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APRESENTACAO

As patologias causadas por protozodrios tripanossomatideos tais como a doenca
de Chagas, a doenca do sono, e as diversas formas de Leishmanioses, causam grande
sofrimento as populagdes afetadas com altos indices de morbidade e de mortalidade. A
doenca de Chagas, atualmente classificada como doenca extremamente negligenciada
(DNDi', 2007), é causada pelo Trypanosoma cruzi e acomete cerca de 18 milhdes de pessoas
na América Latina; cinco milhdes de infectados somente no Brasil e, mais de 100 milhdes de

pessoas estdo sob o risco de infec¢do (WHO, 2002; CASTRO et al., 2006).

O ciclo de vida do T. cruzi envolve a passagem obrigatéria por hospedeiros
vertebrados (mamiferos) e invertebrados (insetos triatomineos hematdfagos). Logo apds a
infeccdo o individuo entra na fase aguda da doenga que pode se estender por semanas e até
meses, podendo apresentar quadro clinico assintomatico ou associado com manifestacdes
clinicas comuns a outras patologias. Na auséncia de um tratamento especifico, a proporg¢do de
obitos ¢ de 10-15% e 10-50% dos sobreviventes desenvolvem a fase cronica da doenca, a qual
¢ caracterizada nos estdgios mais avangados, por uma cardiopatia potencialmente letal,
podendo ainda ocorrer o desenvolvimento de megacolon ou megaesdfago (BRENER, et al.,

1997; REY, 2001).

O unico tratamento clinicamente disponivel no Brasil para a doenga de Chagas ¢ o
benznidazol, tendo em vista que o outro composto, nifurtimox teve sua producdo
descontinuada por acarretar efeitos colaterais mais acentuados e ser menos eficaz em relacio
ao benznidazol. Apesar de serem eficazes na fase aguda, estas drogas causam sérios efeitos
colaterais o que freqlientemente leva ao abandono da terapia. Além do mais, sua eficacia na
fase cronica tem sido questionada em varios estudos (CASTRO, 1993; ESTANI et al., 1998;
CROFT, 1999; REY, 2001). O benznidazol ¢ altamente toxico, causando uma série de efeitos
colaterais, como alteragdes no sistema imune (detectadas nos 6rgaos linfaticos), atividades

mutagénica e carcinogénica (KIRCHHOFF, 1999).

" DNDi 6 a sigla em inglés para Iniciativa de Medicamentos para Doengas Negligenciadas (Drugs for Neglected
Diseases initiative). (Fonte: http://www.dndi.org.br/Portugues/sobre_dndi.aspx).
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Diante desta situacdo, estudos voltados para o desenvolvimento de alternativas
eficazes, economicamente viaveis e que eliminem ou amenizem os efeitos colaterais durante o
tratamento da tripanossomiase americana ainda se fazem necessarios (TEMPONE et al.,

2006).

Os liquens sintetizam induzidos por sua simbiose, diversos compostos e, muitos
destes, sdo desconhecidos quanto as suas atividades ou aplicagdes bioldgicas, especialmente
as terapéuticas. Apesar do potencial desses compostos, poucos trabalhos evidenciam ou
relatam sua atividade contra protozoarios patogénicos, em especial contra o Trypanosoma
cruzi. Desta forma, no presente trabalho, foi investigado o potencial tripanocida de Cladonia

verticillaris.



SILVA, A.R.  Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. como agente tripanocida sobre Trypanosoma cruzi 7

1. REVISAO DA LITERATURA
1.1 Liquens

Os liquens sdo organismos resultantes de uma associagdo entre um fungo e um
simbionte fotossintético, resultando em talos complexos e estaveis. Os organismos
fotossintetizantes podem ser de algas wunicelulares verdes ou de cianobactérias.
Aproximadamente 98% dos fungos liquenizados pertencem ao Filo Ascomycota, os demais,
ao Filo Basidiomycota. Em quase todos os casos o fungo produz e tem o papel determinante
sobre a forma do talo liquénico, além de controlar a divisdo celular da alga ou da
cianobactéria. (RAVEN et al., 2001). A simbiose entre fungo e alga ou cianobactéria atribui-
lhes mecanismos morfolégicos e fisiologicos impares, ndo comparados a nenhum outro grupo

taxondmico (NASH III, 1996).

Até 2001, 13.250 espécies liquénicas estavam oficialmente catalogadas, e
aproximadamente 40 géneros de fotobiontes foram encontrados em combinacdo com
ascomicetos. O mecanismo utilizado pelo esporo do micobionte, em germinagdo, para
reconhecer a alga ou a cianobactéria ainda é desconhecido (NASH III, 1996; RAVEN et al.,
2001).

Os liquens sdo cosmopolitas, sendo capazes de habitar os ambientes mais
inospitos. Ocorrem desde o deserto arido as regides geladas, crescem em solos desprovidos de
cobertura vegetativa, formam-se em troncos de arvores, rochas expostas ao sol e picos
alpinos. A tolerancia liquénica as variagdes climaticas € superior a qualquer representante dos

cinco reinos (KAPPEN, 1973).

Separados, tanto micobionte quanto o fotobionte seriam incapazes de viver, ou
seriam raros nesses ambientes (CURTIS, 1977). In vitro, poucos componentes liquénicos

foram separados e cresceram independentemente (MARGULIS & SCHWARTZ, 2001).
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O talo liquénico apresenta forma peculiar, onde o fotobionte e o micobionte se
posicionam em camadas sucessivas. O cortex superior € composto por hifas do fungo
entrelacadas, visando proteger a camada das algas que vem logo abaixo (Fig. 01). Ao centro
encontra-se uma camada de hifas frouxas, a medula, seguida de um outro feixe de hifas, o

cortex inferior (HALE-JR, 1983; NASH III, 1996). O talo do liquen pode apresentar cores e

formas variadas, dependendo da espécie e das substancias sintetizadas por ele (THOMSON,
1968).

Fig 01. Arranjo morfoldgico liquénico. (AZ) microscopia eletronica de varredura (MEV) o corte transversal do
cortex superior e células esféricas de algas (setas) revestidas pela matriz de hifas. (B3), MEV de uma alga (seta)
envolvida por hinfa do micobionte. (C4), corte tranversal de um talo liquénico folhoso onde observa-se as
camadas estruturais basicas de um liquen. (DS), esquema de um liquen formado por duas camadas, o cortex
superior e medula, onde sua organizagdo € do tipo palicada. As setas indicam células da populagéo fotobionte.

2 Fonte: http://curlygirl.naturlink pt/fungi.htm. (Acesso em 21/12/2008).

3 Fonte: http://bugs.bio.usyd.edu.au/Mycology/Plant_Interactions/Lichen/lichenBiology.shtml. Acesso em 21/12/2008).
* Fonte: http://www.cnas.smsu.edu/labimages/Biology/Bio122/week1.htm (Acesso em 05.02.07)

° Fonte: http://www.ac.wwu.edu/~fredr/Lichen_review.htm. (Acesso em 21/12/2008).
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Ecologicamente, os liquens possuem grande importancia nos ambientes terrestres.
Através de seus metabolitos secundarios, eles auxiliam o intemperismo e, conseqiientemente,
na formacdo de solos, preparando as superficies para germinacdo de sementes, € assim
favorecem a sucessdo bioldgica. Sdo utilizados como bio-indicadores de polui¢do, por serem
sensiveis a certas moléculas no ar derivadas da queima do carvao, e ao didxido de enxofre que
¢ altamente toxico as cianobactérias. Outro fator ecologico de grande importancia atribuido
aos liquens, mais especificamente as associa¢cdes com cianobactérias, ¢ a de fixagdo de
nitrogénio no solo (RAVEN et al., 2001). Ainda, nas interagdes ecoldgicas, pode-se citar o

potencial alelopatico de muitos compostos liquénicos (LAWREY, 1995).

Devido a grande diversidade de cores, os liquens sdo utilizados como fontes de
corantes para: vinhos, licores, 6leos, graxas, além de tintas para marmore e papel. Por sua
capacidade de indicar pH, eram empregados na fabricagdo de papel tornassol. A industria de
perfumes tem o material liquénico como um importante fixador. A existéncia de liquens
comestiveis ¢ largamente conhecida, sendo seu valor nutritivo devido a presenca de altos
teores de carboidratos (LLANO, 1951; RAVEN et al., 2001). Em cosmética terapéutica, a
atranorina, composto liquénico da classe dos depsideos e, encontrada no género Cladonia ¢
capaz de evitar o envelhecimento da pele ocasionado pela idade, ou a prolongadas exposigoes

ao sol (PROKSA et al., 1994).

