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O destino do homem é 0 mesmo do animal; 0 mesmo destino os aguarda.
Assim como morre um, também morre o outro. Todos tém o mesmo félego
de vida; 0 homem néo tem vantagem alguma sobre o animal.

Nada faz sentido! Todos vdo para o mesmo lugar, vieram todos do pd, e ao
po todos retornardo.

Quem pode dizer se o foélego do homem sobe as alturas e se o folego do
animal desce para terra? (BIBLIA, A.T. Eclesiastes 3:19-21)



RESUMO

A atividade leishmanicida de dois metabdlitos secundarios purificados provenientes da Cladia
aggregata: os 4&cidos estitico e barbatico fora testada contra cepas de Leishmania
amazonensis, espécie responsavel por doencas como a leishmaniose cutanea (tegumentar) e,
em alguns casos ja relatados, pela leishmaniose visceral. O cido estitico foi obtido a partir de
12 g de talo liquénico in natura, que foram submetidos a sucessivas extracGes do talo
liqguénico seguindo a série eluotrdpica éter, cloroférmio e acetona. Atraves de varias lavagens
em funil G4 com acetona, obteve-se 0 acido estitico com 94,86% de pureza de acordo com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O é&cido barbatico foi cedido pelo
Laboratorio de Produtos Naturais da UFPE. A atividade leishmanicida capaz de interferir no
ciclo de vida do parasito foi verificada através do método de microdiluicdo com (MTT) nas
concentragfes de entre 12,5 a 200 pg/mL dos &cidos estitico e barbatico diluidos em
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% em placas de 96 pogos contendo as células parasitérias. As
leituras foram realizadas no equipamento Thermo Scientific Varioskan® Flash com
comprimento de onda de 595 nm. Os resultados expressaram que ambos o0s acidos
apresentaram, em todas as concentragdes utilizadas, atividade leishmanicida, de acordo com o
teste estatistico utilizado. Sendo a concentracdo capaz de matar as células parasitarias em
mais de 50% (CC50) de 26,20 pg/mL para o &cido estitico, enquanto que para o acido
barbatico foi de 15,49 pg/mL. Em ensaios de citotoxidade com células Vero, o &cido
barbatico demonstrou ter um potencial citotéxico elevado comparado ao acido estitico,
obtendo uma CC50 de 20,2 pg/mL enquanto que o outro &cido obteve uma CC50 de 196,85
pg/mL. Conclui-se que ambos os acidos possuem atividade leishmanicida pronunciada, sendo
esta diretamente proporcional ao aumento da concentragdo. Apesar de ser mais evidenciado
nas células parasitarias que nas células Vero, o acido barbatico mostrou-se possuir potencial
citotoxico para ambas, enquanto que o acido estitico demonstrou um forte potencial como

tratamento ou medida para inibicdo do ciclo de vida do parasito.

Palavras-chave: Leishmaniose. Liquens. Produtos Naturais.



ABSTRACT

The biological activity of two purified secondary metabolites of Cladia aggregata: stictic and
barbatic acids was evaluated against strains of Leishmania amazonensis. This species is
responsible for serious diseases such as cutaneous leishmaniasis (tegumentary) and, in some
reported cases, visceral leishmaniasis. The botanical material, 129 of dry lichen thallus in
natura, was subjected to successive extractions following the eluotropic series of polarity,
using ether, chloroform and acetone. The acetone extract showed higher yield, 5,40% (0.6478
g) of extract, and less number of bands in thin layer chromatography (TLC). The stictic acid
was obtained after several washes using acetone in the G4 funnel. Its purity, 94.86%, was
determined in high performance liquid chromatography (HPLC). The barbatic acid was
supplied by Laboratory of Nactural Products of UFPE. The leishimanicidal activity was
determined by the microdilution method with MTT. Isolated lichen metabolites, diluted in a
solution of Dimethylsulfoxide (DMSO) at 10%, were tested at concentrations of 12,5 to 200
png/ mL, distributed in 96-well plates containing the parasite cells. The readings were
performed on the Thermo Scientific Varioskan® Flash calibrated at 595 nm. s the
concentration was able to kill the parasite cells by more than 50% (CC50) of 26.20 pg/mL for
aesthetic acid, whereas for barbatico it was 15.49 nug / mL. Cytotoxic emulsions with citric
acid cells demonstrated a high cytotropical potential to sterile acid, yielding a CC50 of 20.2
pg / mL while the other acid had a CC50 of 196.85 pug/mL. Conclusion that the serial numbers
have the pronunciation of leishmanicide, being a proportion proportional to the increase in
concentration. Although it is more evident in the parasite cells that occur in the Vero cells, the
barbatear acid presents / displays cytotoxic potential for both, whereas the esthetic acid
demonstrates a strong potential like treatment or measure of inhibition of the life cycle of the

parasite.

Key-words: Leishmaniasis. Lichens. Naturals Products.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose é considerada uma doenca negligenciada, doenca 6rfa ou ainda doenca
tropical, juntamente com outras doengas parasitarias encontradas em Varios paises em
desenvolvimento. Essas doencas negligenciadas consistem em um grupo de patologias que o
mercado de pesquisas e producdo de medicamentos ndo da énfase (BASTOS et al., 2012). A
leishmaniose é vista como um problema para o desenvolvimento social e econdémico de
alguns paises, sendo esses situados, geralmente, abaixo da linha do Equador (KETTER,;
MARJONOVIC, 2004). Esta doenca, na maioria dos casos, pode ainda ser considerada uma
doenca ocupacional por estar envolvida com aspectos psicologicos, refletindo nos ambitos
sociais e econdmico (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Paises tropicais em ascensdo por
causa de fatores econdémico-sociais possuem uma elevada ocorréncia de doengas e infeccoes
endémicas (HERRLIND, 2007; MACHADO et al., 2009; WHO 2011).

Sendo uma doenca infecciosa (ALVARENGA et al., 2010), a leishmaniose ndo €
contagiosa e atua na pele e mucosas, mas pode vir a acometer os mais diversos sistemas no
organismo, sendo causada por seres pertencentes ao reino Protozoa, filo Sarcomastigophora,
classe Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género
Leishmania (LEVINE et al, 1980), cujas espécies mais difundidas no Brasil sdo L.
amazonensis e L. chagasi. O género Leishmania compreende protozoarios parasitas, com um
ciclo de vida digenético (heteroxénico), onde este ciclo ocorre em alternancia entre
vertebrados (hospedeiros) e insetos (vetores). Estes Ultimos sdo 0s responsaveis pela
transmissdo dos parasitas para os hospedeiros (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Esses
protozoarios se alojam no aparelho digestério do inseto e ao picar o hospedeiro, o inseto,
transmite a doenca para o animal ou para 0 homem. No caso do homem, a incubacéo €
variavel, tendo uma média de 2 meses, mas pode manifestar outros periodos, sendo esses mais
curtos (duas semanas) ou mais longos (dois anos) (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

A transmissdo da leishmaniose tanto para 0 homem como para outros vertebrados da-se
atraveés da picada do mosquito fémea infectado hematdfago, do género Phlebotomus (Velho
Mundo: Eurasia e Africa) ou Lutzomyia (Novo Mundo: As Américas) (SANTOS et al., 2008),
os flebotominios pertecem a ordem Diptera; Familia Psychodidae; Sub-Familia
Phlebotominae, com vasta distribuicdo nos climas quentes e temperados (BORASCHI,
NUNES, 2007). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (1990), essa é uma das seis

maiores endemias do mundo, estando atras apenas da malaria e da esquistossomose.
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A doenga ocorre clinicamente através de trés formas: cutédnea (LC) ou tegumentar,
mucocutanea (LMC) e visceral (LV), alocadas em dois grupos: O primeiro grupo consiste nas
leishmanioses tegumentares, também conhecidas como leishmanioses dermotropicas ou
mucotropicas, dentro deste grupo estdo as leishmanioses cutanea e mucocutanea, no segundo
grupo encontramos a leishmaniose visceral (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003). A forma
cuténea é caracterizada por lesdes ulcerativas em &reas expostas, cComo nos bracos ou pernas;
a mucocutanea causa lesdes que podem destruir totalmente ou parcialmente a mucosa oral e
nasal. A leishmaniose visceral € caracterizada por febre irregular, perda de peso,
hepatoesplenomegalia (aumento do figado e baco), assim como anemia no paciente,
apresentando aproximadamente 100% de mortalidade em individuos ndo tratados (SOARES-
BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).

Essa doenca pode, ocasionalmente, caracterizar-se como zoonoses (doencas que podem
ser transmitidas de animais vertebrados para o ser humano), se dando através do mosquito que
pica o animal infectado e, posteriormente, ao picar o ser humano transmite a doenga para este
ultimo (GONTIJO; CARVALHO, 2003), uma vez que, esta doenca acomete, sobretudo,
mamiferos (RYAN; LAINSON; SHAW 1987). Quando, ao invés do animal, € 0 homem que,
por meio do mosquito, transmite a doenca para outro ser humano, 0 que Se caracteriza como
uma antroponose (ASHFORD, 2000; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). Alguns aspectos
devem ser levados em consideracdo em relacdo a doenca, a ocorréncia de problemas
relacionados ao encontro do parasita in vitro e a possivel variacdo na resposta humoral
individual é relevante, ja que nem sempre esta doenca encontra-se associada a presenca da
leséo ativa (MADEIRA et al., 2003).

