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RESUMO

Os liquens s3o associagdes simbidticas entre algas e fungos que produzem uma
variedade de produtos altamente complexos e peculiares, com marcada acgdo
antimicrobiana. As substancias liquénicas t€m demonstrado importante atividade bioldgica,
tornando-se vidvel o seu estudo contra protozodrios parasitas. A doenca de Chagas, uma
doenca parasitiria endémica, representa um sério problema de saide publica em toda a
América Latina, particularmente no Brasil. A quimioterapia disponivel atualmente ¢é
insatisfatoria por ter eficdcia limitada, principalmente no estdgio cronico da doenca, e por
induzir efeitos colaterais toxicos no hospedeiro. Além disso, o Trypanosoma cruzi, agente
etiologico da doenca de Chagas, apresenta resisténcia a uma variedade de drogas. Neste
trabalho o extrato organico etéreo e o acido barbatico purificado de Cladonia salzmannii
Nyl. foram testados em diferentes concentracdes (5, 10, 20 e 40 pg/mL) contra formas
epimastigotas do 7. cruzi para verificagdo de sua atividade tripanosomicida in vitro. O
efeito inibitério do extrato etéreo na proliferacdo do parasita foi estatisticamente
significante apenas apds 72h de cultivo, para todas as concentragdes. As culturas tratadas
com 4acido barbdtico purificado ndo apresentaram inibi¢ao significante nas concentracoes
mais baixas e no mesmo tempo de incubacdo acima descrito. A andlise ultraestrutural da
forma epimastigota tratada com extrato etéreo e dcido barbdtico purificado, demonstrou
alteracOoes nas organelas citoplasmdticas. Danos mais severos, incluindo formacdo de
bolhas e ruptura da membrana plasmatica, foram observados nas concentracdes mais altas.
A microscopia eletronica de varredura confirma os dados obtidos na microscopia
eletronica de transmissdo, particularmente quanto a desestruturacdo da membrana
plasmdtica e flagelar. Os resultados apontam o uso do &4cido barbitico como uma

alternativa para o desenvolvimento de novas drogas contra o 7. cruzi.



ABSTRACT

Lichens are symbiotic association between algae and fungi, which produces a
number of highly complex and peculiar products, with remarkable antimicrobial activity.
The lichen substances shows important biological activity, being viable their study against
parasite protozoans. Chagas’ disease, an endemic parasitary disease, which represents a
serious healthy problem in all Latin America, particularly in Brazil. The present available
chemotherapy is not satisfactory due to its limited efficacy, mainly at chronic stage of
disease, and by inducing toxic side effects on the host. Besides, the Trypanosoma cruzi,
etiologic agent of Chagas’ disease, shows resistance to a large drugs variety. In this study,
the organic ether extract and purified barbatic acid from Cladonia salzmannii Nyl. were
tested in different concentrations (5, 10, 20 and 40 pg/mL) against the epimastigote forms
of T. cruzi in order to verify their in vitro tripanosomicide activity. The inhibitory effect of
ether extract on parasite proliferation was statisticaly significant at all concentrations
tested, only after 72h of cultivation. The cultures treated with pure barbatic acid did not
show significant inhibition for the lower concentrations, in the same period of incubation
described above. The ultrastructural analysis of treated epimastigote forms showed
remarkable alterations on cytoplasm organelles. More severe injuries, including blebbing
formation and plasma membrane rupture were observed at the highest concentrations. The
scanning electron microscopy corroborate the data obtained by transmission microscopy,
paticularly on plasma and flagelar membranes. Our results, point towards the barbatic acid

as an alternative for development of new drugs against 7. cruzi.
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1.0. INTRODUCAO

1.1. Generalidades sobre os Liquens

Os liquens sdo a associagdo de dois organismos compostos por uma parte fungica
(o micobionte) e por uma ou mais espécies fotossintetizantes, algas verdes ou
cianobactérias (os fotobiontes). Esta associacdo resulta em talos estdveis de estrutura
especifica, representando uma simbiose mutualistica, onde ambas as partes se beneficiam.
Em aproximadamente 98 % dos liquens, o micobionte pertence a divisdo Ascomicota. Nos
demais liquens, o micobionte pertence aos Basidiomicotas. Como fotobionte, os liquens
geralmente possuem algas verdes unicelulares (RAVEN et al., 2001), sendo mais comuns
as cloroficeas e as cianoficeas (XAVIER-FILHO & RIZZINNI, 1976; ALEXOPOULOS &
MIMS, 1979; NASH III, 1996).

Os liquens sdo encontrados numa infinidade de substratos, sua distribui¢dao se da em
toda superficie terrestre, desde desertos até regides polares (VICENTE, 1975; NASH,
1996). Desde a antiguidade, sdo utilizados como plantas medicinais. Reporta-se ter sido
encontrado em um vaso de 18" dinastia egipcia (1700 a 1600 a.C.), um fragmento de liquen
identificado como Evernia furfuracea, espécie que ndo ocorre naquela regido, ou mesmo o
“Manah” dos desertos citados na Biblia, que se supde ser a Aspicilia esculenta, liquen
comum nas dunas dos desertos e utilizados por habitantes da drea, sob forma de farinha
para pao e bolo. Dioscorides, cirurgido grego do exército de Nero, aplicou o termo “liquens
verdadeiros” por semelhanca desses organismos as doencas de pele, para as quais eram
indicados como remédio, visto que as plantas medicinais eram prescritas pelos médicos
com base na “doutrina dos sinais”, sendo utilizadas de acordo com a semelhanca que elas
tivessem com determinadas enfermidades, ou com Orgdos afetados. Assim, os longos
filamentos de Usnea barbata eram indicados para fortalecer os cabelos; a Lobaria
pulmonaria, por sua superficie reticulada, era designada para problemas pulmonares; a
Xanthoria parietina, por sua cor amarela, era usada para o tratamento da ictericia e,
Peltigera aphthosa, cujo talo € dotado de verrugas, era recomendada para criancas com

erupcdes na boca como afta e estomatite (ABRAHAN & FLOREY, 1949).
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1.1.2. Morfologia e Fisiologia Liquénica

O talo liquénico apresenta forma peculiar, onde o fotobionte € o micobionte se
posicionam em camadas sucessivas (Figural). O cortex superior € composto por hifas do
fungo entrelagcadas, visando proteger a camada gonidial (de algas) que vem logo abaixo.
Centralmente encontra-se uma camada de hifas frouxas, a medula, seguida de um outro
feixe de hifas, o cortex inferior (HALE, 1983; NASH, 1996). O talo do liquen pode
apresentar cores e formas variadas, dependendo da espécie e das substancias que ele

contém (THOMSON, 1968).

Figura 1 - Modelo esquemadtico da ultraestrutura do talo liquénico. (A) Fotobionte, ou

camada gonidial; (B) Hifas medulares ou medula; (C) Hifas corticais ou cortex superior.

Nos liquens a reprodu¢@o normalmente se processa de forma vegetativa, através da
fragmentacdo do talo, que por vezes apresenta protuberdncias, macroscopicamente
semelhantes a verrugas, formadas pelas partes alga e fungo. Essas estruturas sio
denominadas isidios, que ao se destacarem do talo, sdo disseminadas para formacdo de
novos talos liquénicos (Figura 2). Outra forma de reproducdo assexuada € a liberacdo de
massas de hifas envolvendo células de algas. Estas estruturas especializadas liberadas pelas
(interrupgdes) ou perfuracdes do talo denominadas sorédios (Figura 3). Os isidios e os

sorédios sdo geralmente disseminados por agentes dispersantes como dgua, vento e insetos

(XAVIER FILHO & RIZZINI, 1976).
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Figura 3 - Modelo esquematico de sorédios

O contato alga/fungo facilita a transferéncia de nutrientes e produtos da
fotossintese do fotobionte para o micobionte. Este ultimo requer altos teores de agucares
elaborados a partir da fotossintese da alga, para derivar biotroficamente seus carboidratos
(HALE, 1983; NASH, 1996). O metabolismo primdrio nos liquens consiste na producao
especifica de um unico carboidrato pela alga, a partir da fotossintese, cuja transferéncia ao
micobionte € rdpida, e em quantidade substancial para sua transformagdo e acimulo. No
micobionte, o processamento do carboidrato gera manitol, transformado a partir de um
poliol, cujo tipo depende da espécie de alga constituinte do liquen: as do género Trebouxia

geram ribitol, Hyalococcus produz sorbitol e, Trentepohlia o eritritol; enquanto as
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cianobactérias produzem glicose. O fungo, por sua vez, é capaz de quebrar moléculas
grandes, face a sua enorme capacidade enzimdtica. A transferéncia de acucar é tao
caracteristica na relagdao alga/fungo que o efluxo rapido e massivo deste produto cessa
imediatamente apés isolamento da alga do talo liquénico (HALE, 1983). E também
comprovado que a parede celular do fotobionte é muito mais permedvel para perda de
carboidratos, quando comparada a da alga em estado de vida livre, ou ndo liquenizada
(NASH, 1996).