1.1.1 Importancia farmacoldgica dos liquens

Como medicamento, os liquens sdo utilizados desde a antiguidade (ABRAHAN &
FLOREY, 1949). Os seus metabolitos secundarios tém sido estudados quanto a sua agdo
antibidtica, antimicdtica, mucolitica, analgésica, antineoplasica e  antipirética
(BURKHLOLDER et al., 1944; NISHIKAWA et al., 1974; TAKAI et al., 1979).
HIRABAYASHI et al. (1989) relataram a atividade inibitoria de um polissacarideo liquénico
sulfatado contra a replicacao de HIV in vitro. O acido usnico, considerado um dos compostos
liquénicos mais atuante contra enfermidades e dos mais estudados, interfere nos processos de
fosforilagdo oxidativa e, provavelmente, intervém de algum modo na estrutura das paredes
bacterianas. Sabe-se, também que esse acido atua sobre o metabolismo do DNA em células

animais inibindo a fusdo nuclear (MARSHAR, 1950).
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1.1.1.1 Atividade antimicrobiana e anti-parasitaria

Em 1941, iniciou-se a fase da terapia antimicrobiana. Inimeras enfermidades
fatais foram sanadas utilizando diversos esquemas terapéuticos com antibioticos. Entretanto, o
uso indiscriminado de antibidticos culminou no surgimento de patdgenos resistentes, tornando

necessario o uso de novos farmacos (GOODMAN & GILMAN, 1990).

BURKHOLDER et al. (1945) publicaram os primeiros estudos qualitativos das
propriedades antibioticas dos liquens. Foram testadas 100 espécies liquénicas em relacdo a
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, sendo que 52% das espécies liquénicas inibiram o
crescimento de um destes e, até mesmo de ambos. Os compostos liquénicos podem exercer
sua acdo antibidtica sobre bactérias Gram-positivas (BUSTINZA, 1951) e em micobactérias
(INGOLFSDOTTIR et al., 1998). Neste estudo, o acido usnico ¢ seus derivados foram os
principais agentes antimicrobianos, sugerindo que estes afetaram a estrutura protéica da
parede celular bacteriana. Essas modifica¢des resultam em alteracdes de certas capacidades
metabolicas das células infectantes como a permeabilidade de parede, de membrana
plasmatica, a atividade enzimatica, etc., provocando, as vezes, alteragdes irreversiveis e até
mesmo conduzindo a morte celular (GARCIA-JUNCEDA et al., 1985). Bustinza, discipulo
de Fleming, também foi um dos precursores neste tema de investigacdo, estudando a
eficiéncia antimicrobiana do acido usnico, seus isomeros e derivados (BUSTINZA &
CABALLERO, 1948; BUSTINZA, 1951). YILMAZ et al. (2004) confirmaram a atuacdo
bactericida dos metabolitos liquénicos e, os efeitos destes, também, contra Candida albicans e

Candida glabrata.

Outra hipétese considera que esses metabolitos, a semelhanga de taninos e
flavonoides nas fanerégamas, se comportam como agentes inibidores de enzimas com fungdes

metabolicas primarias nos organismos invasores (VICENTE et al., 1995).

Estudos sobre a acdo de substancias liquénicas contra protozoarios parasitas t€m
sido realizados por alguns pesquisadores. FOURNET et al., (1997) verificaram a eficacia do
acido usnico contra a leishimaniose cutanea, quando aplicado intralesionalmente. Este mesmo
composto obtido de Cladonia substellata mostrou-se efetivo contra as formas evolutivas de 7.

cruzi (CARVALHO et al., 2004).
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1.1.1.2 Acao antitumoral

Os carboidratos liquénicos sdo também potentes agentes antitumorais. Através de
estudos realizados por NISHIKAWA et al. (1974) foi verificada notavel atividade antitumoral
de heteroglicanos de Lasallia pensylvanica, Usnea rubescens, Cladonia crispata, C. mitis,
Cladina ranfigeferina e C. squamosa, destacando-se as duas primeiras espécies por

apresentarem um percentual de 99% de inibi¢ao tumoral.

Na analise da atividade antitumoral de extratos organicos de Usnea fasciata
destacou-se o extrato acetonico com uma significativa atividade de 70% frente ao sarcoma-
180° e para fragdes que continham rafinose’ foi observada uma atividade de 90% de inibigio
frente as células tumorais de Ehrlich (PEREIRA et al., 1994). Extratos organicos de espécies
da familia Cladoniaceae do Nordeste brasileiro apresentaram a¢ao inibitoria contra tumores
solidos de sarcoma-180 e carcinoma de Ehrlich com uma relevante atividade citotoxica. Os
extratos organicos de Teloschistes flavicans e Heterodermia leucomela, liquens da caatinga,
apresentaram atividade antiproliferativa de células KB® e uma marcante agdo antitumoral

(NASCIMENTO et al., 1994; LIMA et al., 1990).

Estudo sobre o comportamento do crescimento de sarcoma-180 quando submetido
a extratos organicos e fragdes purificadas de Cladonia verticillaris, evidenciou a influéncia da
sazonalidade na atividade anticancerigena, verificando-se que os extratos organicos obtidos
no periodo seco continham o maior teor dos principios ativos antitumorais. Os acidos
fumarprotocetrarico e atranorina foram as substincias ativas de natureza fenodlica, e a

liquenina a de natureza polissacaridica (SANTOS, 1996).

Na avaliacdo da atividade antitumoral dos extratos etanolicos de Gyrophora
esculenta, Usnea haylei ¢ Cladonia mitis obteve-se um notavel efeito inibitorio frente ao
sarcoma-180, resultando em uma inibi¢do tumoral superior a 90% para todas as espécies.
Através dos métodos fisico-quimicos analisados sugere-se ser o principio ativo de natureza

polissacaridica (SHIBATA et al., 1968).

8 Refere-se a neoplasias malignas do tecido mesenquimal, a palavra deriva do grego “sar” que significa carnoso,
visto que possui pouco estroma de tecido conjuntivo e, portanto, sdo carnosos (COLLINS, 2000).

7 Carboidrato (C;3H3,0;¢) usado em bacteriologia e na preparacao de outros sacarideos; também conhecido como
melitose e melitriose.

¥ Carcinoma de mama.
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Estudos da acdo antitumoral de extratos hidroalcodlicos de Cladonia leptociada
revelou significante atividade inibitoria ao carcinoma pulmonar de Lewis, sendo caracterizado
o acido D-usnico como principal constituinte desta espécie (KUPCHAN & KOPPERMAN,
1975).

1.1.1.3 Acéo antifingica

Na natureza, arvores que servem de habitat para liquens epifitos raramente sao
susceptiveis aos ataques de fungos saprofitos. Experimentos in vitro realizados por
Henningsson e Lindstron (1970) demonstraram a capacidade do acido usnico de inibir a
atividade decompositora de algumas espécies de fungos de madeira, bem como seu

crescimento micelial.

PROKSA ef al. (1996) verificaram a atividade inibitéria do acido fisnico e seus
derivados, sobre o crescimento de sete espécies de fungos; dentre os fortemente inibidos tem-

se Penicillium frequentans, P. cyclopium, Talaromyces flavus e Trycosporium cutaneum.

Ao testar o dacido usnico purificado, substdncia majoritaria de Cladonia
crispatella, foi observada a inibicdo do crescimento do fungo ectomicorrizal Pisolithus
tinctorius nas concentragoes de 10, 25 e 50 mg.mL'l; entretanto a completa inibicdo fungica
foi obtida pelo extrato organico acetona-tolueno desta espécie, sugerindo o efeito sinérgico de

suas substancias como fator inibitdrio do crescimento micelial (GOLDNER et al., 1986).

Extratos aquosos obtidos de Nephroma arcticum apresentaram efeitos fungicida e
fungistatico contra diferentes espécies testadas. Foi observada lise celular, na fase estacionéria
de crescimento, com possivel comprometimento da parede celular do fungo. Apesar desta
espécie liquénica conter acido Usnico e zeorina em sua composi¢do, nao foi atribuida a estes
compostos a acdo inibitoria, por serem parcialmente soluveis em agua quente (LAND &

LUDSTROM, 1998).
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1.1.1.4 Outras aplicacées com os metabélitos liquénicos

Estudos apontam, também, para os compostos liquénicos, a acdo antiviral e
imunomoduladora (TAKAI et al., 1979; HIRAYAMA et al., 1980; STUELP-CAMPELO et
al., 2002; KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2002) e, mais especificamente contra o virus de
imunodeficiéncia humana, HIV. (HIRABAYASHI et al., 1989; NEAMATI et al., 1997,
NAKANISHI et al., 1998). Aplicagdes farmacoldgicas como antiflamatoria, analgésica e
antipirética comparavel aos farmacos conhecidos foram atribuidas as substancias liquénicas

(HUNECK, 1978; SILVA, 1997).

1.2 Metabolitos liquénicos

As substancias quimicas sintetizadas pelos liquens sdo classificadas, conforme sua

via metabolica, em primarias e secundarias podendo ser intracelulares ou extracelulares.

Sendo o liquen uma estrutura composta, alguns metabdlitos sdo produzidos pelo
fungo e outros pela alga ou cianobactéria (HALE-JR, 1983). Varios desses metabolitos sdo
ausentes em algas e fungos individuais, quando crescem separadamente (MARGULIS &
SCHWARTZ, 2001). Os compostos liquénicos possuem local especifico para sua produgio
no talo. Alguns sdo de origem medular, outros corticais, enquanto outras sdo mais restritas,
podendo se concentrar em estruturas reprodutivas do liquen, tais como os apotécios, sorédios
ou isidios. A producao ¢ a classe desses compostos dependem da natureza do fotobionte e,
provavelmente estdo relacionados a fatores de co-adaptacdo as peculiaridades do ambiente

(HALE-JR, 1983; NASH III, 1996).