1.1.1 Leishmaniose Cutanea

No Brasil, a Leishmaniose cutdnea ou tegumentar (LC) é conhecida como
Leishmaniose cutanea, causada, entre tantas espécies, pela L. amazonensis, e segundo
GENARO (2001), esta espécie é de extrema importancia para a determinacdo e caracterizacdo
do quadro clinica de leishmaniose difusa. A LC é uma endemia frequente no Brasil (KAWA
et al., 2010), pode-se afirmar que é uma das afec¢des dermatoldgicas mais importantes no pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010), a esta leishmaniose atribui-se os principais
acometimentos da estrutura da pele.

Como principais vetores no pais da LC, temos algumas espécies de insetos
(mosquitos) que transmitem a doenca: L. whitmani, L. intermedia, L. umbratilis, L. wellcomei,

L. migonei, L. flaviscutellata, este ultimo em especial, tem habito noturno e transmite a
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doenca apenas para animais, ndo afetando o ser humano, uma vez que essa espécie é
considerada zodfila (SILVEIRA; LAINSON; SHAW, 1991). Na forma cutdnea da
leishmaniose, as lesdes na pele sdo, em geral, localizadas (Unica ou multipla) com uma leséo
ulcerada unica, mas podem ser também disseminadas (lesbes muito numerosas em Vvarias
areas do corpo) e a forma difusa (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Ainda segundo o
MINISTERIO DA SAUDE (2010), as formas: cutanea localizada e maltiplas possuem uma
lesdo caracteristica, denominada lesdo ulcerada franca, sendo frequente, possuindo Ulceras
com bordas elevadas. Em geral, as ulceras sdo indolores; apenas a L. amozonensis esta
envolvida com a forma difusa da referida doenca. Pernambuco notificou 620 casos de
leishmaniose tegumentar no ano de 2003 (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

1.1.2 Leishmaniose Mucocutanea

Pode-se entender da LMC é que, em geral, é proveniente da LC, sendo esta uma
consequéncia da disseminacdo sanguinea ou linfatica, logo, se ndo tratada, a LC, em um
periodo de aproximadamente cinco anos, evoluird para a LMC, sendo sua relagdo com a LC
de 3 a 5% (MARSDEN, 1986). Esta doenca é bem caracteristica e clinicamente nota-se o
comprometimento da mucosa das vias aéreas superiores com ulceras que, por vezes, podem
ser necroticas, sendo assim a LMC pode atingir desde cornetos nasais, palato mole, palato
duro, uvula a faringe e laringe (ALTAMIRANO-ENCISO et al, 2003) nesta situacdo, ha o
aumento do volume, hiperemia, rugosidades e Ulceras superficiais nestes locais (VERONESI
E FOCACCIA; 1997), a doenca ainda é caracterizada por nodulos peculiares, encontrados
frequentemente nos membros inferiores, com posterior ulceragdo (GOMES et al.; 2004).
Provocando problemas de degluticdo, na fala e até na respiracdo, LLANOS-CUENTAS;
DAVIES (1992); MARSDEN (1986), afirmam que a juncéo e o agravamento desses sintomas
poderd levar o individuo a morte. A LMC é uma variagdo clinica, mais prevalente na América
do Sul (GOMES et al.; 2004).

1.1.3 Leishmaniose Visceral

A LV, também denominada leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neo-
tropical, é considerada uma doenca crénica, podendo vir a ser fatal para o ser humano
(LAINSON; SHAW, 1987), de acordo com o MINISTERIO DA SAUDE (2009) quando n&o
tratada, a leishmaniose leva o paciente ao obito em mais de 90% dos casos. De caracter

eminentemente rural, a LV tomou proporcdes urbanas e dependendo da regido a doenca pode
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ser denominada como calazar, barriga d’agua, entre outros. A LV, também, possui trés
estagios ou fases: periodo inicial, periodo de estado e periodo final, cada um desses contendo
suas particulares e sintomas (PASTORINO et al.; 2002) que vao desde a febre a caguexia e ao
6bito (ACCIOLY, 2009).

O periodo inicial conhecido como fase aguda, tem como principais sintomas febre,
palidez, tosse, diarreia, em geral, o individuo com LV nesta fase possui um estado de satde
geral preservado (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Nas areas endémicas, alguns pacientes,
em sua maioria, criancas, podem apresentar um quadro clinico discreto que dura
aproximadamente 15 dias e que é acompanhado de uma cura espontanea, denominado forma
oligossintomatica, por ter varios sintomas que correspondem & outras enfermidades, este
estdgio ou periodo, geralmente, € confundido com outros processos infecciosos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O periodo de estado é caracterizado por febre irregular, esta febre, em geral, estd em
associacdo com o emagrecimento progressivo, palidez e hepatoesplenomegalia. Seu quadro
clinico apresenta uma evolucdo que dura em torno de dois meses, comprometendo o estado de
satde geral do paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Ainda segundo MINISTERIO
DA SAUDE (2006), os titulos de anticorpos especificos anti-Leishmania sio elevados e a
intradermorreacdo de Montenegro é negativa, as formas amastigotas de Leishmania sdo
facilmente vistas através de esfregaco de medula dssea, baco, figado e linfonodos.

N&do havendo tratamento em tempo habil, a doenca evolui para seu periodo final,
caracterizado por febre continua, além disso pode-se perceber em tais pacientes unhas e
cabelos quebradicos, pele extremamente seca, havendo relatos de hemorragias, ictericia e
astite, podendo levar o individuo a 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No Novo Mundo (compreendendo as Américas), a Leishmania, L. chagasi é o principal
agente etioldgico da LV (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Os mamiferos associados a LV
geralmente sdo silvestres, provenientes de locais como florestas e matas, como por exemplo,
bichos-preguica, tamandués, raposas e roedores, sendo que 0s sintomas como as lesbes
causadas pela LV nestes animais ndo sdo aparentes na maioria das vezes (FUNASA, 2000), ja
na area urbana o cdo doméstico vem sendo apontado como o principal reservatorio
(MOLANO et al., 2003).

1.1.4 Epidemiologia
Dados epidemiologicos indicam que existem 1,5 a 2 milhdes de novos casos e 70.000

mortes por ano em todo o mundo (WHO, 2009). A doenca tem ampla distribuicdo ocorrendo
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na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas (AMIM; MANISALE, 2000;
ANTONOVICH et al. 2004). Essa doenca fora relatada em meados do século | d.C.
(LAINSON, 1997; CAMARGO; BARCINSKI, 2003). Na América Latina, a doenca ja foi
descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, sendo as
regibes Norte e Nordeste as mais afetadas, onde obtiveram seus registros iniciais
(GRIMALDI JR; TESH; MCMAHIN-PRATT, 1989).

Um dos tipos de leishmaniose muito presente no subcontinente Indiano e na Africa
Oriental é a leishmaniose visceral, que teve uma ocorréncia entre 50.000 a 90.000 casos
confirmados mundialmente. Recentemente, em 2015, aproximadamente 90% dos casos
confirmados ocorreram em sete paises, dentre eles o Brasil (WHO, 2017). Apenas 5% dos
casos de leishmaniose cutdnea ndo ocorrem em locais como as Ameéricas, na bacia do
Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central e cerca de 75% de novos casos dessa
leishmaniose ocorrem em seis paises, em que novamente se observa a insercdo do Brasil
(WHO 2017).

Mesmo com um percentual de casos confirmados de infec¢do ainda muito alto,
aproximadamente 350 milhGes pessoas no mundo ainda estdo ameacadas pela leishmaniose
(DESJEUX, 2001).

Em meados dos anos 80, houve a primeira epidemia de leishmaniose no estado brasileiro
do Piaui, localizado na regido Nordeste, destacando a epidemia ocorrida logo apds o
surgimento do estado de Tocantins, havendo, inclusive, casos na capital, Palmas (NETO;
WERNECK; COSTA, 2009). Em Pernambuco, no periodo de 2001 a 2011, foram registrados
1.224 casos confirmados. Esta doenca acomete individuos de todas as faixas etarias,
entretanto, criancas, adolescentes e adultos jovens apresentam as maiores taxas de infeccao
(SES, 2012). Em Pernambuco no ano de 2003 foram registrados 84 casos de Leishmaniose
Visceral (LV), com incidéncia de um caso por 100 mil habitantes e letalidade de 5% (Figura
1) (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). SESA (2009) mostra que a partir do ano de 2007 o
percentual de casos ocorridos no Nordeste caiu cerca de 35% na regido em relacdo a década
de 90.
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Figura 1. Casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV) em Pernambuco nos
anos de 1994 a 2003.
Fonte: SVS/MS, 2013.