Os liquens absorvem dos substratos 0s sais minerais necessarios para sua nutri¢ao.
Utilizam os depésitos cristalizados de suas substancias para quelar os ions exteriores e
incorpord-los ao talo, podendo extrair dos seus substratos os fons requeridos pelo seu
metabolismo (NASH, 1996).

Existem dois grupos de componentes liquénicos, um € proveniente do metabolismo
primdrio (intracelular), representado pelas proteinas, aminodcidos, polidis, carotendides,
polissacarideos e vitaminas, sendo essas substancias encontrada tanto na parede celular
quanto no citoplasma de fungos e algas. Tais compostos sd@o geralmente hidrossoliveis e
extraidos em dgua fervente. O segundo grupo € representado por substancias provenientes
do metabolismo secunddrio dos fungos (extracelular), sdo usualmente hidrofébicos
podendo apenas ser extraidos utilizando solventes organicos, muitos unicamente
encontrados em liquens. Estes compostos recebem a designacdo geral de substancias
liquénicas e sdo geralmente encontrados nas paredes das hifas (HALE, 1983).

As substancias liquénicas eram designadas antigamente como “4cidos liquénicos”
(XAVIER & RIZZINI, 1976), sendo na maioria, compostos fenodlicos, dentre eles os
benzilésteres, dibenzofuranos, dacidos usnicos, xantonas, antraquinonas, terpendides,
derivados do acido pulvinico, 4cidos alifaticos, para e meta depsideos e depsidonas. Os
depsideos s@ao uma classe distinta de compostos derivados de liquens nos quais sao
formados por condensacdo de dois ou mais d4cidos hidroxibenzdicos através da
esterificacdo do grupo carboxila de uma molécula com o grupo hidroxila fendlica presente
na segunda molécula (MULLER & KUMAR, 1999).

No interior do talo, esses compostos tomam forma cristalina e sdo extracelulares,
depositados sobre as hifas do micobionte. Tal fato confere ao liquen capacidade de
adaptacdo as adversidades, visto que esses cristais funcionam como fotorreceptores e/ou
fotoindutores, selecionando o tipo de radiagdo que lhes é conveniente. As substincias

liquénicas sdo responsdveis pela utilidade econdmica e beneficios curativos advindos dos
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liquens, tanto para o0 homem como para os animais (CULBERSON, 1970; NASH, 1996;
VICENTE, 1975). A concentracdo destes compostos pode variar de 0,1 a 5 % em relacdo
ao peso seco do talo liquénico e, em alguns casos, mais do que isto (FAHSELT, 1994;
HALE, 1983)).

Até o presente, mais de 630 substancias foram identificadas em liquens. Todas elas
oriundas de trés vias metabdlicas principais: a) a via do acetato polimalonato, originando
dcidos graxos de cadeia longa, e compostos fendlicos como depsideos, depsidonas,
dibenzofuranos, 4cidos usnicos, cromonas, xantonas, naftoquinonas, antronas e
antraquinonas; b) via do 4dcido mevaldnico, que gera produtos como esterdis e terpenos; e
por ultimo, ¢) via do 4cido chiquimico, gerando derivados do 4cido pulvinico (HONDA &
VILEGAS, 1998).

As substancias liquénicas tém local especifico no interior do liquen para sua
producdo. Algumas sdo de origem medular, outras corticais. A localizacdo pode ser ainda
mais restrita, como apotécios, sorédios ou himénio, e depende da natureza do fotobionte
(HALE, 1983; NASH, 1996) e provavelmente estd relacionado a fatores de co-adaptacao
as peculiaridades do ambiente (HALE, 1983).

1.1.3. Cladonia salzmannii Nyl.

O género Cladonia é cosmopolita, possuindo espécies em qualquer ecossistema. No
Brasil sua representatividade € muito grande, chegando a ocorrer quase trezentas espécies
(CULBERSON, 1970). A C. salzmannii distribui-se geograficamente no Nordeste
brasileiro, principalmente nos Estados da Bahia, Minas Gerais, Paraiba, nos solos arenosos
de Sergipe e em Pernambuco, onde algumas espécies da familia Cladoniaceae foram
catalogadas na regido do agreste. Embora C. salzmannii tenha geralmente estruturas
dilatadas, ela pode ser morfologicamente similar a Cladonia crispatula, mas sempre pode
ser distinguida bioquimicamente por sua abundante producdo do dcido barbdético, cuja

estrutura estd representada na figura 4 (CAVALCANTI et al.,1983; AHTI et al., 1993).
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Figura 4 - Estrutura quimica do 4cido barbatico, segundo Huneck & Yoshimura (1996).

Em C. salzmannii, a substancia predominante € o dcido barbatico, sendo os acidos
taminolico, D-tamindlico e o d4cido 4-O-dimetilbarbatico, apenas ocasionalmente
encontrados (AHTI et al., 1993). O acido barbdtico é um depsideo de formula molecular
C19H2007. Seus cristais sdo de cor amarelo-palido, seu ponto de fusido € em torno de 187
°C e o solvente mais adequado para extracdo € o éter, mas, também € solivel em etanol,
acetona e cloroformio (ASAHINA & SHIBATA, 1954; HUNECK & YOSHIMURA,
1996). O 4cido tamindlico € um meta-depsideo de cristais amarelo-pardo, com ponto de
fusdo em torno de 223 °C, soldvel em acetona quente e etanol e parcialmente soltivel no

éter (ASAHINA & SHIBATA, 1954).

1.1.4. Substancias Liquénicas

Os liquens e seus metabdlitos tém sido usados por muito tempo pela humanidade
por apresentarem uma gama de atividades bioldgicas, entre elas: antiviral, antibidtica,
antineoplasica, anti-herbivora, inibidor do crescimento de plantas superiores € como
inibidor enzimatico (HUNECK & YOSHIMURA, 1996).

Entre 1920 e 1945, Asahina e Shibata, elucidaram as caracteristicas estruturais de
numerosos compostos liquénicos. Burkholder & Evans (1945) iniciaram testes elaborando
um trabalho de detec¢do de compostos liquénicos antibacterianos. A introducido de novos
métodos analiticos (cromatografias de camada delgada e liquida de alta eficiéncia,
espectros em ultravioleta, infravermelho, ressonancia magnética, de massa e cristalografia
de raios X) tem levado ao isolamento e purificacdo de muitas substancias liquénicas novas

(HUNECK & YOSHIMURA, 1996).
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Pesquisas baseadas na utilizacdo de substincias liquénicas contra a proliferacao de
virus tém se mostrado bastante promissoras. Cohen et al. (1996) verificaram a acdo anti-
HSV-1 da antraquinona e derivados de hipericina encontrados em alguns liquens. Perry et
al. (1999) demonstraram que extratos de diferentes espécies de liquens da Nova Zelandia
e, algumas substancias isoladas como os 4cidos uUsnico e estitico, além da antranorina,
mostraram-se eficazes contra o mesmo virus. A Umbilicaria esculenta contém um
composto B-(1—6) de glucana parcialmente acetilada, com atividade citopatica contra o
virus da imunodeficiéncia humana (ASAHINA & SHIBATA, 1954).

Numerosas substancias liquénicas inibem o crescimento de bactérias e fungos. Por
crescerem lentamente, os liquens requerem esses metabdlitos como antibidticos. O metil e
etilorselinato e o metil B-orselinato mostraram-se eficazes contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans
(INGOLFSDOTTIR et al 1985; GOLLAPUDI et al., 1994).

Ingolfdottir ef al. (1998) isolaram a antranorina e o dcido lobdrico de Stereocaulon
alpinum, acido salazinico de Parmelia saxatilis e acido protoliquesterinico de Cetraria
islandica e verificaram que todos os trés dcidos possuiam atividade antimicrobiana. Da
mesma forma, Esimone & Adikwu (1999) verificaram atividade antimicrobiana, citotéxica
e antifingica de extratos provenientes da Ramalina farinacea.

O 4cido tusnico é a substancia liquénica mais conhecida e estudada, sendo
sintetizado exclusivamente por liquens. Essa substidncia possui vdrias propriedades
bioldgicas como atividade antibidtica, principalmente em bactérias Gram positivas,
micobactérias e bactérias anaerdbicas (LANTERWEIN et al., 1995; INGOLFSDOTTIR et
al., 1998; COCCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002). Por outro lado, sabe-se
que extratos liquénicos contendo outras substincias fendlicas possuem acdo contra
bactérias Gram negativas (BURKHOLDER & EVANS, 1945).

A capacidade anti-neopldsica das substancias liquénicas tem sido amplamente
descrita. Os primeiros trabalhos sobre o assunto foram publicados no final da década de
cinqiienta, demonstrando a eficdcia do acido polipdrico de Sticta coronata contra leucemia
linfocitica (CULBERSON, 1970). No Brasil, liquens nordestinos € amazonicos vém sendo
avaliados quanto a presenca de compostos antineopldsicos e a producdo sazonal de
compostos bioativos. Lima et al (1994), comprovaram a eficiéncia de diferentes extratos
obtidos de Cladoniaceae contra tumores sdlidos do tipo sarcoma-180 e carcinoma de

Ehrlich com até 80% de inibi¢do (NASCIMENTO et al., 1994). Os acidos barbético, 4-O-



Atividade Tripanossomicida “In Vitro” de Extratos... Introducao

dimetilbarbdtico, difractaico, evérnico e liquesterinico também mostraram atividades
antitumorais (YAMAMOTO et al., 1995).