Os metabolitos primarios abrangem as substincias intracelulares como os
carboidratos, aminoacidos, proteinas, lipideos, carotendides e vitaminas (HALER-JR, 1983).
A sintese de alguns carboidratos como o peltigerosideo e a umbilicina sdo exclusivos dos
liquens, no entanto, carboidratos como glucose, sacarose, trealose’ e outros comuns em
liquens, ocorrem também em plantas superiores (LINDBERG et al., 1953; IACOMINI et al.,

2006). Os aminoacidos sdo similares aos encontrados em vegetais, mas nao ha esclarecimento

® A trealose é um dissacarideo nio redutor de glicose, tal como a sacarose. Esta presente na hemolinfa (sistema
circulatorio) de insetos, sendo uma fonte de energia rapidamente disponivel para o voo. Pode também ser
sintetizada por fungos e plantas.
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quanto a sintese protéica dos liquens, e poucos sdo os registros sobre o isolamento dessas

substancias (PATWARDHAN & BAHDE, 1973).

Os metabolitos secundarios (produtos extracelulares) eram designados como
“acidos liquénicos” (XAVIER & RIZZINI, 1976). Estas substincias estdo localizadas na
medula ou no coértex, e raramente ocorrem em ambas as camadas. Sdo sintetizados em
decorréncia do transporte dos nutrientes entre os dois componentes liquénicos. Os produtos
finais desse “intercdmbio” sdo exclusivos destes organismos, e responsaveis pela manutencao
desta simbiose. Os metabdlitos secundarios sdo depositados em forma de cristais na superficie
das hifas do fungo, atribuindo ao liquen a capacidade de adaptar-se as diversidades
(CULBERSON & CULBERSON, 1977; MAcFARLANE & KERSHAW, 1984; NASH III,
1996).

Substancias que apresentam cor, como a maioria das antraquinonas, derivados do
acido pulvinico e a liquexantonas sdo exemplos tipicos de metabolitos secundarios presentes
no cortex. Entretanto, podem ocorrer em outras partes do liquen como nos apotécios
(RYCROFEFT et al., 1995). Em geral, em um espécime pode ocorrer de um a trés ou mais

compostos resultantes do metabolismo secundario (WHITE & JAMES, 1985).

Sdo conhecidos cerca de 630 compostos provenientes do metabolismo secundario
liquénico. Sao acidos alifaticos, meta e para-depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos,
dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos usnicos, terpenos e derivados do acido
pulvinico. A concentracao de metabdlitos secundarios pode variar de 0,1 a 10% em relacao ao
peso seco do talo liquénico, embora em alguns casos a concentragdo possa ser maior
(HALER-JR, 1983; ELIX, 1996; HUNECK, 1999). Muitas espécies cujo fotobionte ¢ uma
cianobactéria nao produzem derivados fenolicos (GALUN & SHOMER-ILAN, 1988).
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1.3 Cladonia verticillaris (Raddi) Fr

Pertencente a classe dos Ascomycetes, ordem Lecanorales e familia
Cladoniaceae, Cladonia verticillaris (Fig. 02), foi classificada por Vanio em 1894, o qual a
designou cladoniforme. A espécie esta inserida num grupo bastante heterogéneo, apesar de
leituras das subunidades de DNA ribossomico indicarem que esse grupo ¢ monofilético. A
ordem caracteriza principalmente por apresentar asco bitunicado e deiscente.(AHTI et al.,

1993; NASH I1I, 1996).

Fig. 02. Exemplar da espécie liquénica Cladonia verticillaris (Raddi) Fr.

De habito terricola, C. verticillaris é considerada a mais representativa de sua
familia e caracteriza-se por possuir verticilos ao longo de seu talo primario, de aspecto
crustoso e evanescente, a partir do qual por¢des semelhantes a hastes suportam o ascostroma
pouco ramificado, também conhecido como podécios, que ¢ parte dominante do talo. Os cifos
sdo sobrepostos, curtos e amplos, com poros nas articulagdes que ligam ao cifo superior. Tem

usualmente, 7-12 cm de altura (AHTI et al., 1993; NASH III, 1996).

AHTI et al. (1993) consideram-na endémica da costa brasileira, podendo ser
encontrada da Paraiba ao Rio Grande do Sul (NASH III, 1996; FLEIG et al., 1995). No
entanto, hé registros de sua ocorréncia em tabuleiros arenosos do interior do nordeste, esta

espécie foi registrada e utilizada em monitoramento ambiental (MOTA-FILHO et al., 2007).
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Segundo HAMMER (2003) a Australasia'® ¢ o centro de endemismo do género Cladonia,
sendo a diversidade claramente notavel na Nova Zelandia, que possuia cerca de 60 espécies

reconhecidas até 2003, ano em que oito novas espécies foram descobertas.

Possuem como fotobionte algas verdes unicelulares e quando submetida a pouca
umidade apresenta cor branco-acizentada e, aspecto amarronzado quando exposta diretamente
a luz solar. Em periodo chuvoso seu talo torna-se mesclado de verde e branco. O género
Cladonia devido a forma fruticosa do talo, ndo possui uma rigida aderéncia com o solo, como
ocorre em espécies liquénicas crustosas, mas contribuem para a formacdo do solo mediante a

desintegragdo de fragmentos do talo (PEREIRA, 1998; ASTA et al., 2001).

1.3.1 Caracteristicas quimicas

Os compostos aromaticos mais comumente presentes em liquens sdo formados
pela esterificacdo de duas ou ocasionalmente trés unidades fenolicas (GEISSMAN, 1969).
Essas unidades sdo geralmente o orcinol e B-orcinol (Fig. 03) e, estdo ligadas pela carboxila da
posicdo 1 da primeira unidade com a hidroxila da posi¢do 4°, ou da posicdo 3’, da segunda
unidade. Os compostos resultantes sdo chamados de depsideos ¢ sdo classificados como
meta-depsideos e para-depsideos, quando as ligagdes ocorrem respectivamente nas posicdes

3’ e 4 (VICENTE, 1975).

Fig. 03. Molécula de orcinol (A) e B-orcinol (B),
unidades bdsicas na qual deriva a grande maioria
dos compostos fendlicos usados na sintese dos
depsideos. (C) Acido criptoclorofeico, exemplo de
duas unidades fendlicas derivadas do orcinol
formando um meta-depsideo por esterificagdo.

10 . . L = . . - A A g
Nome da época em que o vocabulo Oceania ainda ndo era usado e incluiam-se a Australia, a Tasmania e a Nova Zelandia
como partes austrais da Asia.
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O grupo das depsidonas sdo compostos estruturalmente derivados dos depsideos.
As depsidonas origindrias do B-orcinol, as quais pertencem os acidos fumarprotocetrarico e
protocetrarico, sdo mais complexas do que aquelas derivadas do orcinol. Além da ligagdo
éster presente nos depsideos, as depsidonas apresentam também um heterocicliclo adicional
resultante de uma ligacdo éter, geralmente entre as posi¢des 2 e 5°, mas pode ocorrer em
alguns compostos um anel heterociclico com oxigénio entre os substituintes das posi¢des 1’ e

6, se estes forem grupamentos carboxila e aldeido, respectivamente (HONDA, 1998).

1.3.1.1 Acido Fumarprotocetrarico

Hesse em 1904, descreveu a formula molecular para o acido fumarprotocetrarico
(Fig. 04) e a hidrdlise de seu principal grupo, o acido fumadrico, através da seguinte equacao:
Ce2Hs50035 = 2C4H404 + Cs4H40,7, onde o primeiro termo dela representava o acido
fumarprotocetrarico e os dois membros do segundo termo representavam respectivamente o
acido fumarico e o 4acido protocetrarico. Posteriormente Asahina e Tanase corrigiram a
formula sugerida por Hesse e também a sua equagdo de hidrolise (ASAHINA & SHIBATA,

1954), através da equagdo:

CxH 601, (ac. fumarprotocetrarico) + H,O= C4H,0, (4cido fumarico) + C,gH4,00 (acido protocetrarico)

CH3 o Grupo Fumarato
A
JJ\ s )

o o CH, OCOCH= CHCOO
HO o OH
GHO
W CHy  COOH
Y

Acido Protocetrarico

Fig. 04. Fdrmula estrutural do acido fumarprotocetrarico e seu
principal grupo funcional, o 4cido fumarico.
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1.3.1.2 Acido Protocetrarico

Schnedermann e Knop chamaram de 4cido protocetrarico (Fig. 05) a substancia
relatada por Herberger, como o composto principal do liquen Cetraria islandica L. Hesser,
posteriormente, confirmou que este produto tratava-se de um metabolito secundario
armazenado pela espécie na forma de acido fumarprotocetrarico. Simon propds a foérmula
molecular: C;sH1409 para o acido protocetrarico e, apoiados nessa informagdo Koller e
Krakauer, subseqiientemente encontraram a formula estrutural para este acido (ASAHINA &

SHIBATA, 1954).