Em um levantamento geografico realizado entre os anos 1990 a 2001 (Figura 2),
DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO (2006) perceberam uma distribuicdo cumulativa
dos casos de LV e uma maior concentracdo de casos confirmados em regiGes como Agreste e
Sertdo do Estado, porém ainda ressaltam que cidades da Regido Metropolitana do Recife,

como ltamaracé se destacou em namero de casos fora do Agreste e Sertao.
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Figura 2. Distribuicdo geografica cumulativa dos casos de LV em Pernambuco — Brasil.
Dantas-Torres e Branddo-Filho 2006.

De acordo com MADEIRA et al., (2003), s6 no ano 2000 foram notificados na regido
sudeste, 3.059 casos de leishmaniose em seres humanos. No Brasil, a maior incidéncia de LV
em humanos ocorreram no Nordeste, porém nos ultimos anos um aumento significativo de

casos localizados nas regides Sudeste e Norte vém sendo debatidos.
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1.1.5 Ciclo de vida e Biologia do parasito

O ciclo de vida do parasita (Figura 3) no interior do hospedeiro se inicia quando formas
amastigotas (formas desprovidas de flagelos) ingeridas pelo mosquito ao sugar o sangue de
um animal mamifero infectado, estas formas se encontram livremente na circulacdo e no
interior de macrofagos do mosquito. E no intestino médio do mosquito que as formas
amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas (protozoario como flagelos) e
permanecem no intestino por aproximadamente 5 dias quando ha a evolucdo da forma
promastigota prociclica para a forma promastigota metaciclica que se desprende do aparelho
bucal do inseto (LODGE; DESCOTEAUX, 2005), devendo ser inoculadas no hospedeiro para
dar continuidade ao ciclo. A esta ultima recai a capacidade de infeccdo para o hospedeiro
(CHANG; CHAUDHURI, 1990; GRIMALDI; TESH, 1989; BATES, 2006; NEUBER, 2008).
A fémea do mosquito ao praticar hematofagismo transfere a forma chamada promastigota
(Figura 4 A) para o individuo picado. Posteriormente, estas formas sdo fagocitadas pelos
macrofagos, transformando-se em formas amastigotas (Figura 4 B) que, para HENRIQUES et
al. (2003), sdo consideradas as formas de resisténcia, possuindo estruturas arredondadas ou
oval sem flagelos, que parasitam o hospedeiro, alojando-se nos mondcitos, histidcitos e
macrofagos e os protozoarios se multiplicardo por divisdo assexuada (LAINSON; SHAW,
1992), onde véo se multiplicar e consequentemente ocorrera a lise das células do hospedeiro e

a liberacdo de grande quantidade de parasitas na corrente sanguinea.
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Figura 3. Ciclo de vida do parasita da Leishmania.
Fonte: Reinthinger et al. (2007) em Hager; Howard; Prior (2008) (modificada).

Ao picar um individuo infectado, o inseto ingere células parasitadas e ocorre a conversao
das formas amastigotas para promastigotas, que sofrerdo divisao binaria no intestino do vetor
e migrardo para proboscide do inseto. Este, ao picar outro individuo, inicia um novo ciclo de
vida (LIMA JUNIOR, 2009).

(A) (B)

Figura 4 A. Forma promastigota da Leishmania Figura 4 B. Forma amastigota da Leishmania.
Fonte: Antenarelli (2013).
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As formas amastigotas sdo células esféricas, acidéfilas, que sdo capazes de resistirem a
determinadas agBes microbicidas, como hidrolises acidas, por exemplo (ZILBERSTEIN;
SHAPIRA, 1994); este mecanismo ndo esta bem elucidado, mas reaces que envolvem
intermediarios de nitrogénio e oxigénio parecem estar ligados a sobrevivéncia do parasito
(EREL et al., 1999). J4 as formas promastigotas sdo alongadas, o formato celular de ambas as
formas é determinado por um arranjo de microttbulos, localizados abaixo da membrana
plasmatica, de forma longitudinal ao corpo do parasita. J& o flagelo se localiza no saco
flagelar, possuindo 18 microtubulos na periferia que envolvem apenas um par de
microttbulos centralizados (VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002), como
pode ser observado na figura 5.

Figura 5. — Microscopia Eletronica de Transmissdo das formas promastigota (esquerda) e amastigota (direita) de
Leishmania sp. Podemos observar organelas como (N) — ntcleo, (K) — cinetoplasto, (P) — saco flagelar, (F) —
flagelo e (M) — megassomos (em amastigotas).

Fonte: Vannier-Santos; Martiny; De Souza 2002.

No ciclo natural a forma promastigota € encontrada apenas no hospedeiro
invertebrado, por este motivo ndo é viavel seu tratamento no caso da doenca. Ha varias
diferencas morfolégicas e bioquimicas entre as duas formas de Leishmania.

No saco flagelar acontece o transporte de vesiculas em ambas as formas do parasita
(WEBSTER; RUSSEL, 1993). As vesiculas secretoras, geralmente ndo se distinguem t&o
facilmente das vesiculas endociticas, tais vesiculas estdo envolvidas na obtencdo de moléculas
importantes para 0 parasito, como por exemplo o LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade:
Low Density Lipoprotein) (DE SOUZA, 2006).

Os megassomos sdao organelas essencialmente grandes, dai o nome; seu principal
contetdo sdo proteinases de cisteinas, tendo como funcdo a acumulacdo e degradacdo de
macromoléculas endocitadas (VANNIER-SANTOS; MARTINY; DE SOUZA, 2002).
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Segundo UEDA-NAKAMURA et al., (2002), esta organela esta ligada a associacdo parasita-
hospedeiro. Ha os acidocalcissomos que sdo organelas com capacidade de armazenagem de
ions célcio, também contém enzimas pirofosfatase e polifosfatase (DO CAMPO; MORENO,
2001). Os glicossomos teriam a mesma funcdo de peroxissomos (MICHELS et al., 2006).
Todas essas organelas culminam para a sobrevivéncia do parasito. Por ser constituido com
essas estruturas, as leishmanias tornam-se resistentes e desenvolvem um quadro patoldgico no
hospedeiro mamifero (humano e ndo humano), por isso houve a necessidade de implantacéo
de medidas de controle, profilaxia e tratamento para esta doenca.

No Brasil, a principal medida de controle para leishmaniose canina ainda é a eutanésia de
caes, pois no pais é proibido o tratamento dos animais soropositivos, segundo a portaria
interministerial 1426/2008 (BRASIL, 2008), mas ja é sabido que esta alternativa ndo tem sido
suficiente e BANETH; SHAW (2002), alertam para a necessidade de outros métodos e
alternativas para o controle deste tipo de leishmaniose.

O tratamento das leishmanioses envolve o uso de diversas drogas sintéticas, como a
anfotericina B, pentamidina e miltefosine, entretanto, a anfotericina B apresenta o uso restrito
devido aos inimeros efeitos toxicos que causa. Por causa desta limitacdo, novas formas
farmacéuticas foram desenvolvidas, como anfotericina lipossdmica que é menos toxica e
pouco absorvida pelos rins, que € o 6rgao alvo para toxicidade da droga. Porém, seu alto custo
de producdo em escala industrial torna seu uso quase inviavel para paises em
desenvolvimento onde a prevaléncia da doenca é maior (DESJEUX, 1996).

De forma geral, as alternativas terapéuticas podem ser introduzidas no tratamento de
determinada doenca pelos seguintes processos: triagem empirica, modificacdo molecular de
compostos ja existentes, sintese, associacdo de farmacos e extracdo de principios ativos de
outros organismos (TEMPORE; OLIVEIRA. BERLINK, 2011). Ha estudos com substancias
ativas de plantas e seus extratos contra as espécies de Leishmania, RANGEL (2011), utilizou
120 extratos oriundos de 26 especies pertencentes a 16 familias de plantas do bioma Cerrado
in vitro contra formas promastigotas de Leishmania spp. Alguns principios ativos que atuam
diretamente contra o parasito sdo chalconas, como exemplo tem-se a licochalcona que destroi
mitocondrias dos protozoarios sem danificar os macréfagos do hospedeiro (CHRISTENSEN
et al.,1994) e alcaloides como coronaridina que também age na mitocondria do parasito
(DELORENZI et al., 2001, 2002). Segundo LUQUE-ORTEGA et al. (2004), a fitoalexina
produzida por um fungo que infecta bananeiras, consegue bloquear a cadeia respiratéria da L.
donovani por inibicdo de duas enzimas: fumarato redutase e succinato desidrogenase; a

conoduramina, conodurina e gabunina encontradas em algumas Apocynaceae sao ativas
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contra amastigotas da L. amazonensis. (MUNOZ et al.,1994). Terapias alternativas que
possam erradicar o parasito, atuando no seu ciclo de vida e apresentando melhores indices
terapéuticos, menor toxicidade e menor custo devem ser os principais objetos de estudos

cientificos.

1.2 SUBSTANCIA NATURAIS COMO FONTE ALTERNATIVA PARA O
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE.

Com o avango cientifico, o interesse por alternativas naturais para o tratamento de
algumas doencas se fez pertinente, a leishmaniose é alvo de diversos estudos que visam uma
erradicacdo através do uso de substancias naturais e que possam, no ambito geral, atender a
populacdo. Para o surgimento de uma droga ha trés vertentes, a primeira visa a sintese de
novos farmacos (sintéticos), a segunda tenta obter de farmacos j& existentes uma resposta
favordvel e a terceira utiliza-se de produtos naturais para uma acdo anti-protozoario
(LINDOSO; COSTA; GOTO, 2012).