Muitas substancias e extratos liquénicos sdo inibidores do crescimento de plantas
superiores (RAMAUT & CORVISIER, 1975). O 4cido dsnico inibe a mitose no Allium
cepa. Extratos de Cladonia gracilis inibe a germinacdo das sementes do Pinus sylvestris. O
acido barbatico inibe o crescimento das mudas de Lactuca sativa (NISHITOBA et al.,
1987; HUOVUNEN & LAMPERO, 1989).

Recentemente, estudos sobre a acdo de substancias liquénicas contra protozoarios
parasitas tém sido realizado por alguns pesquisadores. Fournet et al (1997) verificaram a
eficicia do 4cido usnico contra a leishimaniose cutinea utilizado intralesionalmente.
Carvalho et al (2004), demonstraram que o 4cido usnico extraido de C.substelatta é efetivo

contra todas as formas evolutivas de 7. cruzi.

1.2.Tripanossomiase Americana

e Historico

A Tripanossomiase americana ¢ uma zoonose causada pelo protozodrio
hemoflageledo Trypanossoma cruzi (WHO, 1991). Essa doenca foi descoberta em 1909, na
cidade de Lassance-MG por Carlos Chagas, um cientista brasileiro que 14 se encontrava
trabalhando no combate a maldria. Nesse periodo, ele foi informado da existéncia de um
inseto hemat6fago que residia nas habitacdes humanas sugando as pessoas durante o sono.
Estes apresentavam hdabitos noturnos e eram conhecidos como barbeiros por picarem,
preferencialmente, a face dos humanos (CHAGAS, 1909).

Examinando amostras daquele inseto, o pesquisador descobriu um protozodrio
desconhecido e enviou alguns exemplares infectados ao Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de
Janeiro. A inoculagdo destes protozodrios em animais de laboratério foi capaz de
desenvolver a infeccdo. Em homenagem ao Doutor Oswaldo Cruz, o protozodrio foi
denominado Trypanossoma cruzi (CHAGAS, 1909).

A partir dai, o pesquisador verificou a presengca do mesmo protozodrio no sangue
periférico de animais domésticos e, posteriormente, em crian¢cas com sintomas de febre,

anemia, edema, distdrbios cardiacos, esplenomegalia e perturbacdes funcionais diversas
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(TEIXEIRA, 1987). Isso o levou a suspeitar que este protozodrio fosse o responsédvel por
originar uma certa forma de doenca presente naquela regidao (CHAGAS, 1909).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, existem entre 16 e 18 milhdes de
pessoas infectadas pelo 7. cruzi nas Américas, desde o México, ao norte, até a Argentina e
Chile, ao sul. A doenca de Chagas causa altissimas taxas de morbidade e mortalidade,
sendo atribuidos a ela, aproximadamente, de 23.000 a 43.000 6bitos nesses paises (WHO,
1991). Em acréscimo, um grande Onus causado € causado aos governos de paises
endémicos, ndo é s6 pela incapacidade de trabalho dos que apresentam os sintomas, mas
também pelo aumento dos atendimentos hospitalares, utilizacdo dos equipamentos e
administracdo de drogas (BRENER et al., 2000).

No Brasil, a doenca de Chagas foi considerada como a causa mais freqiiente de
morte subita na cidade de Uberaba em 1980, correspondendo a 24% dos casos, dos quais
31% dos falecidos eram assintomdticos. Apesar de uma situagdo melhor em 1990, ainda
assim 6,8% dos casos de morte subita foram atribuidos ao 7. cruzi (LOPES er al., 1986;

MORALES et al., 1989; LIPES et al., 1995).

e Aspectos Clinicos da Doenca de Chagas

A fase aguda da doenca de Chagas compreende os fendmenos clinicos que se
estabelecem nos primeiros dois a quatro meses de infeccdo (LARANIJA, 1953). O periodo
de incubacdo varia entre quatro e dez dias, tempo necessario para o desenvolvimento de
uma ou duas geracdes de parasitos, respectivamente (CHAGAS, 1936). Clinicamente, a
infeccao chagdsica se inicia com um conjunto de manifestacoes, variaveis em freqiiéncia e
intensidade formada pelo sinal localizado na entrada da infec¢do, sintomas gerais e
alteracoOes sistémicas. A porta de entrada da infeccdo apresenta-se de forma aparente ou
inaparente. Quando aparente, pode ser ocular como o sinal de Romaiia, ou cutanea, como o
chagoma de inoculacio (ROMANA, 1935).

Como sintoma geral e aparecimento precoce, destaca-se a febre, acompanhada de
mal-estar geral, cefaléia, astenia e hiporexia (CHAGAS, 1916). Dentre as alteracoes
sistémicas, que costumam aparecer em torno da segunda e terceira semanas de doenga,
destaca-se o edema subcutaneo, o aumento de volume dos linfonodos, a hepatomegalia e

esplenomegalia, podendo ser observados ainda, manifestacdes de comprometimento
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cardiaco e de meningoncefalite. Apesar disso, a forma aguda da doencga apresenta uma
baixa mortalidade, menos que 5% dos infectados (CROWELL, 1923).

A existéncia de individuos infectados pelo 7. cruzi sem apresentar o quadro clinico
da doenca de Chagas foi reconhecida desde 1916 por Carlos Chagas, que utilizou o termo
“forma cronica indeterminada” para designar a infeccdo na “auséncia de qualquer das
sindromes clinicas predominantes” da doenca (CHAGAS, 1916).

Nos dias de hoje, entende-se por forma indeterminada da doenca de Chagas a
presenca comprovada da infeccdo chagdsica na auséncia de manifestacdes clinicas,
eletrocardiografias ou radioldgicas de acometimento cardiaco ou digestivo (IANNI &
PEREIRA-BARRETO 1994). Os pacientes nesta forma clinica apresentam, de um modo
geral, bom estado de saude e excelente capacidade laborativa, desconhecendo muitas vezes
a presenga da infec¢do, mesmo as provas soroldgicas apresentando-se positivas. Sendo
assim, a importancia da forma indeterminada € primordialmente epidemiolégica
(LARANIJA et al., 1956) e estima-se que 50% dos infectados chagdsicos apresentem essa
forma da doenca (MACEDO, 1980). Embora o progndstico destes pacientes seja favordvel,
sabe-se que 2 a 5% desses individuos podem evoluir, a cada ano, para as formas
determinadas da doenca (DIAS, 1989).

A forma cronica caracteriza-se pela presenca de poucos parasitas no sangue, oS
quais sdo detectdveis apenas através de xenodiagndstico, hemocultura ou pela técnica de
reacdo de cadeia da polimerase (PCR). E uma fase afebril, que pode evoluir para as formas
cardiacas e digestivas apds um periodo de laténcia de dez ou mais de vinte anos (DIAS,
1999; WHO, 1990).

A cardiopatia cronica manifesta-se por combinagdo sindromica de insuficiéncia
cardiaca, arritmias ventriculares graves, crescimento do coragdao em cerca de 20 a 30% dos
casos e tromboembolismo pulmonar e sisttmico (MARIN-NETO et al., 1997). As
alteracdes anatomo-patolégicas do megaesdfago e megacdlon sd@o conhecidas hd bastante
tempo (HURST, 1930). Os achados incluem a hipertrofia da camada muscular circular do
esoOfago, intensa fibrose dos plexos mioentéricos, com desaparecimento ou diminui¢ao dos
neurdnios, e as reagdes inflamatdrias focais, tanto préximas aos plexos quanto em plena

camada muscular do esofago e célon (ESPINOSA et al., 1985; KOBERLE, 1958).
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e Transmissao da Doenca de Chagas

Os insetos hemipteros da familia Reduviidae com probdscida especializada para a
succao sanguinea foram agrupados na subfamilia Triatominae, onde estido os vetores do 7.
cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas (DIAS, 1979). Os mecanismos de
transmissao consistem na via vetorial (80 a 90% da transmissao), na via transfusional (5 a
20%) e na via congénita (0,5 a 8%) (WHO, 1991). As demais vias sdo realmente
excepcionais como a experimental, a oral, sexual, por transplante de 6rgaos e até mesmo a
transmissdo por outros vetores nao-triatomineos, sem representarem importancia
significativa na saude publica (AKHAVAN, 1997).