CHGJ\
HO 0 -~ OH
Fig. 05. Formula estrutural do acido CHO
protocetrdrico, precursor do dcido
fumarprotocetrarico. GHS COOH

1.4 Tripanossomiase americana

A tripanossomiase americana, conhecida como doenca de Chagas ou mal de
Chagas, foi descoberta pelo médico sanitarista brasileiro Carlos Chagas, no periodo em que
este liderava a campanha em prol da erradicagdo da malaria na cidade de Lassance na regido
norte de Minas Gerais. Neste interim, foi informado da existéncia de insetos hematofagos
encontrados comumente nas residéncias locais. Estes apresentavam hdbitos noturnos e eram
conhecidos como barbeiros por picarem preferencialmente a face dos humanos.
Predominavam nas habitagdes pobres rurais, protegendo-se durante o dia nas frestas das
paredes e nas cobertas de palhas. Ao estudar o tubo digestivo deste inseto, Carlos Chagas
detectou a presenca de um hemoflagelado que, em homenagem ao Dr. Oswaldo Cruz,

denominou Trypanosoma cruzi (BRENER, 2000; REY, 2001).

Face aos habitos alimentares do inseto, Chagas sugeriu a possibilidade de se tratar
de formas evolutivas de um parasito de vertebrados superiores, qui¢d do préprio homem,
levando-o a suspeitar que este seria o responsavel em originar uma certa forma de doenga
freqliente na regido, que acometia principalmente criangas, e que se manifestava por febre,

edema e distirbios cardiacos. Em 1909, conseguiu detectar o flagelado no sangue de uma
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crianca febril, ratificando assim suas suspeitas. O trabalho de Chagas ¢ impar na histéria da
ciéncia, destacando-se por ter sido o Unico pesquisador a conseguir descrever o ciclo
completo de uma doenca; abrangendo o agente etioldgico, a clinica, a patologia, a

epidemiologia, bem como aos vetores e reservatorios (TEIXEIRA, 1987; BRENER, 2000).

1.4.1 Trypanosoma cruzi
1.4.1.1 Morfologia - Organizacio e Ultra-estrutura

A morfologia do Trypanosoma cruzi, bem como de outros tripanossomatideos, €
baseada principalmente na observacdo de espécimes fixados em Bouin ou metanol e corados
pelo Giemsa. Nessa preparagdo observa-se nitidamente o nucleo, o cinetoplasto e o flagelo.
Com base na forma geral da célula (esférica, piriforme ou alongada), na posi¢ao relativa entre
o nucleo e o cinetoplasto (anterior, lateral ou posterior) e na maneira de saida do flagelo da
bolsa flagelar (central ou lateral), definem-se para os tripanossomatideos as seguintes formas
evolutivas: amastigota, promastigota, epimastigota, tripomastigota, opistomastigota,
esferomastigota e coanomastigota. Dessas formas descritas, a espécie 7. cruzi apresenta em
seu ciclo bioldgico as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota (Fig. 06) (BRENER,
2000; REY, 2001).

By
010mm

Fig. 06. Formas evolutivas do protozoario T. cruzi. As ilustracdes A, B e C,
representam respectivamente as células: amastigota, tripomastigota e
epimastigota. Fonte: http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html (Acesso em:
27.05.2008).
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As caracteristicas morfologicas e a organizagdo das organelas modificam-se de
acordo com a fase evolutiva em que se encontram, com o hospedeiro que estejam a parasitar e

com as condi¢des do meio (HOARE & WALLACE, 1966).

Os tripanossomos possuem, a exemplo de outros eucariotos, organelas tipicas
como nucleo, membrana plasmatica, sistema reticulo endoplasmatico liso e granular,
lisossomos, ribossomo, poliribossomos, perixossomos ¢ etc (Fig. 07). Existem, entretanto,
aspectos peculiares como um sistema de Golgi tnico, formado por quatro a seis cisternas
empilhadas, outras caracteristicas estruturais singulares sdo: Cinetoplasto. Corresponde a
uma condensagdo de DNA mitocondrial e, usualmente ¢ representado por kDNA. Nos T.
cruzi, o cinetoplasto possui o aspecto de um disco nas formas amastigota e epimastigota, nas
formas tripomastigotas, ele apresenta-se dilatado e globoso (BRENER, 2000; REY, 2001).
Glicossomos. Sdo organelas exclusivas dos tripanossomatideos, medem aproximadamente
0,3um e apresentam-se em torno de 200 a 300 unidades por célula, constituindo um total de
4% do volume do parasita. Esta organela ¢ responsavel pela glicolise deste organismo
(BOOTHROYD, 1990). Citéstoma ¢ Reservossomo. Uma estrutura que aparece como uma
depressdo na superficie celular do parasita, delimitado por unidade de membrana,
encontrando-se recoberto por microtubulos subpeliculares; é encontrado apenas em
epimastigotas e amastigotas. Pequenas vesiculas originadas no citéstoma fundem-se com os
reservossomos sendo estes considerados sitio de estocagem de ingestdo de macromoléculas
que podem ser usadas no processo de transformacdo de epimastigotas em formas
tripomastigotas. Estas grandes organelas (reservossomos), localizadas na por¢do posterior dos
epimastigotas, ausentes nos amastigotas e tripomastigotas, apresentam uma matriz eletrodensa
com inclusdes lipidicas eletroluscentes (MILDER et al., 1969; FIGUEIREDO et al., 1994;
DE SOUZA, 1999).

1.4.1.2 Sistematica

A sistematica tem sido baseada fundamentalmente na morfologia, mas outros
critérios, como o ciclo evolutivo, os hospedeiros, origem geografica, viruléncia,
patogenicidade e epidemiologia, também sdo utilizados. A maioria das espécies gravita em
torno de dois grandes géneros: Leptomonas ¢ Trypanosoma, mas, devido a fatores clinicos e

econdmicos os mais estudados sdo Leishmania e Trypanosoma (BRENER 2000; REY, 2001).
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Com base no comportamento do parasita nos seus hospedeiros, principalmente no
vetor, o género Trypanosoma foi dividido em dois grupos: Stercoraria que inclui
tripanosomas que se desenvolvem no tubo digestivo do vetor, progredindo no sentido da
porc¢do intestinal com liberacdo de formas infectivas pelas fezes, como ocorrem nas espécies
T. cruzi e T. lewisi. O segundo, chamado de Salivaria, inclui tripanosomas que se
desenvolvem inicialmente no tubo digestivo e posteriormente, atravessam o epitélio digestivo
e atingem as glandulas salivares, onde alojam-se as formas infectivas que sdo inoculadas
mecanicamente. Nesse grupo estdo as espécies T. brucei, T. congolense ¢ o T. rangeli

(BRENER et al., 2000; REY, 2001).

AXOFIETIA
estrutura

parafiagelar

vaciolo
contratd [ |

»

bolsa flagelar

cineloplasto

glicosomo
mitocdndria

acidocalcisomo -

Fig. 07. llustracdo da forma epimastigota do T. cruzi, onde estdo
esquematizadas estruturas celulares comuns a outros eucariotos e
estruturas peculiares a este parasita. Fonte:

Ty | b ulargs
http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=13 \w\

(Acesso em: 16.01.2008).

1.4.1.3 Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi no hospedeiro vertebrado

As formas tripomastigotas metaciclicas constitui o agente infectante para o
vertebrado. Uma vez alojado no organismo, infectam células do sistema imunoldgico
principalmente macrofagos mononuclear, no interior desta célula, ha formacdo de um vactolo
fagocitario onde s3o seqiiestrados os parasitas. Os tripomastigotas diferenciam-se em
amastigotas (Fig. 08, etapa 3) e acredita-se que estes secretam uma lisina ativa em pH 5,5 que
estd envolvida no processo de escape do parasita do vactolo parasitoforo, 1-2h apds a

invasdo. SO apds estarem no citosol € que iniciam sua multiplica¢do, ocorrendo possivelmente
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apos duas horas de infeccdo (ANDREWS & WINTLON, 1989; TANOWITZ, 1992;
BURLEIGH, 1995).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal
(pasSes Metacycht Iy pOMaTtigotes in feoes e Metacyclic trypomastigotes
Iy POMashgoes enter Dile wound or penetrate various cells at bite
mucosal mambranas, such as ﬂ'lE'CICf\.LIﬂG.'-'ﬂ‘J W\Ound sife, |n$IGC m"s 1.'10)'
transform into amastigotes.,

Metacyclic trypomastigotes @

in h:ndg?
Multiply in midgut @

Triatomine bug takes
a blood meal
irypomasbgobes ingesiad)

'J'I\II = w
-’é} Imtraceliular aﬁatigmes

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream

Trypomastigotes by binary fissicn in cells
can infect other cells of infected tissues.

and transform inlo

intfracellular amastigotes

in new infection sites.

Clindical manifestations can

result from this infective cycle.

Epimastigotas
in midgut

Ak = 1ntective Stage
A\ = Diagrostic Stage

Fig 08. llustracdo do ciclo bioldgico de T. cruzi no hospedeiro vertebrado e invertebrado,
onde os numeros 1-8 identificam as varias etapas evolutivas do parasito. Fonte:
(http://www.cbu.edu/~seisen/ParasitesOnParade.htm). Acesso em 22.09.2008.

As células amastigotas apos um periodo de laténcia multiplicam-se ativamente por
divisdo binaria. E posteriormente evoluem novamente para a forma tripomastigota (Fig. 08,
etapa 4), diferentemente da tripomastigota metaciclica. A célula hospedeira devido a
sobrecarga parasitiria rompe e, os tripomastigotas livres na corrente sanguinea, infectam
células de diferentes 6rgaos ou tecidos, acarretando patologias (PEREIRA, 1990; BRENER et
al., 1997).