Sabe-se que esses produtos naturais hoje sdo caracterizados como uma importante
procedéncia de novas moléculas bioativas com viés farmacéutico. Essas moléculas advindas
dos produtos naturais fizeram com que eventos complexos relacionados a biologia celular e
molecular fossem compreendidos, desta forma a possibilidade de desenvolvimento de
medicamentos mais seletivos e eficazes contra varias patologias foram lancados na
farmacologia. Vantagens como diversidade de estruturas quimicas, economia de recursos
fazem com que este segmento de pesquisa seja considerado imperativo (SHU, 1998;
CALIXTO, 2003; MINDELL, 2009). Por isso, hd diversos estudos e pesquisas que
compreendem o propoésito da utilizagdo de produtos naturais para o tratamento de doencas
negligenciadas (BROGES et al., 2012). O uso de varias espécies promoveram diversas
atividade contra alguns protozoarios, inclusive com os que envolvem as leishmanioses
(RODRIGUES et al., 2012; CARNEIRO et al., 2012).

A OMS tem considerado prioridade o estudo farmacoldgico de produtos naturais para
populagcdes menos favorecidas, onde a busca por produtos naturais que aliviam 0s sintomas
sdo utilizadas como tratamento populares e viaveis, pois, muitas vezes, ndo ha acesso a drogas
sintéticas (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Segundo CALIXTO (2001), aproximadamente 40% dos farmacos desenvolvidos
contra a leishmaniose sdo obtidos de produtos naturais, terpenos, flavonoides e alcaloides ja
tém um papel importante na atividade leishmanicida, este Gltimo é enquadrado como

possuindo o maior potencial contra o protozoario Leishmania conhecido (CALDERON et al.,
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2009). Alguns metabdlitos extraidos de liquens foram eficazes no tratamento da leishmaniose
pela inibicdo do ciclo de vida do parasito, como no caso do acido Usnico, proveniente da
Cladonia substellata (DA LUZ et al., 2015). Pesquisas tém demonstrado que substancias
como taninos, esteroides, chalconas e naftoquinonas também possuem atividades bioldgica
contra a doenga (KLEIN et al., 2009), sdo utilizados extratos de folhas, raizes de plantas e
outros produtos naturais como fonte desta atividade pelos mais diversos mecanismos de a¢ao
(OLIVEIRA; GILBERT; VILLAS-BOAS, 2014).

Ainda ndo h4, de fato, medicamentos que sejam considerados 100% eficazes para o
tratamento das leishmanioses que possuam uma maior eficiéncia e uma menor toxicidade, por
este motivo, diferentes produtos naturais vém sendo estudados (SILVA; FIGUEIREDO;
CARVALHO, 2016). Portanto, nota-se a grande importancia de produtos naturais e seu uso

contra doengas como a leishmaniose.

1.3 OS FUNGOS LIQUENIZADOS OU LIQUENS
Os liquens sdo considerados de acordo com AHMADJIAN (1993) e (IAL, 1981), uma

associacdao mutualistica entre um ser micobionte (fungo) e um ser fotobionte (algas ou
cianobactérias) e desta associacdo resulta um talo liquénico. Por ndo possuirem clorofila, os
fungos, ndo realizam a fotossintese e portanto na natureza os fungos tém varias estratégias de
obtencdo de alimento que vdo desde a decomposicdo de material organico a interacdes com
seres fotossintetizantes (HAWKSWORTH; HILL, 1984), desta maneira, estes fungos
conseguem captar carbono e manter suas taxas energéticas necessarias a vida. Assim como as
cianobactérias e musgos, os liquens tém uma grande importdncia como pioneiros na
colonizacdo dos substratos (SPIELMANN, 2006).

Segundo Lutzoni; Pagel; Reeb (2001) 20% das espécies de fungos encontradas estdo
associadas a algas ou a cianobactérias, como dominante nesta associacdo encontramos, em
geral, o organismo micobionte (KRZEWICKA et al., 2017). Os liquens sdo encontrados na
natureza e, em sua maioria, estes organismos pertencem ao Filo Ascomycota, 0 que
compreende entre 20 a 25% das espécies de fungos conhecidas, sendo imperativa para varias
ordens dentro do Reino Fungi, como aproximadamente 50% das espéecies de Ascomicetos
(BENATTI; MARCELLI, 2007). Além dos Ascomicetos, tem-se como fungos formadores de
liquens os Basidiomicetos, Deuteromicetos e Mastigomicetos, totalizando quatro filos.

Apesar de encontrarmos a relacéo ecoldgica de mutualismo nos liquens, HONNEGER
(1991) diz que os liquens sdo simbidticos de fungos especializados que captam nutrientes a

partir de um hospedeiro que pratica fotossintese, esta simbiose é ecologicamente obrigatorio
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com uma alga e/ou cianobactéria. Sendo heterotrofico, o fungo, adquire da alga sua fonte de
carbono para respiracdo e nutricdo, promovendo seu crescimento (HAWKSWORTH; HILL,

1984). Os liquens podem ser classificados de acordo com a morfologia de seu talo em

crostosos, foliosos e fruticosos (Figura 6).

Figura 6. Tipos de talos liquénicos. a) crostoso, b) folioso e c) fruticoso.
Fonte: Cunha, 2011.

Quando em associacdo, os liquens produzem vérias substancias, algumas como acidos
nucléicos, carboidratos, proteinas, vitaminas e lipideos sdo provenientes do metabolismo
primério sendo estes indispensaveis a vida e frutos de inimeras rea¢Bes quimica que ocorrem
no organismo, transformando os nutrientes nestes compostos quimicos (WATSON, 1965) e
outras substancias como os dibenzofuranos, depsideos, depsidonas, acidos graxos, quinonas
que sdo originadas do metabolismo secundario. As substancias formadas através do
metabolismo secundario sdo chamadas de &cidos liquénicos ou substancias liquénicas
(PODTEROB, 2008). Essas substancias tém como caracteristicas gerais a pouca solubilidade
em agua, peso molecular relativamente baixo e podem se acumular no cértex ou na camada
medular e sdo produzidas de acordo com a necessidade do organismo e segue as condi¢fes
ambientais onde 0 mesmo se encontra. Encontra-se substadncia depositada na parte
extracelular, podendo formar cristais sobre a superficie das hifas. Esses metabolitos
secundarios sdo geralmente taxon-especificos, por isso, de acordo com Molnar; Farkas
(2010), sdo utilizados para caracterizacdo taxondmica, isolamento e sistematica dos fungos
liquenizados.

Segundo Alexopoulos; Mims; Blackwell (1996) e Fleig et al. (2008), a relagdo
existente entre os organismos mico e fotobionte se caracteriza como o primeiro produzindo

muitos acidos liquénicos, além da producdo de outras substancias e o organismo fotobionte
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conseguir, atraves da fotossintese, a producdo de dioxido de carbono e vérias substancias para
o fungo, mantendo a relagédo em equilibrio (SPIELMANN 2006).

Sabe-se que os metabdlitos secundarios advindos de liquens tém funcgdes alelopaticas,
inibindo a divisdo celular dos organismos fotobiontes, como por exemplo o acido Usnico
(BACKOR et al., 2010). Em algumas espécies a alta concentragio das substancias liquénicas
sdo atreladas com a defesa dessas estruturas. Esses metabolitos ainda podem garantir aos
liquens a resisténcia a varios fatores como altas concentracfes de didxido de enxofre (SO,)
(HAUCK; JUNGENS, 2008), altas temperaturas e umidade.

O papel ecoldgico das substancias liquénicas € indiscutivel, sendo estas das mais
diversas como absor¢do de luz ultravioleta, bioindicativa, troca de gases, entre outras
(POYKKO et al., 2010). As caracteristicas acima também sdo pesquisadas para atividades
biolégicas como antimicrobianas, herbicidas, inseticidas, moluscicida, antitumorais,
antioxidantes, fotoprotetores, alergénicos além de seu uso nas industrias de cosméticos e
alimenticia bem como antivirais, analgésicos e antipiréticos (YOUSUF; IQBAL M; ATTA-
UR- RAHMAN, 2014).

1.3.1 Metabolismo primario e secundario de liquens

O metabolismo pode ser visto como um conjunto de transformaces, reacdes que
ocorrem no organismo a nivel celular, estas reaces sdo de suma importancia e fundamentais
para a funcionalidade e a sobrevivéncia da célula, tais como biossintese, equilibrio acido-base,
manutencdo, aquisicdo de energia e respiracdo (CHAVES, 2012). Para garantir esta
funcionalidade ha as rotas metabdlicas que, visando a homeostase, sintetizam, degradam ou
ainda transformam substancias quimicas, que sdo chamados de metabdlitos (SIMOES et al.,
2010).