A transmissdo vetorial depende da capacidade intrinseca da cepa do parasito em se
diferenciar no interior do vetor, da freqiiéncia, do volume e do numero de dejecdes do
inseto, do tempo decorrido entre o repasto sanguineo e a dejecdo e do local de depdsito de
dejecdes (BRENER, 1997; ZELEDON, 1974). A implementacio de mecanismos e
estratégias para o controle da transmissdo transfusional da doenca, diminui
progressivamente o contdgio por esta via. A transmissdao congénita pode ocorrer desde o
terceiro més de gestacdo, incidindo especialmente do terceiro ao quinto més, sempre
dependendo da lesdo placentiria (MOYA & MORETTI, 1997; WANDERLEY, 1994;
WENDEL, 1997).

e Morfologia do Trypanossoma cruzi

De acordo com sua morfologia e localizacdo no hospedeiro o 7. cruzi pode ser
classificado em epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. As formas epimastigotas sao
encontradas no inseto vetor e também de modo preponderante durante o cultivo em meio
rico de nutrientes. Neste estdgio, o protozodrio possui corpo alongado, fusiforme, e a
emergéncia do flagelo se dé lateralmente ao corpo celular (HOARE & WALLACE, 1996),
percorrendo a superficie do organismo e tornando-se livre na por¢do final anterior (PAN,
1978). O cinetoplasto, regido onde se concentra 0 DNA mitocondrial, € anterior ao nicleo
(VIKERMAN & PRESTON, 1992) e apresenta forma de bastao (PAN, 1978). O envelope
nuclear € interceptado com nucleosporos e a membrana externa do envelope é continua

com o reticulo endoplasmatico rugoso (PAN, 1978). A mitocdndria, com numerosas cristas
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mitocOndriais, estende-se no citoplasma perfazendo um contorno tortuoso (DE SOUZA,
1984). As formas tripomastigotas, que representam o estdgio infectivo no hospedeiro
vertebrado, apresentam corpo delgado, com cinetoplasto mais volumoso, em forma de
cesta, localizado posteriormente ao nicleo onde se d4 a emergéncia do flagelo, que por sua
vez ocorre lateralmente ao corpo celular, formando uma membrana ondulante. As formas
amastigotas correspondem ao estdgio multiplicativo intracelular no hospedeiro vertebrado.
Apresentam forma arredondada, cinetoplasto em forma de bastao e, um pequeno flagelo no
interior da bolsa flagelar (HOARE & WALLACE, 1996; VIKERMAN & PRESTON,
1992).

A superficie dos tripanossomatideos € composta por trés estruturas celulares
principais: o glicogalix, a membrana plasmadtica e o citoesqueleto. O glicogalix € muito
delgado nas formas epimastigotas € amastigotas € um pouco mais espesso nas
tripomastigotas. Na superficie do corpo celular e do flagelo, os glicoconjugados sdo
uniformemente distribuidos, porém apresentam-se mais concentrados na regido proxima ao
citéstoma (DE SOUZA, 1999). O citéstoma corresponde a uma estrutura que aparece como
uma depressdo na superficie do parasita, delimitado por unidade de membrana,
encontrando-se recoberto por microtibulos subpeliculares, sendo encontrados apenas em
epimastigotas e amastigotas. Estudos sobre endocitose t€ém demonstrado que o citéstoma
representa o principal sitio de endocitose mediada por receptor. Pequenas vesiculas
originadas no citostoma fundem-se com os reservossomos, sendo esses considerados sitios
de estocagem de macromoléculas que sdo usadas no processo de transformacgdo de formas
epimastigotas em tripomastigotas. Os reservossomos medem aproximadamente de 0,4-0,5
um de didmetro e estdo localizados, predominantemente, na por¢do posterior das formas
epimastigotas (FIGUEIREDO & SOARES, 2000).

A estrutura da membrana plasmdtica € bastante semelhantes as demais células
eucarioticas, contendo algumas especializacbes de proteinas intramembranares no
citéstoma, na base do flagelo, e na regido onde ocorre a adesdo entre o flagelo e o corpo
celular. Os lipopeptideofosfoglicanos encontram-se ancorados a membrana via glicosil-
fosfatidil-inositol, com distribuicdo varidvel nas diferentes formas evolutivas. O
citoesqueleto do 7. cruzi é formado por uma camada de microtibulos localizada abaixo da
membrana plasmatica, os quais sdo conectados uns aos outros, a membrana plasmadtica e as
cisternas do reticulo endoplasmético por meio de pequenas pontes protéicas (DE SOUZA

1999, 2002).
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Ao ser analisado internamente, o 7. cruzi é formado por vdrias estruturas celulares
comuns as células eucaridticas tais como nicleo, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico, e outras que sdo peculiares aos tripanossomatideos, tais com o complexo
cinetoplasto-mitocondria, os glicossomos, o acidocalcissoma e os reservossomos. Estas
dltimas organelas sdo encontradas apenas nas formas epimastigotas de 7. cruzi e, em
tripanossomos do sub-género Schizotrypanum, isolados de morcegos (DOCAMPO &
MORENO, 2001). O ndcleo do T. cruzi mede cerca de 2,5 um. No inicio da divisdao
apresenta cromatina dispersa, o que lhe confere aspecto homogéneo; posteriormente ocorre
fragmentacdo do nucléolo, seguida de seu desaparecimento. A divisdo também se
caracteriza pela presenca de microtibulos no interior do nucleo e pela permanéncia do
envoltério nuclear (ANDRADE & ANDRADE, 1996). O complexo de Golgi é sempre
encontrado na porcdo anterior da célula, préximo ao cinetoplasto e a bolsa flagelar,
apresentando maior nimero de cisternas nas formas epimastigotas (FIGUEIREDO &
SOARES, 1995).

O complexo cinetoplasto-mitocondria € formado por uma condensacdo de DNA
extranuclear encontrado numa regido bem definida da mitocondria, acima da base do
flagelo. O DNA do cinetoplasto (k-DNA) pode conter cerca de 30% do DNA total da
célula, com aproximadamente 20.000 a 30.000 minicirculos, em adi¢do aos maxicirculos,
sendo estes ultimos, os mais bem conhecidos dos DNA mitocondriais dos eucariontes
(DOCAMPO & MORENO, 2001). O agrupamento desses circulos numa regido da
mitocOndria préxima a base do flagelo da origem ao que se chama cinetoplasto (MILDER
& DEANE, 1969). Os glicossomos sdo organelas arredondadas, pertencentes ao grupo dos
peroxissomos, apresentando no seu interior enzimas envolvidas na via glicolitica, que s@o
responsaveis pela glicdlise neste organismo (DOCAMPO & MORENO, 2001). Medem
aproximadamente 0,3um e apresentam-se em torno de 200-300 por célula, constituindo um
total de 4% do volume do parasita (BOOTHROYD, 1990). Os acidocalcissomas sao
organelas membranares, contendo depdsitos eletrondensos devido a alta concentracdo de

1 . 2 2 - . , .
célcio (Ca™) e fosforo (P), sendo responsdveis pela homeostase destes fons no parasita

(DOCAMPO & MORENQO, 2001).
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e Ciclo de Vida do T. cruzi

No sangue periférico dos hospedeiros mamiferos, as formas tripomastigotas do 7.
cruzi apresentam-se como uma populacdo pleomorfica, consistindo em duas morfologias
basicas, descritas como delgada ou larga. Conseqiientemente, o inseto adquire essa
populacdo pleomorfica e até 10% de amastigotas no repasto sangiiineo feito em mamiferos
infectados (ANDREWS et al., 1987; LEY et al., 1988). Assim, os parasitas se dirigem ao
intestino médio do inseto, onde se diferenciam em formas amastigotas. As formas
tripomastigotas delgadas transformam-se em amastigotas por meio de um intermedidrio de
forma larga. Uma vez no intestino, as amastigotas se convertem em epimastigotas, que
como aquelas, sdo replicativas. Inicialmente, as amastigotas aumentam e estendem seus
flagelos, tornando-os visiveis. Neste estdgio, as formas sdo algumas vezes referidas como
esferomastigotas. Essas, t€ém seu corpo celular e flagelo alongando-se com o aumento da
densidade celular, dando origem a forma epimastigota cldssica. As formas amastigotas,
esferomastigotas e epimastigotas sdo proliferativas e a transicdo de uma dessas formas para
outra é um evento continuo (TYLER & ENGMAN, 2000).

Epimastigotas alongadas interagem hidrofobicamente com a cuticula cerosa da
parede posterior do intestino do inseto, para serem convertidas em formas tripomastigotas
metaciclicas infectantes (BONALDO er al., 1988, KLEFFMANN et al., 1998). Este
processo € denominado metaciclogénese e € desencadeado pela interagdao hidrofébica entre
o flagelo e o substrato, sendo mediado pelo AMP ciclico (BONALDO et al., 1988). Uma
vez formados, os metaciclicos se destacam da cuticula cerosa e sdo excretados. A
contamina¢do mediada pela excreta do inseto, tanto na ferida proveniente da picada quanto
na membrana mucosa do hospedeiro mamifero, conduz a infeccio (BONALDO et al.,
1988; GONZALES-PERDOMO et al., 1988; RANGEL-ALDAO et al., 1988).

