triazois, nas mesmas posigoes, aumentou o potencial
leishmanicida dos derivados da betulina, conduzindo a um dos derivados com melhor atividade,
o 24. Os resultados obtidos sugeriram que as modificagoes em C20 e C29 tém um impacto
positivo na atividade anti-Leishmania dos derivados da betulina e que a acetilagao das posigoes
C3 e/ou C28 diminui a atividade dos derivados.

Nos derivados do acido betulinico confirmou-se que o acido betulinico possui uma
moderada atividade leishmanicida e verificou-se que a carbamoilagao das posi¢coes C3 e C28
diminui a atividade leishmanicida do acido betulinico e que a oxidagao do grupo hidroxilo em
C3 aumenta a atividade. Neste trabalho, o derivado do acido betulinico com melhor atividade
leishmanicida foi o 3 1.

Os derivados 24 e 31, quando incubados com promastigotas de L. infantum nas respetivas
concentragoes Clso, ndo produziu alteragdes significativas no ciclo celular. Deste modo, o
mecanismo de agao principal destes derivados nao devera estar relacionado com inibigao da
proliferacao celular.

A microscopia de contraste de fase indicou que o derivado 31 diminui a mobilidade dos
promastigotas L. infantum. Desta forma, o mecanismo de agao deste derivado deve estar
relacionado com uma diminuigao da atividade mitocondrial que conduziu a um decréscimo da
atividade bioenergética do parasita.

Este trabalho permitiu determinar modificagoes estruturais que conduzem ao aumento da
atividade anti-Leishmania da betulina e do acido betulinico. A aplicagao destes resultados no
design de novos derivados, devera conduzir a derivados mais eficazes, representando
moléculas promissoras a aplicar no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas da

leishmaniose.
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