Considera-se a luz solar, um dos muitos fatores que esta ligado ao desenvolvimento de
organismos fotobiontes o que, de fato, pode influenciar, segundo ARAUJO (2014) na sintese
de metabdlitos secundarios. De acordo com FAVERO; PAVAN (1997) ha vérias substancias
diferentes, fruto do metabolismo secundario de plantas, porém todos os reinos conseguem
fornecer metabolitos originados do metabolismo secundario, dentre estes podemos destacar o
reino vegetal; os fotobiontes, de forma geral, conseguem tais metabolitos através de
mecanismos de defesa contra varios fatores, inclusive de predadores, e sdo de natureza
guimica (CROTEAU; KUTCHAN.; LEWIS 2000; PINTO et al., 2002).

De acordo com VIZZOTO; KROLOW; WEBER, (2010), a importancia ecologica de

metabolitos secundarios tem alguma relacdo com potencial efeito medicinal para os seres
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humanos, além disso algumas de suas caracteristicas podem ser Uteis para outros animais.
Estes metabdlitos sdo quimicamente divididos em trés grandes grupos, séo eles: Terpenos,
compostos fendlicos e compostos constituidos de nitrogénio (SHAHIDI, 1997; CROTEAU;
KUTCHAN.; LEWIS, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006). Sao assim divididos, pois além de sua
conformacdo, suas rotas sdo distintas, pois no caso dos terpenos utlizam a via do acido
mevaldnico ou do metileritritol fosfato (MEP), enquanto que os compostos fenolicos lancam
méo de duas rotas principais, sendo estas as dos acidos chiquimico e maldnico e 0s compostos
nitrogenados sao sintetizados por meio dos aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Via do metabolismo secundario. Simdes et al., 2003.

Como o maior grupo dentre os metabolitos secundarios, destacamos os terpenos ou
terpenoides, derivados do isopropeno, estes compostos sdo classificados em monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos, sendo assim distribuidos pela
guantidades de carbonos em sua composicdo. Sdo designados como “alcenos naturais”, uma

vez que, ttm como uma de suas peculiaridades uma dupla ligacdo entre carbonos, desta
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maneira é definido como um hidrocarboneto insaturado (MCMURRY, 2011). Aos compostos
fendlicos, atribuimos caracteristicas como sabor, odor e até mesmo colora¢do, sendo
bioativos, formados por um ou mais anéis aromaticos, possuindo uma atividade oxidante no
fotobionte. Segundo Horst (2008) atuam na absorcdo e na neutralizacdo de radicais livres,
logo agem ativamente em processos de oxireducdo. Como sdo amplamente distribuidos e
diversificados para denomina-los é necessario o conhecimento da cadeia carbdnica que o
constitui (LEMOS, 2008). O dltimo grupo € constituido por compostos nitrogenados que
abrange os aminoacidos, alcaloides, aminas e glicosideos cianogénicos (SEPULVEDA-
JIMENEZ; DUCOING; SOSA, 2004). Estes compostos podem atuar no controle de pragas
(JUNIOR, 2003), assim como serem capazes de manifestar atividade antimicrobiana
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2004).

Sabe-se que o metabolismo secundario esta envolvido com esquemas de protecdo
conferidas ao organismo fotobionte como também ao micobionte e ha vérias associacdes
desta protecdo com beneficio ao ser humano que vai desde agao antimicrobiana a modulacGes

neuropatologicas como anti-depressivos (KAUFMAN et al., 1999).

1.4 LIQUENS E SEU POTENCIAL BIOLOGICO

Além de sua importancia ecologica, os liquens vém sendo utilizados nos mais
diversos estudos, ficando claro o seu grande potencial bioldgico, ndo obstante seu potencial
econémico. Espécies como Cladonia substellata, C. verticillaris e Cladia aggregata veem
sendo amplamente estudadas para avaliacdo de seu potencial biolégico.

Acido barbético, Usnico, divaricatico e lectinas demonstraram atividades biol6gicas
pronunciadas como atividade antimicrobiana, antitumoral, leishmanicida, moluscicida e
cercaricida (MARTINS et al., 2010; RAMOS, 2011; DA LUZ et al., 2015; SILVA, 2016). No
estudo de HONDA; VILLEGAS (1998), os autores avaliaram atividades fungitdxica,
antitumoral e citotoxica de varias substancias provenientes de varias espéecies de liquens, entre
elas: Acido Usnico, salazinico, hipostitico e lecandrico atranorina e orselinato de etila. Como
visto, a importancia da bioprospeccdo de liquens e a extracdo de seus metabdlicos sdo
extremamente importante para o aperfeicoamento de estudos que promovam o conhecimento

sobre suas acGes em outros organismos, consequentemente seu potencial bioldgico.

1.5 Cladia aggregata

A espécie de liquen escolhida para pesquisa fora a Cladia aggregata (Figura 8),
pertecente a familia Cladoniaceae (BATTS; CALDER; BATTS, 2004) que possue 16 géneros
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incluindo o género Cladia (LUMBSCH; HUHNDORF, 2007). Dentro desta familia encontra-
se liquens bem caracteristicos com talo dimérfico, possuindo o talo priméario crustoso ou
folhoso e um talo secundério fruticoso.

A C. aggregata e vista como uma das espécies fenotipicamente mais variaveis
(PARNMEN; LUCKING; LUMBSCH, 2012), sendo considerada um grupo de fungos
liguenizados, possuindo notavel diversidade morfolédgica e quimica (PARNMEN et al., 2013),
sendo esta plasticidade fenotipica sua principal caracteristica de adaptacdo (FILSON, 1981).

A espécie C. aggregata possui como metabolitos secundarios os acidos barbatico,
estitico, norstitico e fumarprotocetrarico e esses compostos podem ou ndo estarem presentes
no liquen de acordo com a &rea onde este se encontra na natureza, mostrando portanto, a
importancia do ambiente no qual o liquen esta localizado. Suas extremidades sdao densamente
ramificadas com apices rigidos e encurvados e apotécios agregados. Os metabdlitos, advindos
da C. aggregata, ja sdo conhecidos por suas atividades bioldgicas antimicrobiana, células
tumorais, funcdes anti-oxidantes, entre outras (PEREIRA et al., 1994; PEREIRA et al., 1997,
AMO DE PAZ, et al., 2010).

Figura 8. Cladia aggregata (Sw.) Nyl. (Cladoniaceae, Lecanorales).
Fonte: Pictures of Tropical Lichens.

A C. aggregata é encontrada amplamente na Australia, sendo muito difundida nos
paises do hemisfério Sul como o Brasil, podendo ocorrer como um liquen do tipo fruticoso,
presentes em crostas criptogamicas (BATTS; CALDER; BATTS, 2004). No Brasil, ha
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ocorréncia dessa espécie no Nordeste, na regido da Bacia de Mamanguape-PB, devido ao seu

clima propicio.

1.6 ACIDO ESTITICO

O écido estitico, 1,3-dihidro-1,4-dihidroxi-10-methoxi-5,8-dimethil-3,7-dioxo-7H-
isobenzofuro(4,5-b)(1,4)benzodioxepin-11-carboxaldeido é uma substancia do metabolismo
secundario, encontrado Cladia aggregata. Sendo uma substancia organica, este componente é
uma depsidonas, assim como os &cidos norstitico e lobarico (ISMED, et al., 2016), possuindo
a férmula quimica C19 Hi4 Og € com massa molecular de 386,30/u.m.a. (Figura 9).

Considerado uma depsidona, o &cido estitico tem propriedades pré-apoptoticas,
citotoxicas, antioxidantes, porém esta Gltima se encontra em menor propor¢do em relacdo aos
outros 4cidos testados (PERRY, et al., 1999; LOHEZIC-LE DEVEHAT, et al., 2007; AMO
DE PAZ, et al., 2010). Apresenta um importante papel na inibicdo da proteina transportadora
de beta-hidroxiacil-acilo desidratase (MCGILLICK, et al., 2016) que participa na sintese de
acidos graxos removendo agua da beta-hidroxiacil-ACP, criando uma dupla-ligacdo e na
atividade antitumoral, como no caso do adenocarcinoma do colén humano, observado no
estudo de PEJIN, et al, 2017. Segundo HALE (1974) o &cido estitico pode ser alergénico e
provocar fotossensibilidade na pele humana (THUNE; SOLBERG, 1980).

CH,O
CHO

Figura 9. Representacéo da estrutura do 4cido estitico.
Fonte: Autores (2018).

O écido estitico pode ser considerado mais complexo do que depsidonas derivadas do
orcinol, se origina a partir do B-orcinol, possuindo, entre outros substiuintes, um anel

heterociclico com oxigénio nos radicais derivados dos carbonos, nas posi¢des 1’ € 6°, se estes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221%2C3-Dihydro-1%2C4-dihydroxy-10-methoxy-5%2C8-dimethyl-3%2C7-dioxo-7H-isobenzofuro(4%2C5-b)(1%2C4)benzodioxepin-11-carboxaldehyde%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2073677%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%221%2C3-Dihydro-1%2C4-dihydroxy-10-methoxy-5%2C8-dimethyl-3%2C7-dioxo-7H-isobenzofuro(4%2C5-b)(1%2C4)benzodioxepin-11-carboxaldehyde%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2073677%5BStandardizedCID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGillick%20BE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26818694

31

forem grupamentos carboxila ou aldeido, respectivamente (HONDA; VILEGAS, 1998) e
sendo uma substancia liquénica com duplas liga¢es conjugadas consegue absorver bem a luz
Ultra-Violeta (THUNE; SOLBERG, 1980). Essa substancia é encontrada também no género
Clandestinotrema, conforme relato de RIVAS PLATA; LUMBSCH (2011).