1.4.2 Infectividade, Patologia e Terapéutica

1.4.2.1 Infectividade

As formas infectantes contidas nas fezes dos insetos penetram facilmente através
das mucosas, conjuntivas ou de qualquer solug¢do de continuidade da pele. Nao atravessam a
pele integra, mas o proprio local da picada do inseto pode constituir a porta de entrada, se

contaminada com as dejeg¢des que esses hemipteros costumam emitir enquanto se alimentam.



SILVA, A.R.  Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. como agente tripanocida sobre Trypanosoma cruzi 23

Feridas ou escoriacdes causadas por cocar, motivada pela resposta alérgica a saliva do

triatomineo sdo outros pontos favoraveis para invasdo (REY, 2001; BRENER 2000).

A transmissdo materno-infantil, por via transplacentaria, ja foi comprovada tanto
no homem como em animais. O Trypanosoma cruzi deve atravessar o epitélio corial e
parasitar o estroma das vilosidades da placenta, antes de alcancar a circulagao fetal (BRENER

2000; REY, 2001).

Em zonas endémicas, ou nos centros para onde afluem individuos parasitados, as
transfusdes de sangue constituem sério fator de risco, quando néo se faz a selecdo de doadores
de sangue ou a esterilizacdo das amostras pela violeta de genciana. Outros modos de
transmissdo possiveis, embora mais raros, ocorrem pelo leite materno e pelo coito. Este
ultimo processo foi comprovado experimentalmente, em animais (BRENER 2000; REY,

2001).

1.4.2.2 Patologia
1.4.2.2.1 Fase aguda

No inicio, a doenga pode apresentar uma sintomatologia atenuada e com tragos
caracteristicos tipicos de outras enfermidades e tdo fugaz que passa inteiramente
despercebida. Na maioria das vezes, em areas endémicas, a fase aguda ¢ oligossintomatica,
decorrendo com febre pouco caracteristica e apresentando uma reduzida resposta celular a
antigenos de 7. cruzi. Nos demais casos, os sintomas manifestam-se geralmente em

individuos jovens, sobretudo nos primeiros anos de vida (BRENER 2000; REY, 2001).

Correspondendo ao periodo em que os tripanossomos sdo facilmente encontrados
no sangue, essa fase caracteriza-se clinicamente por febre, astenia'’, poliadenitelz, aumento do
figado e do bago, sinal de Romaiia ou outro tipo de chagoma de inoculagdo (BRENER 2000;
REY, 2001).

11 J .. . .. o~ .
Termo utilizado na medicina para designar perda ou diminuicao da forga fisica.
12 : Jon] ;1. n .
Processo inflamatério que acomete multiplos ganglios.
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1.4.2.2.2 Fase Cronica

Em alguns casos ela segue imediatamente ao periodo agudo; em outros, instala-se
depois de um intervalo assintomatico de duracdo variavel; podendo levar alguns anos.
Também pode instalar-se sem que tenha havido um quadro agudo caracteristico, como se

observa freqlientemente nas areas endémicas (BRENER 2000; REY, 2001).

Tais casos assintomaticos sdo designados por alguns autores como formas
indeterminadas, pois t€ém um progndstico incerto: tanto podem evoluir para as formas
cronicas tipicas, como permanecer continuamente sem sintomas. A forma indeterminada é a
mais freqiiente entre os chagasicos cronicos, representando 50 a 70% dos casos, nas aéreas

endémicas do Brasil estudadas nas décadas de 70 e 80 (BRENER 2000; REY, 2001).

Ha pacientes com sintomatologia pobre e, por isso, dificeis de diagnosticar
(formas oligossintomaticas). Esses casos sdo descobertos ocasionalmente, pelo achado de
parasitos no sangue ou por reagdes sorologicas positivas, durante inquéritos sistematicos. Trés
formas clinicas s3o muito importantes pela freqiiéncia com que ocorrem e pela gravidade que
podem apresentar, sdo elas: a cardiopatia chagasica crénica, megaeséfago ¢ megacolon

(BRENER 2000; REY, 2001).

1.4.2.3 Terapéutica

Varios compostos foram utilizados como possiveis medicamentos desde a
descoberta do mal de Chagas como: arsenicais, derivados de quinonas, aminas, sulfas e
antibidticos que se mostravam ativos entre outras infecgoes e doengas tropicais (DIAS, 1999).
Cetoconazol (fungicida), gossipol (inibidor enzimdatico) ¢ megazol (antibactericida e
antiparasitario) e alopurinol (MONTAMAT et al.,1982; McCABE et al., 1984; FILARDI &
BRENER, 1982; TANUS et al., 1984). Entretanto, os unicos que revelaram alguma atuagao
foram nifurtimox'® (Lampit, Bayer) e¢ o benznidazol'* (Rochagan, Roche), sendo os mais

indicados no tratamento da tripanossomiase americana dentre os diversos compostos testados.

BFoster, R.: Pringle, G.; King, D.F.; Paris, J. The therapeutic activity of some nitrofurans in experimental
filariasis and trypanosomiasis. Ann Trop Med Parasitol, 63:95-107, 1969.
Bock, M.; Gonnert, R.; Haberkorn, A. Studies with Bay 2502 on animals. Bol. Chil. Parasitol, 24:24-47,
1969.

' Raaflaub, J.; Ziegler, W.H. Single-dose pharmacokinetics of the trypanosomicide benznidazole in man.
Departament of Research F. Hoffman-ha Roche & Co, Basiléia, Suiga, 1976.
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O primeiro, depois de amplamente usado no Brasil e em outros paises latino-americanos, foi
retirado do mercado farmacéutico. Tanto os testes de laboratorio como os ensaios clinicos t€m
revelado que a eficiéncia dessas drogas varia com a linhagem do parasito. Por seus efeitos
colaterais e necessidade de acompanhamento laboratorial, eles ndo podem ser utilizados nos
tratamentos em larga escala, e, nos casos individuais, requerem consentimento esclarecido do

paciente ou de seus responsaveis.

As pessoas tratadas com benznidazol tiveram xenodiagnostico negativo durante a
sua administragdo (efeito supressivo) e retorno a positividade apos o tratamento, na maioria
dos casos. Em alguns casos o benznidazol apresenta uma taxa de cura de 50 a 70% sendo
administrado num periodo de 60 dias (WHO, 1990). A droga ¢ ativa em todas as formas
evolutivas do 7. cruzi, age inibindo a sintese protéica e do RNA (CANCADO, 1985).
Algumas manifestacdes de intolerancia a droga sdo: polineuropatia periférica, de intensidade
variavel, em quase todos os pacientes adultos, depois da quarta semana, quando a dose diaria
excedeu 8,0 mg por quilograma; erupgdes cutaneas do tipo eritema polimorfo nao-bolhoso,
ora discreto e benigno, ora generalizado e grave; disturbios da hematopoese, com

granulocitopenia em alguns casos e agranulocitose em outros (REY, 2001).

Nos casos agudos, o benznidazol produz remissdo rapida da febre (em 24 a 48
horas) e dos outros sintomas, a0 mesmo tempo que ocorre redugdo na parasitemia. Em 10%
dos casos, entretanto, mantém-se a parasitemia, sem que se saiba se a razao esta em um déficit

de absor¢do da droga ou na resisténcia de algumas linhagens de 7. cruzi (REY, 2001).

1.4.3 Compostos propostos para o combate da doenca de Chagas

Segundo o MSF 5 ¢ 0 DNDi'%, o setor farmacéutico, como mencionado, ndo
demonstra interesse quanto ao desenvolvimento de drogas para a tripanossomiase americana,
doenca considerada extremamente negligenciada. Como exemplo, das 1393 drogas
desenvolvidas entre 1975 e 1999, menos de 1,1% foram destinadas para doengas tropicais e

tuberculose.

'3 Médicos sem Fronteiras (http://www.msf.org.br/mhome.asp).
' Doengas Negligenciadas (Drugs for Neglected Diseases initiative) (http:/www.dndi.org.br).
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O desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitaria geralmente ¢
determinada por trés vias: (1) pelo uso de principios ativos de plantas utilizadas na medicina
popular, (2) pelo uso de drogas ja existentes e empregadas no tratamento de outras doencas e,
(3) atacando alvos especificos e tipicos do metabolismo do parasito. Pesquisas recentes
apontam esses alvos em 7. cruzi, como o metabolismo de esterdis (ergosterol), o DNA e

diferentes enzimas.

Dezenas de drogas foram testadas contra o 7. cruzi em infecgdes experimentais in
vitro e in vivo. A triagem desses compostos revelou que a maioria deles suprime a
parasitemia, reduz a mortalidade e diminui o periodo de infec¢do. Desses muitos sdo inviaveis
como quimioterapicos, principalmente pela toxicidade. Pesquisas que visam a identificacdo de

novos compostos continuam sendo realizados (RASSI et al., 2000).