Tripomastigotas metaciclicos sdo capazes de parasitar uma grande variedade de
células nucleadas de mamiferos. A invasdo ocorre por meio de um mecanismo parasitario
Unico, no qual microtibulos do citoesqueleto das células dos mamiferos direcionam
lisossomos para o local do ataque parasitirio (RODRIGUEZ et al., 1997; TARDIEUX et
al., 1992). Estes lisossomos fundem-se com a membrana plasmadtica, primeiro formando
uma juncdo com o parasita e depois um compartimento vacuolar permitindo a entrada do
parasita (RODRIGUEZ et al., 1997). A acidifica¢do do vactiolo parasitéforo, resultante da

fusdo lisossomal, também serve para ativar uma molécula semelhante a porina, a Tc-Tox,
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que ¢ secretada pelo parasita e facilita sua saida do vaciolo (ANDREWS, 1993). Os
tripomastigotas entdo, escapam do vacuolo e se diferenciam em formas amastigotas. Estas
proliferam no citoplasma da célula para formar um pseudocisto (ANDREWS, 1993;
DVORAK, 1976). Uma vez formadas, as tripomastigotas geralmente escapam do
pseudocisto e vao para a corrente sangiiinea e linfitica como formas delgadas, as quais
podem invadir novas células de maneira similar a invasdo metaciclica. Formas delgadas de
tripomastigotas que falham ao invadir novas células sofrem uma mudanca morfoldgica,
primeiro para a forma larga e depois para amastigota, sendo esta a causa do pleomorfismo
observado nas formas tripomastigotas do sangue periférico (LEY et al., 1988).

Células que sao lisadas prematuramente podem também liberar amastigotas, que
sdo observadas na corrente sangiiinea durante a fase aguda da infec¢do. As amastigotas
propagam a infeccdo quando infectam células fagocitarias, por um mecanismo diferente
das tripomastigotas. Finalmente, a mistura de tripomastigtas e amastigotas presentes no
sangue do mamifero infectado, serve para completar o ciclo de vida do 7. cruzi, no
momento em que o inseto adquire essas formas através do repasto sangiiineo (LEY et al.,

1988).

1.3. Quimioterapia

As drogas mais freqiientemente usadas para o tratamento da doenga de Chagas sdo
os compostos nitroheterociclicos, um nitrofurano, o nirfutimox e benznidazol um derivado
do nitroimidazol cujas atividades anti-7. cruzi foram descobertas ha mais de trés décadas.
Os estudos basicos t€ém mostrado a base molecular da atividade anti-7. cruzi e toxidade
destes compostos . O nirfutimox age via a redu¢do de grupos nitro para instabilizar radicais
nitrodnions, 0s quais tornam-se reativos e produzem alta toxidade, originando metabolitos
do oxigénio (anion superdxido e peréxido de hidrogénio). O T. cruzi tem demonstrado ser
deficiente em mecanismos de detoxificacdo, particularmente para o peréxido de
hidrogénio, e assim mais sensivel ao estresse oxidativo, quando comparado as células dos
vertebrados (DOCAMPO, 1990). O benznidazol parece atuar por um mecanismo diferente,
o qual envolve modificagdes covalentes de macromoléculas, por nitroredu¢do dos
intermedidrios. Ambos tém atividade significativa na fase aguda, com até 80% de cura
parasitologica (CANCADO, 1999). Entretanto, suas eficdcias variam de acordo com a drea

geografica devido a diferenca de susceptibilidade as drogas entre as diferentes cepas de T.
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cruzi (ANDRADE, 1992; KIRCHOFF, 1999). Tem sido demonstrado que a interleucina
(IL-12) e o interferon (IFN-y) constituem o eixo essencial do sistema imunoldgico para a
cura parasitolégica induzida por drogas (BAHIA-OLIVEIRA, 2000; ROMANHA, 2002).
Ambas drogas apresentam efeitos colaterais significativos, provavelmente como
conseqiiéncia dos danos de oxidoredugcdo nos tecidos do hospedeiro. Esses efeitos
colaterais incluem anorexia, vOmitos, polineuropatia periférica, leucopenias e
dermatopatias alérgicas (KIRCHOFF, 1999).

A maior limitacdo desses compostos € sua baixa atividade antiparasitdria na forma
cronica da doenca. 80% dos pacientes tratados ndo sdo curados parasitologicamente
(CANCADO, 1999; KIRCHOFF, 1999). Isso € constatado na positividade persistente
apresentada na sorologia dos pacientes e na evolugao clinica dos mesmos (CANCADO,
1999). As razdes para as diferencas na eficdcia entre as fases aguda e cronica poderiam ser
relatadas como propriedades farmacocinéticas insatisfatorias nos estidgios cronicos
(URBINA, 2002). Contudo, alguns estudos demonstram que pacientes sujeitos ao
tratamento com benznidazol, embora ndo curados parasitologicamente, tiveram reducdes
nas mudancas do eletrocardiograma e na freqiiéncia de deterioragdo da sua condi¢do
clinica (BAHIA-OLIVEIRA, 2000; VIOTTI, 1994).

O conhecimento crescente da biologia celular e das vias biossintéticas basica do 7.
cruzi tem permitindo a producdo de novas terapias especificas e promissoras para a doenga
de Chagas, como descritas a seguir.

O T. cruzi requer esterdis especificos para a viabilidade e proliferagao das suas
células em todos os estdgios do seu ciclo de vida, e € extremamente suscetivel frente aos
inibidores da biossintese do ergosterol in vitro. O cetoconazol e o itraconazol nao sao
poderosos o bastante para elimind-lo na forma cronica da doenga (URBINA, 2002). Em
contraste, estudos realizados no Chile com itraconazol, demonstraram que doses didrias de
6mg/kg durante 120 dias reduziram marcadamente o numero de xenodiagndsticos positivos
(50% dos casos) e diminuiram em 97,8% as anormalidades do eletrocardiograma (APT,
2003). Aliada a essa reducdo marcante da carga parasitiria somam-se efeitos colaterais
leves ou ausentes. Derivados de triazol como o D0870 e o posaconazol, também inibidores
da sintese do ergosterol, foram capazes de induzir cura parasitolégica total em modelos
murinos nas fases cronica e aguda da doenga. Além do mais, tais compostos foram capazes
de erradicar cepas resistentes ao nitroimidazol e ao nitrofurano presentes em ratos

infectados, até se o hospedeiro estivesse imunossuprimido (URBINA, 2002).

16



Atividade Tripanossomicida “In Vitro” de Extratos... Introducao

Recentemente, outros triazdlicos tais como ravuconazol, TAK-187 e UR-9825,
também tém mostrado atividade tripanossomicida in vivo e in vitro (URBINA, 2003).

O T. cruzi contém uma L-catepsina semelhante a protease cisteina denominada
cruzipain, a qual € responsavel pela maior atividade proteolitica em todos os estdgios de
vida do parasita (CAFFREY, 2000; CAZZULO, 2001). Inibidores especificos desta
protease bloqueiam a proliferacdio de ambas as formas epimastigotas extracelular e
amastigotas intracelular, além de inibir a metaciclogénese in vitro, indicando que essa
enzima desempenha papel essencial para a sobrevida e crescimento do parasita. Esses
inibidores podem prolongar a sobrevida e induzir a cura parasitologica em modelos
murinos nas fases aguda e cronica da doencga, com toxidade minima (ENGEL, 1998;
CAFFREY, 2000; CAZZULOQO, 2001).

Muitos desses compostos, incluindo o N-metil-piperazina-uréia-F-hF-vinil-
sulfofenil, foram ativos em baixa concentra¢do, na faixa nanomolar, contra a molécula
pura de cruzipain, demonstrando atividade contra amastigotas intracelulares in vitro (DU,
2002).

Os tripanossomatideos contém  organelas especializadas = denominadas
acidocalcissomas, que estdo envolvidas no estoque de cdlcio e polifosfatos, e na adaptacao
desses microrganismos ao ambiente de estresse. O célcio que entra e sai da matriz do
acidocalcissoma é regulado por uma série de mecanismos incluindo Ca* ATPase, o
trocador Na'/H" e as pirofosfatases das bombas de prétons (DOCAMPO & MORENO,
2001). Os Bisfosfofonatos, que sdo metabdlitos inorganicos inertes semelhantes ao
pirofosfato, sdo seletivamente acumulados no parasita e podem inibir enzimas envolvidas
nas reacOes de pirofosfatases organica e inorganica, tais como a esqualeno sintase, a
farnesil-pirofosfato sintase ou as pirofosfatases das bombas de prétons (MONTALVETTI,
2001). Esses compostos tém uma atividade potente e seletiva in vivo e in vitro
(DOCAMPO & MORENO, 2001).