1.7 ACIDO BARBATICO

O é&cido barbético, 2-hidroxi-4-[(2-hidroxi-4-metoxi-3,6-dimetilbenzoil) oxi]-3,6-
dimetilbenzéico, possui férmula molecular C19H2007 (Figura 10) é uma substancia organica,
assim como o &cido estitico, proveniente do metabolismo secundario da C. aggregata,
podendo ser encontrado em varias outras espécies de Cladonia, ocorrendo também em
Rhizocarpon geographicum (ASAHINA; SHIBATA, 1954). Sendo um depsideo derivado do
B-orcinol, formado por dois anéis aromaticos, o A&cido barbatico, apresenta também
grupamentos carboxilicos e hidroxilicos em ambos anéis arométicos e que estes grupos

favorecem a reacdo de esterificacdo, levando a formacéo de uma ligacao éster entre os anéis.

CH3

COOH
CH

CH3
CHBO OH

CHj

Figura 10. Representagdo da estrutura do acido babatico.
Fonte: Honda; Vilegas, 1998.

De acordo com STOCKER-WORGOTTER (2001), a sintese deste acido se da de
maneira mais proeminente quando ha fatores de estresse como temperaturas mais baixas.
HAGER; HOWARD; PRIOR (2008) demonstraram experimentalmente que este acido
consegue diminuir a divisdo celular nas algas, que é considerada uma medida protetiva em

relacdo ao fotobionte, ha ainda a producdo do acido barbatico quando este é submetido a
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radiagdo ultravioleta. De acordo com Asahina; Shibata (1954), assim como Huneck;
Yoshimura (1996), o &cido barbéatico possui seus cristais de cor amarelo-palido, podendo
ser extraido utilizando solventes como éter, cloroférmio e acetona. Apresenta reagédo
positiva de homofluorescina com hidréxido de sddio e cloroformio (ASAHINA,
SHIBATA, 1954). TAKAHAGI et al. (2006) afirmaram que este metabolito é uma
substancia com grande potencial biolégico, sendo eficiente na cadeia transportadora de
elétrons, impedindo a transferéncia dos elétrons em células de tabaco, além de
apresentarem funcdes alelopaticas.
Varios estudos j& demonstraram diversas atividades bioldgicas do &cido barbatico,
como os realizados por Martins et al (2010) que trabalharam com extratos organicos e com a
substancia purificada, extraidas da C. aggregata Nyl, em quatro linhagens de Staphylococcus
aureus, demonstrando que ambos, extrato e substancia purificada, inibem o crescimento
microbiano. Apesar do termo 4&cido barbatico ser mais comumentemente utilizado,
CULBERSON (1969) aponta outras denominagdes como acido alectdrico, rizoico, coccelico,
coenomicina, entre outras. A descricdo anterior, a respeito das atividades bioldgicas das
substancias liquénicas demonstra o potencial farmacéutico e econdmico destas substancias,
podendo servir de protdtipos para moléculas sintéticas e/ou quimicamente modificadas que
poderdo ser utilizadas em diferentes setores industriais. A flora liquénica do Nordeste €
bastante diversificada e muito pouco explorada, o que torna ainda mais relevante as pesquisas

destas substancias.
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OBJETIVOS

GERAL

Verificar o potencial biolégico dos acidos estitico e barbatico extraidos e isolados da
Cladia aggregata (liquen) sobre protozoarios do género Leishmania.

ESPECIFICOS:

Coletar amostras dos liqguens em Mamanguape — PB.

Extrair, isolar e purificar o &cido estitico da C. aggregata.

Caracterizar quimicamente o acido estitico através de cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ressonancia
magnética nuclear de prétons e carbono 13 (RMN *H e C*3).

Verificar in vitro o potencial biolégico dos &cidos estitico e barbatico sobre a

Leishmania amazonensis.

Verificar citotoxidade das substancias em células Vero.
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Aplicacdo Biolégica Dos Acidos Estitico e Barbatico Isolado e Purificado Da Cladia
aggregata Sobre Leishmania.
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RESUMO: Os &cidos barbatico e estitico sdo metabdlitos secundarios advindos de liquens
gue possuem uma gama de propriedades bioldgicas. A utilizacdo destas substancias contra a
leishmaniose se fez pertinente. O acido barbatico foi cedido pelo Laboratorio de Produtos
Naturais — UFPE, sendo purificado de acordo com Martins et al (2010), o acido estitico foi
purificado a partir de 12 g do liquen C. aggregata. Obteve-se mediante extracdo com acetona
um rendimento 5,4%. Visando avaliar o potencial contra Leishmanias amazonensis in vitro
dos acidos estitico e barbatico purificados, ensaios foram realizados nas concentracdes de
12,5 a 200 pg/mL destes acidos e citotoxidade, assim como em células Vero. O potencial
leishmanicida de ambos os &cidos fora evidente em todas as concentracdes utilizadas,
demonstrando que o aumento da concentracdo € inversamente proporcional a viabilidade
celular, sendo a CC50 de 15,49 pg/mL para o acido barbatico e 26,20 pg/mL. O acido
barbatico demonstrou um maior poder citotoxico contra células Vero comparado ao acido
estitico. Os presentes dados sdo atribuidos a ambos os &cidos pesquisados extraidos da C.
aggregata, mostrando a relevancia da pesquisa com metabdlitos secundarios no tratamento ou
na inibicdo de doencas como a leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose, liquens, cido barbatico, acido estictico.

ABSTRACT: Barbatic and stictic acids are secondary metabolites from lichens that have a
range of biological properties. The use of these substances against leishmaniasis, has become
relevant. The barbatic acid was supplied by the Laboratory of Natural Products - UFPE, being
purified according to Martins et al (2010), the stictic acid was purified from 12 g of lichen C.
aggregata. Obtained with acetone extract in 5.4% vyield. Aiming to evaluate the potential
against Leishmanias amazonensis in vitro of the purified stitic and barbatic acids, the results
tests were performed at concentrations of 12,5 to 200 pg / mL of these acids and cytotoxicity
with Vero cells. The leishmanicidal potential of both acids was evident in all concentrations,
demonstrating that the increase in concentration is inversely proportional to cell viability, with
CC50 of 15.49 pg / mL for barbactic acid and 26.20 pg / mL. The bacillus acid demonstrated
a greater cytotoxic power against Vero cells compared to the esthetic acid. The present data
are attributed to both of the investigated acids extracted from C. aggregata, showing the
relevance of the research with secondary metabolites in the treatment or inhibition of diseases
such as leishmaniasis.

Key-words: Leishmaniasis, lichens, barbatic acid, stictic acid.
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Introducéo

A Leishmanioses é uma doenca muito presentes em paises em desenvolvimento, sendo
denominadas como doencas negligenciadas ! Essa enfermidade é subdividida clinicamente
em trés tipos: Leishmaniose cutanea ou tegumentar (LC), Leishmaniose mucocutanea (LMC)
e Leishmaniose visceral (LV) @ e sdo causadas por varias espécies de protozoérios
pertencentes ao género Leishmania 1. A L. amazonensis é a causadora da Leishmaniose
cutanea difusa (LCDf) que também pode ocasionar a Leishmaniose cutanea disseminada
(LCDi)™!, assim como a Leishmaniose mucocutanea (LMC), quando o paciente apresenta

erosdes cutaneas e posteriormente nas mucosas com disseminacao rapida®®.

A leishmaniose cutdnea € considerada uma das seis doencas infecciosas mais
importantes, chegando a atingir 88 paises em todo 0 mundo e vista pela Organizacdo Mundial
de Sadde como prioridade em relagdo as doencas tropicais™™®. Nos anos de 1994 e 1995, o
Brasil chegou a relatar 22,83 e 22,94 nimeros de casos entre para cada 100.000 habitantes,
respectivamente. No Nordeste entre os anos de 1980 a 2005 foram registrados 219.910 casos
de LC, sendo que destes casos 12.239 ocorreram no Estado de Pernambuco™. A transmissdo
dessa doenca ocorre através da picada do mosquito que inocula o parasita ainda na formas nao
infecciosas da doenca, uma vez no organismo do animal ou do ser humano, 0s protozoarios

evoluem para a forma infecciosa.