URBINA et al. (1996) demonstraram que o DO870, um derivado azdlico de
quarta geragdo, foi capaz de induzir cura parasitolégica em 70 a 100% dos camundongos
tratados durante a fase cronica da infec¢do. Compostos de origem natural de diversas classes,
como quinonas, flavonoéides, terpenos, etc., foram avaliadas e propostas no desenvolvimentos

de farmacos tripanocidas.
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EFFECTS OF METABOLITES FROM Cladonia verticillaris (Raddi) FR. And ON GROWTH
AND ULTRASTRUTURE OF Trypanosoma cruzi. In this framework this study have
investigated the effect of, acetonic extract (ACE) from lichen Cladonia verticillaris and their
main isolated fumaprotocetraric (FUM) acid and protocetraric (PRO) acid compounds on
growth and ultrastructure of 7. cruzi in vitro. The incubation of epimastigote with acetonic
extract did not cause significant growth inhibition and wasn’t able to achieve 50% of growth
inhibition after 72 hours incubation. However, both FUM and PRO caused growth inhibition in
dose dependent way with estimated 1C50/72 hours of 250 and 125 pg/mL respectively. The
incubation of relevant trypomastigote forms with FUM and PRO showed that this forms is more
susceptible to the drugs action than epimastigote forms. The ultrastructural analysis of both
forms treated with PRO corroborate this idea. Our results suggested that PRO can be used as a
potential drug against Trypanosoma cruzi.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Cladonia verticillaris, Chagas disease, lichen.

INTRODUCAO

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi e transmitida por insetos hematdfagos da familia Reduviidae, constitui um sério agravo
para saude publica (REY, 2001). A ocorréncia de casos de tripanossomiase americana se da
desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e do Chile, com forte incidéncia no
Brasil. Dezoito milhdes de individuos se encontram infectados, com cinco milhdes apenas no
Brasil. Estimativas apontam ainda uma populagao de risco de mais de 100 milhdes de pessoas

(MONCAYO, 1993; WHO, 2002). A droga mais comumente usada para o tratamento desta
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patologia ¢ benznidazol a qual possui diversas limitagdes, visto que ¢ altamente toxica,
possuindo eficacia limitada na fase cronica da doenca, o que muitas vezes leva ao abandono
do tratamento e ao aparecimento de cepas resistentes (DE CASTRO, 1993; KIRCHHOFF,
1999; REY 2001). Soma-se a isso, a falta de interesse das industrias farmacéuticas, tendo em
vista que a grande maioria dos infectados sdo pessoas pobres pertencentes as classes menos
favorecidas em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Diante deste panorama, a
procura por novos compostos sintéticos ou naturais menos toxicos, mais acessiveis as
populacdes afetadas e, que sejam efetivos em todas as fases da doenga, ainda se faz necessaria

(KIRCHHOFF, 1999; CANCADO, 2000; BRENER, 2000).

Os liquens sdo organismos complexos formados pela associacdo de fungos (micobionte) e
algas ou cianobactérias (fitobiontes). Os liquens e seus metabolitos secunddrios t€m sido
utilizados por humanos através dos séculos para varios propdsitos, em particular no preparo
de tintas, perfumes, bem como na medicina popular. (HUNECK, 2001). Estudos bioquimicos
permitiram o isolamento de muitas substancias liquénicas novas, e cerca de 800 ja foram bem
caracterizadas (HUNECK, 2001; MULLER, 2001). Destas substincias, as quais
compreendem compostos alifaticos, cicloalifaticos, aromaticos e terpenicos, varias tem
demonstrado atividade farmacolodgica entre as quais se destacam a atividade antineoplasica,
mucolitica, analgésica e antipirética (NISHIKAWA er al. 1974; TAKAI et al., 1979;
HIRABAYASHI et al., 1989). Estudos prévios demonstraram que 4acido usnico, aplicado
intralesionalmente, em camundongos BALB/c infectados com formas promastigotas de
Leishmania, reduziu significativamente as lesdes cutineas (FOURNET et al., 1997). Por
outro lado, foi demonstrado que esta mesma substincia foi efetiva contra todas formas
evolutivas de 7. cruzi in vitro (CARVALHO, et al., 2004). Estes dados encorajam avaliar o
potencial tripanocida do extrato acetonico (ACE) e dos acidos fumarprotocetrarico (FUM) e
protocetrarico (PRO) de Cladonia verticillaris contra as formas epimastigotas e

tripomastigotas de 7. cruzi.

MATERIAIS E METODOS

Extracdo do material liquénico. Talos liquénicos de Cladonia verticillaris (Raddi) Fr.

(100g), coletada no municipio de Saloa, PE foram mantidos & temperatura ambiente (28
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+3°C) até a realizagcdo dos ensaios. Para extracdo das substancias liquénicas foram utilizados
solventes organicos em seqiiéncia eluotropica (éter etilico, cloroformio e acetona). As
amostras foram conduzidas ao agitador mecanico por 1(uma) hora e posteriormente
armazenadas a temperatura de 15°C, por 48 horas, sendo em seguida filtradas e evaporadas
em rotavapor até a secura, o residuo obtido foi acondicionado no dessecador até atingir peso

constante.

Identificagcdo e isolamento dos compostos liquénicos. Com o objetivo de detectar os
compostos liquénicos e verificar o grau de pureza das substincias isoladas, foi realizada a
cromatografia de camada delgada (CCD). As amostras ¢ os seus respectivos padroes (PRO e
FUM) foram diluidos em concentragdes de 1,0 mg.mL'l, aplicados nas cromatoplacas de
silica Gel Merck Fass:366 € submetidas em sistema unidirecional de solventes B (hexano:éter
dietilico:acido formico, 130:80:20, v/v), de acordo com a metodologia de CULBERSON
(1972). Ao final da adsor¢do, os solventes foram evaporados ¢ as placas posteriormente
reveladas sob a luz UV curta (256 nm) e longa (366 nm). Apos este procedimento as
cromatoplacas foram borrifadas com o acido sulfurico a 10% e aquecidas a 100°C para reacao
de coloragdo de bandas. Os resultados foram avaliados mediante calculo de Rf, coloragao das
bandas e comparagdo com os padrdes utilizados. Os acidos FUM e PRO isolados do ACE,
foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de acordo a metodologia
de LEGAZ & VICENTE (1983). As amostras foram analisadas no cromatografo Hitachi,
acoplado ao detector de luz UV a 254 nm, sendo a fase modvel constituida por:
metanol/agua/acido acético (80:19,5:0,5 v/v), sob um fluxo de 1,0 mL-min™, atenuacao 0,04 e
temperatura ambiente (28 + 2°C), em coluna modelo Nucleosil 10 de fase reversa C;s.Foram

utilizados os mesmos padrdes da CCD.

Parasitas. Formas epimastigotas de 7. cruzi (clone DM28C) foram mantidas a 28°C em meio
LIT (Liver Infusion Tryptose, CAMARGO, 1964) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), com repiques a cada sete dias. Para os experimentos foram utilizados parasitas
na fase exponencial de crescimento. Formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi (cepa Y)
foram obtidas através de punc¢ao cardiaca de camundongos albinos Swiss infectados e em pico
da parasitemia de sete dias. O pool de amostras de sangue infectado foi centrifugado por 15
minutos a 3000g. O sobrenadante contendo os parasitas foi mantido a 37°C e, posteriormente

centrifugado por 10 min a 3000g para eliminar as plaquetas. Os parasitas isolados foram
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transferidos para meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB. Os ensaios envolvendo
camundongos foram submetidos e aprovados pelo comité de ética da FIOCRUZ (CEUA L-
001/08) e estdo de acordo com a legislacdo vigente que regulamenta o uso de animais

experimentais.

Bioensaios. Aliquotas contendo formas epimastigotas (5,0 x 10° célulassmL™) foram
coletadas na fase exponencial de crescimento e incubadas em meio LIT contendo 10% de
SFB na presenca ou auséncia do ACE e dos seus compostos majoritarios o FUM e PRO nas
concentragdes de 75, 150 e 300 pg'mL™". O crescimento da cultura foi acompanhado a cada 24
horas de cultivos através de contagem direta em camara de Neubauer, em um periodo de 72
horas. A ICsy (concentragdo da droga atuante em 50% do crescimento dos parasitas) foi
determinada apos 72 horas de cultivo por analise de regressdo linear, usando o software
SPSS® 11.0 para Windows"”. Formas tripomastigotas sanguineas (3,0x10° células-mL™") foram
mantidas em RPMI a 37°C e incubadas por 24 horas na presenc¢a ¢ auséncia de ACE, FUM e
PRO e, diluidas nas mesmas concentracdes utilizadas nos ensaios de formas epimastigotas. As
ILso (concentragdo necessaria para lisar 50% das formas tripomastigotas) foram calculadas
utilizando o mesmo procedimento adotado nas ICsy de epimastigotas. Todos os bioensaios

foram realizados em trés experimentos independentes e em triplicata.

Microscopia eletronica de transmissao. Células epimastigotas de 7. cruzi controle e tratadas
foram incubadas na presenga e auséncia de FUM e PRO nas concentragdes correspondentes a
ICsp e 2 x ICs0/72 horas. Apos a incubagdo, as células foram lavadas em tampao cacodilato
0,1 M (pH 7,2), sendo em seguida fixadas em solu¢do contendo 2.5% de glutaraldeido e 4%
de paraformaldeido, diluidos em tampao cacodilato de so6dio 0,1M (pH 7,2) durante 2 horas a
temperatura de 25°C (%1). Posteriormente as células foram lavadas e pos-fixadas em 1%
tetroxido de 6smio, 0,8% ferricianeto de potassio e SmM de cloreto de calcio diluidos em
tampao cacodilato 0,1M. Apoés a pds-fixacao as células foram lavadas e desidratadas em séries
crescentes de acetona e, incluidas em resina Polybed'’ 812 (KELLEY, 1974). Cortes
ultrafinos foram obtidos em ultramicrotomo LKB e, coletados em grades de niquel,
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e, observados ao microscopio

eletronico de transmissdo Zeiss EM109 a 80 kV.