Os tripanossomas sdo absolutamente deficientes na biossintese de purinas. Eles
conseguem esses compostos essenciais no meio de crescimento. Uma enzima chave desta
via é a hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase (HGPRT), alvo bioquimico nesses
organismos. Nos tripanossomatideos, o alopurinol age como um andlogo de purina e é
incorporado, através da HGPRT no DNA dos parasitas e assim, interrompendo a sintese de
RNA e proteinas. O alopurinol apresenta diferencas marcantes de susceptibilidade entre as

diferentes cepas de T. cruzi (STOPPANI, 1999).
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Atividade Tripanossomicida “In Vitro” de Extratos... Introducao

Virias outras vias bioquimicas tém sido identificadas como alvos potenciais para a
quimioterapia do 7. cruzi, incluindo as enzimas envolvidas na sintese e metabolismo redox
do trypanotione [N', N®-bis (glutationil)-espermidina]. Essa via é tnica no protozodrio e
requer glutationa e glutationa reduzida no sistema tioredox intracelular (SCHMIDT &
KRAUTH-SIEGEL, 2002).

A diidrofolato redutase, uma enzima que catalisa o passo crucial na neosintese de
nucleotideos do DNA, € outro alvo potencial. Embora alguns inibidores dessa via tenham
atividade anti-7. cruzi seletiva in vitro, a significancia e seletividade in vivo, ainda
precisam ser demonstradas (SARAIVA, 2002).

Outros compostos com promissora atividade anti-7. cruzi sdo: andlogos dos
lisofosfolipideos como o miltefosine, que tem destacada atividade oral contra leishmanias e
atividade in vivo nas infeccdes experimentais de 7. cruzi; e inibidores do fenil e N-miristoil

transferase, como potenciais agentes tripanossomicidas (GELB, 2003).
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Atividade Tripanossomicida ““In Vitro” de Extratos... Justificativa e relevancia

2.0. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A doenca de Chagas € uma doenca parasitdria endémica que afeta mais de 20
milhdes de pessoas na América Latina. A maior parte das pessoas infectadas apresenta-se
com a forma cronica da doenca estabelecida, acarretando em 30-40% dos casos, lesdes
cardiacas e gastrointestinais irreversiveis como conseqiiéncia de um processo inflamatério
associado a persisténcia parasitiria (BRENER, 1997; TARLETON, 2001).

A quimioterapia disponivel atualmente, baseada no nitroimidazol (benzonidazol) e
no nitrofurano (nifurtimox) € insatisfatéria porque ambas as drogas tém eficdcia limitada
no estagio cronico, induzindo efeitos colaterais téxicos no hospedeiro. O nifurtimox apds
ter sido amplamente usado no Brasil e em outros paises latino-americanos foi retirado do
mercado farmacéutico (DOCAMPO & URBINA, 2003; FERREIRA, 1990; SOSA et al.,
1999).

A citogenotoxidade induzida pelas drogas pode limitar a dose e duragdo do
tratamento, afetando a qualidade de vida dos pacientes. Os efeitos colaterais aliados a
toxidade tecidual induzem em longo prazo alteragdes no sistema imune e evidéncia de
malignidades, provavelmente devido aos danos genéticos induzidos pelo tratamento com
as drogas (GUPTA et al., 1996).

As substancias liquénicas tém demonstrado importantes atividades bioldgicas sendo
utilizadas desde a antiguidade. Todavia, trabalhos sobre o efeito das substancias liquénicas
sobre parasitas para saude publica ainda s@o escassos.

Recentemente, estudos de substancias liquénicas contra protozodrios parasitas tém
demonstrado a eficdcia do dcido dsnico contra a leishmaniose cutinea quando utilizado
intralesionalmente, (FOURNET et al., 1997), e o acido usnico extraido da Cladonia
substelarta mostrou-se efetivo contra todas as formas evolutivas do 7. cruzi (CARVALHO
et al., 2004). Desta forma, torna-se vidvel e promissor analisar os efeitos in vitro de

extratos organicos de Cladonia salzmannii contra o T. cruzi.
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Atividade Tripanossomicida ““In Vitro” de Etratos... Introducao

3.0. OBJETIVOS

3.1. Geral

e Avaliar a atividade “in vitro” do extrato organico e do acido barbatico de

Cladonia salzmannii Nyl. sobre a forma evolutiva epimastigota do 7. cruzi.

3.2. Especificos

e Identificar, isolar e purificar o dcido barbético, principal composto de C.

salzmannii Nyl.
e Identificar as possiveis modificacdes morfoldgicas do dcido barbético sobre

a forma evolutiva epimastigota de 7. cruzi, através da andlise ultraestrutural

por microscopia eletronica de transmissdo e de varredura.
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Abstract

Chemotherapy for Chagas’ disease is still unsatisfactory due to toxicity and limited effectiveness of the
available drugs. In this work we have investigated the effect of ether extract and barbatic acid isolated from
lichen Cladonia sazlmanni Nyl., against Trypanosoma cruzi, in vitro. Both compounds were tested at 5,10,20
and 40pg/mL, with daily evaluation of growth rate, during 4 days. The results showed the ether extract more
effective against the parasite in all tested concentration, while the barbatic acid showed no significant
inhibition under 5 and 10 pg/mL. The highest effectiveness of ether extract can be due to other compounds in
the extract, as D-barbatic, thamnolic and D-thamnolic acids. Morphological changes, as well as induction
aberrant-shaped cells in drug treated parasites observed by transmission and scanning electron microscopy.
Despite of needing futher about pathophysiological effects of Cladonia salzmannii products, the results point

towards the potential use of barbatic acid as chemotherapic agent against Chagas’ disease.

KEY WORDS - Trypanosoma cruzi, Chagas’ disease, Cladonia salzmannii, barbatic acid.

1. Introduction

Chagas’ disease is a serious health problem in South America, particularly in Brazil.
More than 5 million brazilians are affected, with major loses in work ability and life
quality (WHO, 1990; MONCAYO, 1993). Etiological agent of this disease is the
haemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi, which is transmitted to humans and other
mammals by triatomine bugs, with further human infection occurring by blood transfusion

and transplacentally. Therapy for Chagas’ disease is unsatisfactory, due to the significant
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toxicity of the available drugs (nifurtimox and benznidazole). Although both compounds
may reduce the acute phase and decrease mortality; parasitological cure is achieved in only
60% of acute patients and their use during the chronic phase is a matter of considerable
discussion (DE CASTRO, 1993; ESTANI ef al., 1998). Furthermore, differences in the
susceptibility of T. cruzi strains to these drugs have been reported (FILARDI et al., 1987).
Lichens are organisms composed by a fungus and one or more algae. These slow-
growing organisms produce secondary metabolites, and many of them are known for
presenting biological and/or pharmacological activities (YAMAMOTO et al., 1995). Even
though these activities of lichen metabolites have now been recognized, their therapeutic
potential has not yet been fully explored. Depsides, as barbatic and diffractaic acids, are
distinct class of lichen-derived compounds, which are formed by condensation of two or
more hydroxybenzoic acids whereby the carboxyl group of one molecule is esterified with
a phenolic hyfroxyl group of a second molecule ( Figure 5). (KUMAR et al, 1999-a)
Diffractaic acid is one of the most common secondary metabolites of many lichen species.
This compound has been shown to exhibit antiviral, antitumor, analgesic and antipyretic
activity (HUNEK & YOSHIMA,1996). On the other hand, the biological activity of
barbatic acid is rarely reported in the literature. The aim of this study was to analyze, in
vitro, the potential trypanosomal activity of ether extract and pure barbatic acid from
Cladonia salzmannii. on growth and ultrastructure of 7. cruzi, the etiological agent of

Chagas’ disease.

CH, H,C COOH
Hooc OH HO CHO

Figure 5 - Structural formula of barbatic acid
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2. Materials and methods

2.1 Parasites

T. cruzi epimastigotes (Dm28c clone) were axenically maintained at 28,8 °C in LIT
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (CAMARGO, 1964) and harvested at

the exponential phase of growth.

2.2 Lichen material

Collection and storage Cladonia salzmannii Nyl., occured in Bonito County, NE of
Brazil, was collected (150g) and kept in paper bags at room temperature (28° C = 3° C),
until biological and chemical assays.

The species was identified by one of the authors (E. C. PEREIRA) through
morphological and chemical thallus characteristics.

The lichen material was deposited at UFP herbarium (Universidade Federal de

Pernambuco).
2.3 Obtation of organic extracts
2.3.1 Exhaustion extraction

Thalli of powdered C. salzmannii (50g) were submited to two sucessive extractions
in mechanical shaker with diethyl ether. The material was kept at 2 to 4 OC, for 24h. After
reaction, the lichen compound was extracted with choloform by the same procedure, with a
final extraction with acetone. The extracts were evapored at room temperature and kept in

dessecator until achieve constant weight (PEREIRA et al., 1996).
2.3.2 Hot exhaustion extraction

Thalli of powdered Cladonia salzmannii (50g) were extracted sucessively with
dyethyl ether, chloroform and acetone in a Soxlet apparatus during 8h at 40 °C. The

extratcs were maintened at the same conditions mentioned above.
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2.3.3 Barbatic acid isolation and purification

The major compound of C. salzmannii, barbatic acid, was isolated and purified
from ether extract. After concentration, the extract was sucessively washed with
chloroform in a G4 funnel, according to Asahina & Shibata (1954) modifyed by Pereira
(1998).

2.3.4 Thin layer chromatography (TLC)

Qualitative data from organic extracts and purified barbatic acid from C. salzmannii

were obtained through TLC.