Os liquens sdo uma associacdo entre um micobionte (fungo) e um fotobionte como
algas que desde os primordios da civilizagdo humana sdo utilizados na medicina popular,
produzindo Oleos essenciais, corantes e que possuem diversas atividades bioldgicas como
atividade antimicrobiana, acdo contra células cancerigenas, tumores e atividades

[12-16]

leishmanicida Estes organismos sdo amplamente difundidos no globo terrestre,

produzindo diversos metabdlitos secundarios, essas substancias desempenham diversos papéis

el'”18 além de serem

que vdo desde a preservagdo estrutural do liquen a protecdo dest
bioindicadores. Diversos estudos apontam diferentes potenciais bioldgicos associados aos
liquens e suas substancias secundarias, dentre elas ha os depsideos e depsidonas, substancias
derivadas do B-orcinol, como os acidos estitico e barbatico, ambos encontrados especialmente

em especies do género Cladia.

O presente estudo objetivou extrair, purificar o acido estitico substancia fendlica proveniente
de Cladia aggregata (SW.) Nyl. E avaliar o desempenho de duas substancias liquénicas

secundarios, os acidos estitico e barbatico, contra cepas de L. amazonensis.
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Materiais e Métodos

Coleta, identificacdo do liquen e dos principais constituintes quimicos da espécie.

A C. aggregata (Sw.) Nyl. foi coletada no municipio de Mamanguape localizado no
estado da Paraiba-Brasil, Mamanguape possue as coordenadas 06° 50° 19” S de latitude e 35°
07°34”W de longitude. A coleta da espécie de liquen se deu devido as condic¢Bes climaticas
favoraveis, onde o clima é tropical chuvoso com estacdo seca no verao e chuvas de inverno
antecipadas no outono™®, sendo do tipo As’ segundo a classificagdo de Kdppen, quente e
Gmido 1,

Foram coletadas aproximadamente 120 g de tufos da espécie citada, sendo
conservados em sacos de papel, a temperatura ambiente (28+ 3°C) em local seco até a
realizacdo dos testes. A confirmacdo da espécie foi realizada pela Dra M.L.L. Buril atraves
das carateristicas morfoldgicas e quimicas do talo de acordo com chaves de identificacdo.
Para determinacdo dos fendis, pequenos cortes foram feitos na superficie do talo de cada
espécie a fim de expor uma parte do cértex e/ou a medula. Sobre estas camadas expostas
foram gotejadas hidroxido de potéssio saturado e/ou hipoclorito de sédio saturado ou a
combinacdo das duas solucdes. A reacdo de coloracdo foi observada sob microscopio
estereoscopico e que indica a presenca da substancia majoritaria da espécie®). A presenca das
substancias majoritarias foi determinada através de cromatografia em camada delgada (CCD),
apos a obtencdo dos extratos organicos??. Uma amostra da espécie com aproximadamente 10
g fora preservada e depositada no herbario Geraldo Mariz-UFP da Universidade Federal de

Pernambuco/UFPE, sob nimero de tombamento 82.195 no referido herbario.

Também fora realizada reacdo de coloracdo com solucBes de cloreto férrico 10% e
hidroxido de potassio a 10%, na amostra purificada e obtida a partir do extrato acetdnico, com

objetivo de confirmar a presenca do 4cido estitico na amostral?*’.

Obtencéo do extrato acetdnico do talo in natura através de extracdo por esgotamento a

frio, isolamento e purificacdo da substancia liquéncia

A C. aggregata triturada (12 g) foi submetida a extragdo sucessiva por esgotamento a
frio com solventes organicos seguindo a série eluotropica que se inicia com solvente menos
polares para os mais polares, neste caso utilizou-se a sequéncia: éter, cloroformio e acetona,
repetidos trés vezes com cada solvente, onde apenas o0s extratos acetonicos foram utilizados
para o desenvolvimento da pesquisa. Os extratos acetonicos foram alocados em agitador

mecanico durante 60 minutos a temperatura ambiente (28+ 3°C). Cada extrato acetonico
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obtido fora filtrado e evaporado em rotaevaporador acoplado em banho-maria a temperatura

de aproximadamente 40° até secura e mantido em dessecador®*.

Ap0s a obtencgdo da parte sdlida dos extratos acetdnicos purificados, determinou-se o
grau de pureza das amostras atraves de cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e comparou-se com padrdo do é&cido
estitico, onde este &cido fora isolado e purificado por meio de sucessivas lavagens com
acetona em funil G4 de fundo poroso °\. O 4cido barbético foi gentilmente cedido pelo
Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco —UFPE, sendo

isolado e purificado através da metodologia de Martins et al., (2010)1°!,

Cromatografia em camada delgada (CCD)

As amostras purificadas de acido estitico em funil G4, 0,1 mg de cada amostra
purificada, assim como 0,1 mg do &cido estitico padrdo foram dissolvidas em acetona e
aplicadas em placas de silica Gel 60 Fas4+ 366 Merk de 20 x 20 cm, e desenvolvidas, de forma
ascendente, no sistema de solventes A (tolueno/dioxano/acido acético, 90:25:4 v/v/v). Apés a
eluicdo e evaporacdo dos solventes, as bandas foram visualizadas sob luz UV curta (254 nm)
e longa (366 nm), os cromatogramas foram revelados em camara de iodo e borrifados com
acido sulfarico a 10% e aquecidos a 60 °C por 20 minutos, para que fossem evidenciadas as

[27]

bandas por reagdo de coloragdo“"". Os resultados foram avaliados mediante calculo dos

valores de Rfs e comparados ao padrao do acido estitico.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras purificadas e o acido estitico padrdo (0,1mg/mL) foram submetidos a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em cromatografo liquido HITACHI
acoplado em detector UV a 254 nm. As amostras purificadas e o acido estitico padrdo
dissolvidas em éter foram injetadas em coluna C;s de fase reversa, sendo a fase mdvel
constituidas de metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 v/v/v), em fluxo de 1,0 mL.min™. Os
resultados foram analisados pelo tempo de retencdo (RT) da substdncia na coluna e

comparados com o padréo do acido estiticol®®.
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Caracterizacdo da estrutura molecular do acido estitico

A confirmacdo da estrutura molecular do acido estitico purificado foi realizada por
meio da andlise dos dados espectrais de ressonancia magnética nuclear de prétons e carbono
13 (RMN *H e C™), respectivamente.

Atividade leishmanicida em formas promastigotas de Leishmania amazonensis

A atividade leishmanicida sera realizada de acordo com a metodologia descrita por Aranda-
Souza, de Lorena. Serdo utilizadas formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/LTBO0016). Culturas de promastigotas contendo 2 x10° parasitas/mL ser&o
incubadas a 26°C, na auséncia e presenca dos acidos X e Y, iniciando na concentracéo de
200 pg/mL e em concentraces decrescentes até 6,12 pg/mL. Neste experimento, a

Anfotericina B (10 pg/mL) sera utilizada como controle positivo.

O crescimento celular sera avaliado durante 72h, por contagem direta em camara de
Neubauer. O parametro para estimar a inibicdo do crescimento sera a CC 50 (concentracédo
dos acidos capaz de matar 50% a proliferacdo dos parasitas ap6s 48h de tratamento).
Serdo realizados trés ensaios independentes em triplicata 2%,

Ensaio de Citotoxicidade em Células Vero

As analises de citotoxicidade serdo realizadas segundo o protocolo estabelecido por Mosmann
(2), através da técnica de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina].
Para tal, serdo utilizadas células Vero, obtidas de uma cultura pré-existente. As células serdo
cultivadas (1 x 10° células/poco) e tratadas com diferentes concentracdes dos 4cidos X e Y
(200 a 6,12 pg/mL) por 24h. Ap6s o tratamento, células tratadas e ndo-tratadas serdo lavadas
com tampédo HBSS e posteriormente incubadas em meio de cultura contendo 10% de MTT
por até 4h. Em seguida, o pellet sera solubilizado com uma solugéo de isopropanol e HCI 1%
e transferido para microplacas. O precipitado derivado da reducdo do MTT sera determinado

por espectrofotometria a 570 nm!®%!.

Andlises Estatisticas

As andlises estatisticas e o desvio padrdo (DP) foram realizadas através do programa
estatistico GraphPad Prism 5.0 para 0 Windows (GraphPad Software San Diego, CA USA).
Os dados foram expressos como replicatas e £ DP. As diferencas estatisticas foram
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estabelecidas através da analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey’s, em que p<0,05 foi
considerado significativo para ambas a analises, assim como para concentragdo inibitoria de

crescimento em 50% da populacao parasitaria (CCsp).

Resultados e Discussao

A confirmacdo da espécie C. aggregata e o teste de coloracéo foi positivo para o &cido
estitico presente no extrato aceténico. Reagentes como hidréxido de potassio sdo utilizados
para a classificacdo taxonomica de liquenst® sendo empregado juntamente com o cloreto
férrico e apresentando coloracdo purpura e amarela, respectivamente, caracteristicas do acido
estitico. Obteve-se a partir de talos in natura do liquen C. aggregata, 0,879 de extrato e
0,6478g de acido estitico purificado com um rendimento de 5,4%; acidos provenientes de
liquens tem um rendimento que varia entre 0,1% a 10% do peso seco do talo liquénico 2 . A
estacdo de coleta da planta é um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, as
vezes, até mesmo a composi¢cdo dos constituintes ativos ndo sdo constantes durante o ano. Ha
alguns fatores sdo primordiais para caracterizar o metabolito secundario proveniente nos
organismos tais quais, temperatura, radiacdo ultravioleta, disponibilidade de nutrientes,

poluicdo, disponibilidade de agua, altitude, entre outrost!.