17 Polysciences, Warrington, PA, USA.
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RESULTADOS

Através dos padroes utilizados, a cromatografia em camada delgada (CCD) revelou a auséncia
dos acidos fumarprotocetrarico (FUM) e protocetrarico (PRO) nos extratos etéreo e
cloroformico e, a presenca desses no extrato acetdnico. Esses acidos foram evidenciados pelas
bandas com Rf de 0,26 ¢ Rf de 0,33 e, segundo os padrdes utilizados, correspondem
respectivamente aos acidos PRO e FUM. Com a cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) foi
possivel quantificar os compostos existentes no extrato acetonico (ACE) de C. verticillaris.
Nesse extrato a substancia de maior concentragdo apresentou tempo de retengdo de RT = 4,13,
compativel ao padrdo do acido fumarprotocetrarico de RT = 4,16. Outro pico revelado, em
menor escala, no ACE apresentou RT = 3,17 e, corresponde ao mesmo valor do padrio acido

protocetrarico com RF (Fig. 02).

Bioensaios. Tratamento de formas epimastigotas com diferentes concentragdes do ACE,
FUM e PRO de C. verticillaris resultaram em inibi¢cdo de crescimento das células de forma
dose e tempo dependente. O grau de inibicao variou significativamente entre as 1Csy/72h dos
acidos FUM e PRO, que foram de 255 pg'mL™” e 125 pg'mL™" respectivamente. O extrato
acetonico ndo alcangou a ICsy neste mesmo periodo, atingindo o valor maximo de inibi¢cdo em
72 horas de aproximadamente 40%. Nesta forma parasitaria, o ACE e seus compostos
isolados (FUM e PRO) nao foram capazes de inibir 100% do crescimento nas concentragdes
intervalos de tempo determinados. As formas tripomastigotas sanguineas, tratadas com o
ACE, FUM e PRO, mostraram curvas de lise semelhantes as curvas de inibicdo em
epimastigotas, aquelas entretanto, revelaram maior susceptibilidade a acdo dos metabolitos
secundarios de C. verticillaris. As ILso/24h encontradas foram de 125 pgrmL™” e 210 pgrmL™
para o PRO e FUM, respectivamente. A incubagdo dos parasitas com 300 pgrmL™" de PRO foi
capaz de causar 100% de lise apds 24 horas de incubagao (Fig. 03).

O PRO foi o composto mais atuante, tanto para formas epimastigotas quanto tripomastigotas
de 7. cruzi, seguido pelo FUM e ACE. Formas epimastigotas ndo tratadas (Fig. 4a)
apresentam morfologia tipica com a presenca de um nucleo central e cinetoplasto em forma
de bastdo, localizado na regido da bolsa flagelar. Perfis de mitocondria podem ser
visualizados proéximos a membrana plasmatica. Os reservossomos, que correspondem a

compartimentos da via endocitica em formas epimastigotas, se localizam em sua regiao
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posterior e apresentam forma caracteristica, contendo matriz homogénea onde intimeras
inclusdes lipidicas podem ser encontradas. O complexo de Golgi, unico, pode ser encontrado
nas proximidades do cinetoplasto e da bolsa flagelar (inset). O citoplasma possui aspecto
homogéneo e granular. Poucas células em processo de divisdo foram encontradas nos
controles apos 72 horas de cultivo. A incubacdo destas formas nas concentragdes
correspondentes a ICsg (Fig. 4b) e 2 x ICsq (Fig. 4c-d) de PRO, causaram alteragdes na forma
dos reservosomos e o aparecimento de vactiolos citoplasmaticos, alguns contendo material
granular no seu interior (Fig. 4b-4¢). Um achado interessante foi a presenga de varias células
em processo de divisdo incompleto e apresentando varios flagelos, sugerindo a auséncia de
citocinese. Em algumas destas células era possivel observar desorganizacdo parcial do

complexo de Golgi e deslocamento de organelas (Fig. 4d).

Formas tripomastigotas controle apresentam corpo alongado, nucleo ovalado a redondado e,
citoplasma contendo inclusoes lipidicas dispersas. O cinetoplasto em forma de cesta se
localiza posteriormente ao nticleo (Fig. Sa-5b). O tratamento de PRO na concentracdo
correspondente a sua ICsy mostrou alteracdes morfologicas mais relevantes em
tripomastigotas dos que as apresentadas nas formas epimastigotas (Fig. 4b), tais como perda
de material citoplasmatico e retragdo da membrana nuclear. Sinais indicativos de autofagia,
como o envolvimento de organelas em processo de fragmentacdo por perfis de reticulo

endoplasmatico, foram comumente observados nessas células tratadas.

DISCUSSAO

Cladonia verticillaris, liquen abundantemente encontrado em tabuleiros arenosos da Paraiba ¢
Pernambuco (AHTI et al., 1993), revelou através de ensaio quimico em CCD, a presenca dos
acidos FUM e PRO no extrato acetonico (ACE) e a auséncia desses nos extratos etéreo e
cloroféormico. A CLAE, entretanto, demonstrou a presenga desses acidos, também, nos extrato
etéreo e cloroférmico, porém, em quantidades muito inferiores ao encontrado no ACE. Sabe-
se que diferentes solventes, podem extrair iguais ou diferentes substincias liquénicas e, em

quantidades variaveis (HALE-JR, 1983; VICENTE et al., 1995).



SILVA, A.R.  Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. como agente tripanocida sobre Trypanosoma cruzi 44

YILMAZ et al. (2004) confirmaram esse fato ao observarem que, solventes de média
polaridade, tais como acetona e éter etilico foram satisfatorios para a extracdo de substancias
de Cladonia foliacea, mas solventes com alta polaridade, como o etanol, e com baixa
polaridade, como o éter de petrdleo, foram ineficientes na extragdo dos metabolitos dessa
espécie. Os dados obtidos no presente estudo estdo de acordo aos obtidos previamente por
PEREIRA (1998). Além do mais, no presente estudo foi identificado uma banda com Rf de
0,43 que pode corresponder ao acido hipoprotocetrarico ou mais possivelmente ao seu aldeido
(PEREIRA, 1998). A atranorina, um para-depsideo da série do B-orcinol, sintetizada pela C.
verticillaris € um dos compostos secundarios, também, ocorrente nesta espécie, ndo €
identificado nas cromatografias. Segundo PEREIRA (1989) e SANTOS et al. (1997), isso se
deve pela influéncia sazonal, visto que o metabolismo liquénico pode variar de acordo com as
caracteristicas macroclimaticas ¢ do microclima do momento, acarretando variagdes no teor

de produtos bioativos no talo liquénico.

O extrato acetonico (ACE) e seus compostos isolados FUM e PRO provenientes de C.
verticillaris, mostraram atividade contra as formas epimastigotas e tripomastigotas de 7.cruzi,
sendo esta Ultima a mais susceptivel a agdo dessas substancias. Os maiores efeitos observados
nos bioensaios foram ocasionado pelo PRO, seguido pelo FUM e ACE. A pouca eficacia
encontrada demonstrada pelo ACE pode estd relacionada a baixa concentracdo dos
metabolitos secundarios, especialmente de PRO. Os metabolitos liquénicos (secundarios),
geralmente variam entre 0,1 a 10% em relag@o ao peso seco do talo liquénico, embora possam
apresentar concentragoes maiores (HALE-JR, 1983). Estudos indicam que esta variagdo nos
teores de compostos biologicamente ativos em espécies de Cladoniaceae, esta diretamente

relacionada a fatores sazonais (LEGAZ et al., 1987; PEREIRA, 1989; SANTOS et al., 1997).

O FUM e seu precursor, o PRO, pertencem ao grupo das depsidonas, os quais sdo formados
por duas unidades, uma de acido fenilcarboxilico e outra por B-orselinico, essas unidades sao
mantidas juntas através de ligacdes do tipo éster (HUNECK, 1978). Tanto depsideos quando
depsidonas isolados de liquens tem demonstrado atividade biologica, tais como:
antimicrobiana (FALCAO et al, 2002), antifingica (YAMAMOTO et al, 1993),
antiinflamatoria (MAIA ef al., 2002); antitumoral-mutagénica, antiviral ¢ imunomoduladora
(TAKAI et al, 1979; HIRAYAMA et al., 1980; SHIBAMOTO et al., 1984; STUELP-
CAMPELO et al., 2002; KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2002), inibidora do virus de
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imunodeficiéncia humana (VIH) (HIRABAYASHI et al., 1989; NEAMATI et al., 1997,
NAKANISHI et al., 1998). Todavia, até o presente momento, o potencial sobre protozoarios
como o 7. cruzi ainda nao foi avaliado, sobretudo com o acido protocetrarico (TAYA, 2004).
Estudos prévios demonstraram a ag@o citostatica do acido FUM em células cancerigenas
(LIMA et al., 1990, SIMONETTI et. al., 2009) o que reforca a idéia de que este acido atua
como inibidor da divisdo celular. Neste estudo demonstra-se que a incubacdo de formas
epimastigotas na presenca de FUM e PRO causa inibigdo do crescimento dos parasitas. A
existéncia de um consideravel nimero de células em processo de divisdo ap6s 72 horas de
cultivo na presenga de PRO e, a falta de evidéncias de alteragcdes morfologicas significativas
através da microscopia eletronica de transmissdo, corrobora a idéia de que estes compostos

possam ter um efeito mais citostatico do que citotoxico.