Dilluted extract and barbatic acid were applied in silica Gel 60 Fasa+ 366 plates
(Merk) de 20cm x 20cm developed on A solvent system (toluene/dioxane/acetic acid, 180:
45: 5, v/v). After solvents evaporation the plates were visualized under UV short (254nm)
and long (366nm) wavelenghts. In the next step the plates were sprayed with H,SO4 (10%)
and heated at 100°C for 40 min for spots color reaction (CULBERSON, 1972).

The results were evaluated by spots colors and their Rf values was compared with

comercial barbatic acid standard.
2.3.5 High performance liquid chomatography (HPLC)

The organic extract (1,0 mg/mL) and barbatic acid (0,1 mg/mL) were analysed by
HPLC in a Hitachi liquid chromatograph, coupled to an UV detector at 254nm.

The samples were injected in a reverse phase column (C18) with mobile phase
methanol/water/acetic acid (80: 19,5: 0,5, v/v), flow 1,0 mL.min'l, injection volume 20 pL,

atenuation 0,04 and room temperature (28 £ 3 °C).

The results were evaluated by peak area of compounds and retention time (RT) in

the column compared to the standard barbatic acid.
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2.3.6 Effect of ether extract and barbatic acid on epimastigotes

Ether extract and pure barbatic acid were diluted in LIT medium at final
concentration of 5, 10, 20, 40 ng/mL, and added to cell culture flasks containing 1 x 10°
cells/mL. Aliquots (1 mL) were daily collected during four days and the culture growth
was spectrophotometrically estimated at 630 nm, in triplicate. Optical density was assumed
to be directly correlated to parasite number in culture medium. Epimastigotes growing in
LIT medium containing 1% DMSO (solvent) were used as a control. Results were
expressed as mean +/- SE and analyzed by ANOVA and Newmam Keuls test. After 4
days, control and treated parasites were harvested by centrifugation and processed for

transmission and scanning electron microscopy.

2.3.7 Electron microscopy

Control and treated culture epimastigotes, were harvested, at room temperature by
centrifugation at 1500g, washed twice in PBS and fixed for 2 h at 4 °C in a solution
containing 2.5% glutaraldehyde, 4% paraformaldehyde and 0.1 M cacodylate buffer, pH
7.2. After washing in this same buffer, cells were post-fixed for 1 h in a solution containing
1% 0Os04, 0.8% potassium ferricyanide and 5 mM CaCl, in 0.1 M cacodylate buffer, pH
7.2. The cells were then dehydrated in acetone and embedded in epoxy resin. Ultrathin
sections were stained with uranyl acetate and lead citrate and examined in a Zeiss EM 109
transmission electron microscope. For scanning electron microscopy, control and treated
epimastigote were fixed as describe above. After fixation cells were washed in this same
buffer, and allowed to adhered for 15 min. to the surface of glass previously coated with
0.1% poly-L-lysin. After incubation the coverlips were rinsed in cacodylate buffer, post-
fixed, dehydrated in ethanol, dried at critical point with CO,, coated with gold and

observed in a JEOL scanning electron microscopy.
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3.0 Results

3.1 Yield of organic extracts and purified barbatic acid

The yield of exhaustion organic extractions from 50g of dried lichen thalli is shown

in table 1.

The total yield of extractions were 4,35% and 2,38% of dried thalli, respectively.

The ether extract showed the highest content in both procedures.

The purification of barbatic acid from 500mg of ether extract (hot) corresponded to

a yield of 98,6%.

Table 1. Yield of organic extracts of Cladonia salzmanii obtained by different

Methodology.
Hot Exhaustion Extraction Exhaustion Extraction
Extracts Yield Extracts Yield

(G) (%) (G) (%)
Ethereous 1.342 2.68 Ethereous 0.920 1.84
Chloroformic 0.428 0.85 Chloroformic 0.081 1.63
Acetonic 0.412 0.82 Acetonic 0.182 0.37
Total 2.182 4.35 Total 1.082 2.38

3.2 Thin layer chromatography (TLC)

The organic extracts and purified barbatic acid were submitted to TLC (Figure 6).
The barbatic acid was recognized as major compound (Rf 0,34) of C. salzmznnii, in
agreement with standard barbatic acid, identified and characterized through spectroscopic

tests.

This acid was present in all extracts, alone in the chloroformic one, besides another

unidentified spots.

Since the highest yield of hot ether extract, this sample was selected for subsequent

assays.
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S %" 9 sen

Figure 6 - Thin layer chromatogram of organic extracts and purified barbatic acid from Cladonia
salzmannii captions: 1) Extraction with chloroform; 2) Hot exhaustion extraction with chloroform;
3) Extraction with acetonic; 4) Hot exhaustion extraction with acetonic; 5) Extraction with ether; 6)
Hot exhaustion extraction with ether; 7) Standard of barbatic acid.

3.3 High performance liquid chromatography

Through HPLC analysis was possible to determine the barbatic acid concentration

on ether extract, as well as the purity of isolated material.

The ether extract chromatogram showed four peaks, whose major compound (RT
17,66 min) corresponded to standard barbatic acid . This result ratifies the TLC assays. The
other peaks can be other refered compounds for C. salzmannii as D-barbatic, thamnolic

and D-thamnolic acids (AHTI et al., 1993).

The purified barbatic acid showed retention time similar to comercial barbatic acid

used as standard , with a high purity degree (97%), (Figure 7).
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Figure 7. - Hhigh performance liquid chromatograms of purified barbatic acid (a), ether extract (b),
and standard barbatic acid (c¢) obtained from Cladonia salzmannii

3.4 Effect of ether extract and barbatic acid on Trypanosoma growth and ultrastructure

Ether extract and pure barbatic acid from Cladonia salzmannii were tested for their in
vitro anti- trypanosomal activity toward 7. cruzi epimastigote forms. Incubation of
epimastigote cultures of 7. cruzi with different concentrations of both ether extract and
pure barbatic acid resulted in a decrease of O.D. values. Although the ether extract (Figure
8A) has been shown more effective against 7. cruzi, their inhibitory effect on parasite
proliferation was statistically significant only after 72 hours of cultivation, for all tested
concentration. In barbatic-treated cultures, no significant inhibition could be observed
with 5 and 10 pg/mL concentrations at any time of cultivation (Figure 8B).

Observation of untreated epimastigotes by transmission electron microscopy showed a
centrally located nucleus, a single elongated mitochondrion running along the cell body, a
compact condensation of mitochondrial kinetoplast DNA and reservosomes, the latter

corresponding to the prelysosomal compartments in this parasite, and located at the
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posterior end of parasites (Figure 9A). Ultrastructural analysis of both ether extract
(Figure 9B-C) and barbatic acid- treated-epimastigotes (Figure 10) showed marked
changes including swelling and vacuolation of mitochondria and kinetoplast, as well as
loss of the mitochondrial cristae organization. Appearance of empty space in the cytoplasm
with loss of ribosomes and blebbing formation at plasma membrane (Figure 10A) were
usually observed. These morphological changes were present in all samples and the
number of affected cells was directly correlated to drug concentration. Severe cell damage
was observed at higher drug concentrations. Blebbing formation and plasma membrane
rupture (Figure 10B), are also commonly observed. Large aberrant shaped vesicles,
presenting membranous and condensed material were observed in the cytoplasm of these
parasites (Figure 10C ). Marked vacuolation of mitochondrial matrix with the presence of
large vesicles containing membranous profiles and particulate material at the posterior end
of parasite (Figure 10D).

Scanning electron microscopy confirmed the data obtained by transmission electron
microscopy, particularly concerning the organization of plasma and flagellar membranes.
Using 40 pg/mL of barbatic acid was observed portions of membrane formed blebs, which
in some cases completely detached from parasite body (Figure 11B). Aberrant dividing cell
presenting more than two flagella were seen in all tested concentrations (Figure 11C).
Treated epimastigote forms showing an altered plasma and flagella membranes with