A analise em cromatografia em camada delgada (CCD) revelou a presenca de apenas
uma banda relacionada ao acido estitico purificado com valor de Rf 32, no sistema de eluicdo
A, igual ao Rf do 4cido estitico padrdo e que estdo de acordo com os dados da literatural®”
(Fig. 01). O extrato acetbnico revelou a presenca de duas bandas, sendo que apenas uma
apresentou 0 mesmo nimero de Rf de 32 do &cido estitico purificado, havendo no extrato
acetdnico uma outra banda, a qual ndo fora analisada. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) confirma através do seu cromatograma a presenca de uma Unica
substancia® com tempo de retencdo (TR) de 3 minutos que corresponde ao acido estitico

purificado e uma concentracdo de pureza de 94,86% (Fig. 02).

As analises dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (RMN'H) e
carbono™ (RMN™C)(Fig. 03 e 04), confirmaram a estrutura quimica do &cido estitico
purificado (Fig.05), resultando nos seguintes dados e que estdo de acordo com a literatura®:
RMN'H (299 MH,, DMSO-dg) 81: 2.14 (3H, s, Me-8°); 2.25 (3H, s, Me-9); 3.93 (3H, s, MeO-
4); 6.71 (1H, s, H-9°); 7.05 (1H, s, H-5); 10.32 (1H, s, CHO-8); 12.32 (1H, s, HO-2"). RMN"C
(75 MH,, CDC3) &c: C-1: 111.2; C-2: 171.4; C-3: 108.6; C-4:163.6; C-5: 107.1; C6:160.0; C-
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7:165.9; C-8:193.9; C-9: 21.4; C-4”-OMe: 56.2; C-1’:105.6; C-2:160.7; C-3: 128.9; C-
4°:156.3; C-5:144.4; C-6°:142.9; C-7:169.8; C-8’:15.4; C-9’: 104.7.

A anfotericina B foi utilizada como farmaco padrdo para os ensaios. Com rela¢do ao
potencial leishmanicida, o &cido barbatico mostrou ter atividade em todas as concentragdes
utilizadas. O referido &cido demonstrou um potencial leishmanicida evidenciado contra a
Leishmania amozonensis, apresentando diferenca estatistica, onde p<0.05; percebe-se também
que nas duas maiores concentracdes a inviabilidade celular cresce drasticamente, possuindo
uma CC50 de 15,49 pg/mL (Fig. 06). O &cido estitico, por sua vez, também apresenta atividade
contra as celulas parasitarias, onde o aumento da concentragdo é inversamente a absorbéncia,
proporcionado um indice significativo de mortalidade celular, onde p<0.05, com CC50 de
26,20 ug/mL. As andlises indicaram que a medida que a concentragdo do acido aumenta, o
namero de células vidveis diminui, quando comparados ao controle, estando bem evidenciado
no gréfico da Figura 07, apresentando diferenca estatistica significante, assim como o acido
barbético. Para testar o poder leishmanicida do extrato de lipofilico de Hypericum spp, utilizou
diferentes concentracdes que variaram entre 15,60 a 1000 ug/mL[%], encontrando uma resposta
dose-dependente, assim como visualizado no presente estudo.

Para a comprovacdo de que os acidos estudados conseguiriam atingir 0s
protozodarios sem causar danos as células foram realizados testes de citotoxidade in vitro, onde
pdde-se observar que os acidos estitico e barbatico apresentaram um poder citotoxico
diferenciado para as células Vero. Nakamura e colaboradores em 1962, firmaram que as
células Vero seriam uma boa linhagem de células para serem utilizadas nos mais diferentes
estudos e este tipo de células é um dos poucos aprovados para producdo de vacinas nos dias
atuaist®”. O 4cido barbatico mostrou um potencial citotéxico maior do que o &cido estitico,
tendo obtido uma CC50 de 20,20 pg/mL, sendo pouco maior a viabilidade das células Vero
em relacdo as células parasitarias de L. amazonensis (Figura 08). Ja o acido estitico
demonstrou ser uma importante alternativa contra as Leishmanias, uma vez que, possui CC50
de 196,85 pg/mL para linhagem de células Vero (Fig. 08), apresentando diferenca estatistica
onde p<0.05 (Figura 09), esta substancia mostrou também acéo citotdxica contra alguns tipos
de células cancerigenas em fibroblastos normais de pulméo fetal humano MRC-5 e para
células do adenocarcinoma mamario MCF-758,

Ha& estudos que mostram que o acido barbatico é citotdxico para linhagens de células
cancerigenas tais como adenocarcinoma de laringe e carcinoma epidermoides de pulméo.

Encontrou-se uma DL50 de 75,69 mg/Kg para o acido barbatico contra células tumorais®® e
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CC50 no valor de 29,29 pg/mL do acido estitico contra células HT-29 do adenocarcinoma
humano™®!. Como ainda ndo hé testes com os écidos estitico e barbatico na atividade
leishmanicida, porém fora utilizado o acido Usnico um dibenzofurano do metabolismo
secundario proveniente de Cladonia substellata, contra Leishmania chagasi onde obteve-se
CC50 no valor de 18,30 ug/mL, esta substancia obteve atividade em suas trés maiores
concentracdes, respectivamente 25, 50, 100 ug/mL1” entretanto, podemos ressaltar outras
substancias que ja foram utilizadas contra outras espécies de Leishmania com CC50
relativamente alto, em um estudo, encontrou-se uma CC50 de 3.919 ug/mL para N-metil

glucamina contra protozoarios da espécie L. guyanensist*Y.

Utilizou-se o extrato hidroalcéolico de Starchytapheta cayennensis, onde para L.
brasiliensis obteve CC50 de 73,7 ug/mL e L. amazonensis de 382,5 ug/mL“?. Afirma-se que
extratos de P. edulis, C. ambrosioides e S. jambolanum que possuem CI150 maiores que 100
pg/mL tem potencial leishmanicida moderado contra formas promastigotas de Leishmanial*.
Fora utilizada a raiz de Physalis angulata (planta) e detectou uma série de alteracdes nas
células parasitarias como encurtamento ou duplicidade de flagelo e perda da morfologia
natural, além do processo de divisdo atipical*l. A anfotericina B é um antibiético efetivo
contra Leishmaniose cutanea e mucocutanea, porém possui diversos efeitos colaterais, sendo
incorporada pelos macrdfagos, porém sem reagir com moléculas de colesterol do
hospedeiro™®!, no presente estudo percebe-se que na concentragdo de 50 pg / mL a
anfotericina B é capaz de reduzir cerca de 50% da populacdo parasitaria, pela sua eficacia e

seus efeitos ela é utilizada em pequenas doses.

Desta forma, percebe-se que o &cido barbatico mostrou-se eficaz contra cepas de L.
amazonensis e baixo poder citotdxico, o acido estitico, por sua vez, apresentou uma maior
citotoxidade contra células Vero, porém ndo apresentou atividade com diferenca estatistica,
apesar do grafico demonstrar uma tendéncia a esta atividade, acredita-se que com outras
analises como a microscopia podera nos fornecer dados que, apesar dos indices de
mortalidade de ambos os acidos, mostrem que ha deformidades nas células parasitarias que

possam interferir em seus ciclo de vida.
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Figura 1. Cromatografia em camada delgada das varias amostras de cido estitico purificado e extrato acetdnico.
1-Padrdo do &cido estitico, 2-7 cido estitico purificado, 8- extrato acetonico.



Figura 2. CLAE apresentou um Unico pico referente ao acido estitico purificado com retengéo de 3 minutos.
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Figura 3. Ressonancia magnética nuclear de prétons confirmando a estrutura do acido estitico purificado.
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Acido Barbatico
0.8- CCsp = 15.49 pg/ml

Absorbance (a.u)

Figura 6. Atividade Leishmanicida do acido barbatico. O asterisco sugere o valor de p <0,05, Bonferroni test.
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Figura 7. Atividade Leishmanicida do 4cido estitico, onde o asterisco sugere o valor de p <0,05, Bonferroni test.
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CITOTOXIDADE ACIDO BARBATICO
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Figura 8. Potencial citotdxico contra Células Vero do cido barbatico, onde o asterico indica que p <0,05,
bonferroni test .
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Figura 9. Potencial citotdxico contra Células Vero do &cido estitico. O asterico indica que p < 0,05, Bonferroni
test
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3 CONCLUSOES
Através da metodologia utilizada, o acido estitico foi purificado de forma eficaz;

Os &cidos estitico e barbatico purificados demonstraram potencial leishmanicida, tendo um

pronunciado percentual de inibi¢&o de crescimento celular;

Analises estatisticas mostram que o acido barbatico purificado tem um maior potencial
citotoxico contra linhagens de células Vero, enquanto fica evidenciado que o &cido estitico
purificado possui uma CC50 maior, sendo uma boa alternativa para posteriores estudos com

atividade leishmanicida e aplicac&o bioldgica, de maneira geral.
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