Formas tripomastigotas, ndo se dividem e diferem substancialmente em relacdo as formas
epimastigotas tanto bioquimica quanto morfologicamente (DE SOUZA, 1999). Os resultados
demonstraram que o tratamento de formas tripomastigotas sangiiineas com PRO, causou
alteracdes morfologicas mais drasticas com evidéncias sugestivas de autofagia, corroborando
os dados da ILs, obtida para esta forma nos bioensaios. E, embora estudos futuros sejam
necessarios para analisar o efeito destas substincias sobre formas amastigotas intracelulares,
bem como elucidar o modo de agdo destes compostos, os dados sugerem fortemente o PRO

como agente potencial contra Trypanosoma cruzi.
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Fig. 02. “A” ¢ “B”. Curvas de calibracio dos acidos fumarprotocetrarico (FUM) e protocetrarico (PRO) obtidas
por CLAE. Calibragdo direta do FUM: y = 26090x + 255,33; r2 = 0,9766 e do PRO: y = 372578x - 60,256; r? =
0,9697. “C” e “D”. Cromatogramas em CLAE dos metabdlitos isolados de C. verticillaris, acido protocetrdrico
(C) e fumarprotocetrarico (D). “E”. CLAE do extrato acetonico de Cladonia verticillaris. Destacando-se os picos
2 e 3 que correspondem aos acidos protocetrarico e fumarprotocetrarico, respectivamente. O pico 1 refere-se
ao solvente metanol.
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Fig. 03. Efeito de extrat6 acetonico (ACE) e de seus compostos isolados o acido fumarprotocetrarico
(FUM) e protocetrarico (PRO) sobre formas epimastigotas (A) e tripomastigotas (B) de formas de T.
cruzi. Parasitas foram tratados com 75, 150 e 300 pgrmL" das drogas, e a taxa de inibigdo de
crescimento para as formas epimastigotas e de lise para as formas tripomastigotas foram determinadas.

Cada barra representa a média = desvio padrdo de trés experimentos independentes feitos em triplicata.
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Fig. 4. Efeito do acido protocetrarico sobre formas epimastigotas de 7. cruzi. (a) formas epimastigotas
ndo tratadas mostrando corpo alongado, nucleo (N), kinetoplasto (K) e reservossomos (R), localizados
na por¢do posterior do parasita. O complexo de golgi (seta) pode ser evidenciado préximo ao
cinetoplasto (inset). Perfis de mitocondria também podem ser observados (%). (b) Parasita tratado
com a ICs¢/72h de PRO mostrando o aparecimento de inumeros vacuolos contendo material granular
no seu interior (%) e alteragdo da forma dos reservosomos (R). (¢), Detalhe de uma forma
epimastigota tratada com 2 x ICs¢/72 de PRO, mostrando desorganizacdo parcial do kDNA e a
presenca de vactolos (%). (d) Detalhe de uma célula em divisdo tratada com 2 x 1Cs0/72 de PRO
evidenciando a desorganizacdo do complexo de Golgi (seta). Note a presenga de um perfil de

mitocondria proxima ao nticleo. Barras: 1um.
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d

Fig. 5. Efeito do acido protocetrarico sobre formas tripomastigotas de 7. cruzi. (a-b) Parasitas ndo
tratados, mostrando forma delgada, cinetoplasto (K) em forma de cesta, niicleo alongado (N) e
inclusdes lipidicas (L). (c-d) Detalhe de uma célula mostrando o aparecimento de espacos
eletronluscentes no citoplasma (%), desorganizagdo do cinetoplasto (K) e perfis de reticulo
endoplasmatico envolvendo organelas parcialmente fragmentadas (seta branca). Note também retracdo

nuclear (seta preta). Barras: 1um.
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4. CONCLUSOES

Com base nas informagdes obtidas neste trabalho pode-se inferir que:

v' As substincias teste, extrato acetonico e seus constituintes isolados (FUM e PRO),
provenientes de C. verticillaris, apresentam bioatividade contra formas evolutivas de

T. cruzi.

v" Os acidos FUM e PRO quanto aplicados isoladamente, apresentam maior intensidade
tripanocida, com destaque para o PRO. A atuacdo deste acido pode estd relacionado

com a auséncia do grupo fumarato na sua estrutura molecular.

v O efeito inibitorio contra formas epimastigotas e, de lise nas formas tripomastigotas,

ocorreu de forma dose e tempo dependente.

v' Entre as formas evolutivas de T. cruzi avaliadas, as tripomastigotas sdo mais
susceptiveis a acdo dos metabolitos de C. verticillaris. Esse tipo celular apresentou

maiores danos estruturais com uma ICsg inferior as obtidas nas formas epimastigotas.

v A existéncia de um consideravel nimero de células em processo de divisdo apds 72
horas de cultivo na presenca de PRO e FUM indicam que estes compostos possam ter

um efeito mais citostatico do que citotoxico para as formas epimastigotas.

v" Por proporcionar deformagdes estruturais em organelas pertencentes unicamente aos
T. cruzi, como os cinetoplastos e reservossomos, o acido protocetrarico torna-se

indicado para os estudos futuros como tripanocida.

v' Cladonia verticillaris mostrou-se potencialmente ativa contra 7. cruzi, o que a torna

uma opcao de estudo contra a doenga de Chagas.
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5. RESUMO

A doenca de Chagas continua a ser um problema de Satde Publica relevante e, o tnico
tratamento, o Benznidazol, acarreta severos efeitos colaterais e possui limitagdes terap€uticas.
Diante disso, objetivou-se analisar o efeito do extrato acetdnico (ACE) e dos acidos
fumarprotocetrarico (FUM) e protocetrarico (PRO) do liquen Cladonia verticillaris (Raddi)
Fr.. contra Trypanosoma cruzi, in vitro. O extrato acetonico foi obtido mediante a uma
seqiiéncia eluotropica de solventes orgénicos. Posteriormente foram obtidos os compostos
isolados (FUM) e (PRO). Foram realizados leituras cromatograficas para confirmagdo e
determina¢d@o do grau de pureza das substancias. Os bioensaios foram conduzidos com formas
epimastigotas e tripomastigotas sangiiinea incubadas durante 72 e 24 horas respectivamente,
na auséncia ou presenga de 75 a 300pg.mL ™ das substincias testes. Foram determinadas nesse
periodo a ICsy e ILso. As analises foram realizadas em triplicatas em trés experimentos
independentes. As formas tripomastigotas revelaram maior susceptibilidade aos metabolitos
secundarios, com 100% de lise dos parasitas tratados com 300 pg-mL™" de PRO, apos 24 horas
de incubacdo. A andlise ultraestrutural de tripomastigotas tratadas revelaram desorganizacio
de organelas, retracdo nuclear e danos ao cinetoplasto e a mitocondria. Estas alteracdes foram
mais evidentes nos tratamento com PRO. Concluindo, os resultados obtidos estimulam
estudos futuros para elucidar os mecanismos de agcao destes compostos bem como avaliar seus
efeitos sobre formas amastigotas intracelulares. Estes resultados também apontam para o uso
do PRO como agente potencial contra Trypanosoma cruzi.

Palavras-chave: Liquen, Cladonia verticillaris, Trypanosoma cruzi.
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6. ABSTRACT

Chagas disease continues to be a significant public health problem. The only available
treatment, benznidazole, causes serious side effects and have therapeutic limitations. Aiming
to search alternative treatment to this disease, in the present study was analyzed the in vitro
effects of acetone extract and their isolated components fumarprotocetraric (FUM) and
protocetraric (PRO) acids from Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. against Trypanosoma cruzi,
in vitro. For obtetion of acetonic extract were submitted 100g C. verticillaris an eluotropic
series of organic solvents. After obtention of this extract and their isolated components the
(FUM) and (PRO). The bioassays were carried out with epimastigotes and bloodstream
tripomastigotes and this forms were incubated during 72 and 24 hours respectively in the
absence or presence of 75 to 300ug.mL'lof test compounds. The ICsy and ILsy was estimated
directly by cell counting. The assays were carried out in triplicates, in three independent
experiments. The treatment of epimastigotes forms resulted in cells growth inhibition, in a
dose dependent way. The inhibition degree was different between the compounds. The
trypomastigotes forms exhibited higher susceptibility to C. verticillaris secondary
metabolites, with 100% of parasites lysis at 300 pg'mL™ of PRO. Ultrastructural analysis
trypomastigote forms treated with PRO showed organelle disorganization, nuclear retraction
and kinetoplast and mitochondrial demage. Take together, the obtained results stimulate
further studies in order to elucidate the mechanism of FUM and PRO action, as well as to
evaluated their effects on intracellular amastigotes forms. The results also point towards the
PRO as potential agent against Trypanosoma cruzi.

Passwords: Lichen, Cladonia verticillaris, Trypanosoma cruzi.