corrugated appearance and bleb formation (Figure 11D).
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Figure 8 - Inhibitory effect of ether extract (a) and pure barbatic acid (b) from Cladonia salzmannii
on epimastigote growth: () control; (W) 5 ug/mL; () 10 ug/mL; (@) 20 ug/mL; (%) 40 ug/mL.
The points represent the mean value of three independent measurements
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Figure 9. Ether extract-treated epimastigote forms. (A) Ultrastructure of control epimastigote form
grown in LIT medium. Longitudinal section showing reservosomes (R) at the posterior end, the
centrally located nucleus (V) and rod-shaped kinetoplast (K). Mitochondrial profiles (arrowhead)
are observed immediately beneath the plasma membrane. X 33,000. (B) High magnification of
epimastigote culture treated with 40 pg/mL of barbatic acid showing swelling and vacuolation
(arrow) of mitochondria matrix (M), Reservosomes (R) are spread throughout the cytoplasm. X
100,000. (C) — Treated-epimastigote form showing a vacuolation (arrrow) of kinetoplast, loss of
cytoplasmic and ribosomal content and presence of large vesicles beneath the plasma membrane
(*) X 150,000.
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Figure 10 - Barbatic acid-treated epimastigote forms. (A) - Epimastigote culture treated with 5
pg/mL of barbatic acid large empty area in the cytoplasm (*). The nucleus (N), Golgi complex
(GC) and Kinetoplast (K) presented a well preserved structure x 33,000. (B) - Large magnification
of epimastigote treated with 20 pg/mL barbatic acid epimastigote showing rupture of cell
membrane (arrow) and disorganization of organelle structures. Appearance of myelinic structures
was also observed (arrohead) x 33,000. (C) - Electron microscopy of epimastigote form treated
with 40 pg/mL barbatic showing large vesicles in the cytoplasm presenting high material
condensation (¥*). Note the corrugated aspect of plasma membrane which was partially detached
(%). No subpellicular microtubes could be observed in this area x 33,000. (D) - marked
vacuolation of mitochondrial matrix. General aspect of 40 ug/mL barbatic acid-treated cells . Note
the presence of large vesicles containing membranous profiles and particulate material at the
posterior end of parasite x 33,000.
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Figure. 11 - Scanning electron microscopy (SEM) of Trypanosoma cruzi epimastigote 40ug/mL
of barbatic acid.. (A) - T. cruzi, without any drug treatment (control), showing a spindle shape and
smooth plasma membrane. (B) Portions of membrane formed blebs, which in some cases where
completed detached from parasite body. (C) Aberrant dividing cell presenting more than two
flagella. (D) - Treated epimastigote forms showing an altered plasma and flagella membranes with
corrugated appearance and bleb formation.

4.0 Discussion

Due to the high yield of compouds extracted by diethyl ether, as well as the
increasing of temperature, the hot ethereous extract was used to biological assays.

The strong decrease of O.D. values found in both ether and pure barbatic acid
treated cultures points to an effect on both growth and viability of epimastigote forms,
mainly at 20 and 40 pg/mL concentrations. However the growth inhibition pattern was not
similar for these two treatments. The ether extract have been shown more effective
against epimastigote forms of 7. cruzi when compared with barbatic acid alone. It is
possible that other substances as, D-barbatic, thamnolic and D-thamnolic acids present in

the extract, may act in synergism with barbatic acid. On the other hand, the weak effect on
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cell proliferation at the first 48 hours of incubation, can be due to the lower permeability of
T. cruzi plasma membrane to these compounds. A common feature of lichen compounds is
their hydrophobic nature (MULLER, 2001). In our study, we identified the plasma
membrane as a primary target for barbatic acid aciton. The increase in both cell and
organelle volumes and loss of cytoplasm electrondensity corroborate this hypothesis. In
this way, barbatic acid may accumulate in microbe cell membranes and increase their
permeability, resulting in leakage of enzymes and metabolites. Diffractaic and barbatic
acids have been identified as a non-redox inhibitors of the biosynthesis of leukotrienes in
mammalian cells. Leukotrienes are derived from the biotransformation of arachidonic acid
through the action of 5-lipoxygenase, and play a important role in a variety of
phatophysiological states in humans (KUMAR et al., 1999-b,c). In Trypanosoma brucei,
archidonic acid has been demonstrated to be important in calcium influx regulation. The
inhibition of arachdonic pathway can impair the calcium influx through the plasma
membrane, leading to cell collapse and death (EINTRACHT et al., 1998) Thus, another
possibility is that barbatic acid act in some step of arachdonic biosynthesis pathway. The
weak inhibitory effect on 7. cruzi growth, observed at low concentrations may be due to
existence of acidocalcisome in 7. cruzi, which are organelles involved in calcium
homeostasis. It’s possible that at lower drug concentrations, acidocalcisome
counterbalance the loss of Ca™ caused by drug treatment.

In addition to the above mentioned morphological effects it was observed that
epimastigote treatment with barbatic acid and ether extract from C. salzmannii induced
aberrant-shaped cells, most of them presented abnormal mitosis process, with displaced
organelles. These data strongly suggest an additional inhibitory effect on microtubules,
resulting in cytokynesis impairment.

In conclusion, although further studies are needed in order to elucidate the
pathophysiological effects of ether extract and barbatic acid from C. salzmannii, either in
vivo or in vitro, our results point towards the potential use of barbatic as a chemotherapic

agent for Chagas’ disease.
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6.0 CONCLUSOES

¢ Devido ao maior rendimento obtido, o processo de extracdo a quente provou

ser a metodologia de escolha para obten¢do do acido barbético.

e O efeito inibitdrio do extrato etéreo foi mais evidente quando comparado ao
do dacido barbdtico purificado. Isso pode ser devido provavelmente a
presenca de substincias como os dcidos D-barbdtico, tamindlico e D-
tamindlico que podem agir em sinergismo com o &cido barbdtico,
potencializando sua acdo. A auséncia de efeitos nas primeiras 48h de
tratamento com o extrato organico sugere uma menor permeabilidade do 7.

cruzi a esses compostos.

e Apesar das alteragdes morfolégicas em organelas como reservossomos,
mitocondrias e cinetoplasto, nossos resultados apontam a membrana
plasmadtica como o principal alvo da a¢do do 4cido barbdtico. As ondulagdes
presentes na superficie e a formagdo de bolhas na membrana plasmatica,
seguida da sua ruptura e perda da eletrondensidade citoplasmatica,

corroboram esta idéia.

e QO fraco efeito inibitério no crescimento de 7. cruzi, observado nas baixas
concentracdes, pode ser devido ao acidocalcisoma, organela envolvida na
homeostase do cdlcio, que compensa a perda de célcio causada pelo

tratamento com a droga.

e Qs tratamentos com dcido barbatico e extrato etéreo de C. salzmannii
induzem o aparecimento de células com formas aberrantes, muitas delas
apresentando processo mitético anormal, com desprendimento de organelas.
Estes dados sugerem um efeito inibitério adicional nos microtibulos,

resultando no impedimento da citocinese.
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¢ O éacido barbatico e o extrato organico de C. salzmannii mostraram-se
promissores agentes tripanossomicidas, embora estudos adicionais sejam
necessarios para elucidar seus efeitos nas formas tripomastigota e

amastigosta, assim como determinar seus alvos intracelulares especificos.
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Ata da defesa de dissertacdo do mestrando Carlos Fernando Brasileiro de
Vasconcelos, realizada em 24 de fevereiro de 2005, como requisito final para
obtencao do titulo de Mestre em Bioquimica.

As 09:15 minutos do dia 24 de fevereiro de 2005, foi realizada, no Auditério Prof
Marcionilo Lins, a defesa de dissertacdo de Carlos Fernando Brasileiro de
Vasconcelos, aluno do Curso de Mestrado em Bioquimica. Iniciando, a Profa.
Dra. Vera Ldcia de Menezes Lima (Coordenadora do Curso supra citado), fez a
apresentacao do aluno, de seu orientador, Prof. Dr. Nicacio Henrique da Silva, de
suas Co-orientadoras, Profa. Dra. Regina Célia Bressan Queiroz de Figueiredo,
Profa. Dra. Eugénia Cristina Gongalves Pereira, e da Banca FExaminadora
composta pelos professores doutores: Nicacio Henrque da Silva, na qualidade de
Presidente, Vera Lucia de Menezes Lima, José Luiz de Lima Filho, os trés do
Depto. de Bioquimica/UFPE, e Luiz Carlos Alves, do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/FIOCRUZ. Apés as apresentagdes, o Sr. Presidente convidou o aluno
para a apresentacao de sua dissertagéo intitulada: “Atividade Tripanossomicida
in vitro de Extratos Organicos e do Acido Barbatico de Cladonia salzmannii
NyL.”, e informou, que de acordo com o Regimento Intemo do Curso, o candidato
dispbe de até 50 (cinquenta) minutos para apresentacao do trabalho e o tempo de
arguicao para cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo aluno para
responder as perguntas sera de 30 (trinta) minutos. O aluno procedeu a sua
apresentacdo em 45 (quarenta e cinco) minutos. Apos a defesa, o Sr. Presidente
convidou os membros da Banca Examinadora para ocupar seus lugares,
passando a palavra para o Prof. Dr. Luiz Carlos Alves, em seguida para o Prof. Dr.
José Luiz de Lima Filho e finalmente para a Profa. Dra. Vera Lucia de Menezes
Lima. Concluidas suas argiicbes, deram-se por satisfeitos, deram algumas
sugestdes e parabenizaram o mestrando e seus orientadores. Dai o Sr.
Presidente, na qualidade de orientador, fez algumas consideracoes e a sessao foi
suspensa para o julgamento pela Banca Examinadora, que se reuniu na
Secretaria do Curso, na presenca da coordenadora. Apos alguns comentarios, a
Banca decidiu, por unanimidade, conceder a mencao “Aprovado com Distingao”.
Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim,
Secretario, e demai membros da Banca Examinadora. Recife, 24 de fevereiro de

2005. %/ /ﬂg}//‘yﬂ_.:/ﬁ)
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