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RESUMO

A leishmaniose apresenta-se como um grave problema de saude publica em muitos paises do
mundo, afetando populagdes social e economicamente vulneraveis. A busca por novos
fitoquimicos com agdo antiparasitaria, menor toxicidade e de baixo custo surge como uma
alternativa aos tratamentos existentes. Alguns estudos mostraram que o 4cido usnico (AU)
possui diversas atividades bioldgicas (antiproliferativa, antiviral, anti-inflamatoria,
antimicrobial e antiparasitdria), no entanto apresenta elevada hepatotoxicidade e baixa
solubilidade. A forma soltivel do AU, sal de potassio derivado do &cido tisnico (PS-UA) ou
usnato de potassio, tem sido utilizada por alguns pesquisadores no intuito de aumentar sua
eficacia e reduzir sua toxicidade. No presente estudo, objetivou-se analisar a atividade
leishmanicida in vitro do AU e do PS-UA frente as formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi e a citotoxicidade em macrofagos (RAW 264.7); assim como,
avaliar se esses compostos interferem na morfologia do parasita. O AU foi isolado do extrato
bruto do liquen Cladonia substellata Vainio e o PS-UA foi obtido a partir da salinizagdo desse
extrato. A atividade antiprotozoaria do AU e do PS-UA contra formas promastigotas de L. (L.)
infantum chagasi e a viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio do MTT. Andlises
estruturais e ultraestruturais dos parasitos foram realizadas através de microscopia eletronica.
Adicionalmente, neste estudo foi utilizada a técnica de eletroforese em gel bidimensional (2D)
e espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF) com a finalidade de destacar e identificar
proteinas diferencialmente acumuladas nas formas promastigotas dos parasitas sob agdo
do PS-UA (6,25 ng/mL). A ICso do AU e do PS-UA frente as formas promastigotas de L.
(L.) infantum chagasi foram determinadas (18,30 = 2,00 e¢ 3,71 £ 2,99 nug/mL,
respectivamente) e a concentragdo da ICso do PS-UA revelou ser sete vezes menos toxica
para os macrdofagos (CCso = 26.31 £ 13.55 pg/mL, IS = 7). A andlise dos parasitas pela
microscopia eletronica de varredura revelou alteracdoes de superficie e de forma (conforme
as concentragdes de ICso determinadas). Foram observadas as seguintes alteragdes
ultraestruturais: sob acdo do AU detectou-se tumefacdo dos parasitas, perda de polaridade
celular e aumento do numero de vactolos citoplasmaticos; ja sob ag¢do do PS-UA
observou-se modificagdes na cromatina nuclear, intensa vacuolizagdo citoplasmatica,
extensa tumefacdo mitocondrial, corpos lipidicos e vesiculas elétron-densas por todo o
citoplasma. Através da eletroforese (2D) foi observado um total de 450 spots proteicos e
na analise comparativa dos perfis protedmicos entre as formas promastigotas tratadas
com PS-UA e as formas ndo tratadas foram revelados 173 spots, sendo 81 spots
encontrados exclusivamente no perfil proteico das formas nao tratadas e 63 spots nas
formas tratadas, com um acumulo diferencial de 29 spots. Dentre as
proteinas diferencialmente acumuladas, o Fator de Iniciagdo Traducional (IF-2),
importante na sintese proteica, apresentou-se reduzido sob efeito do PS-UA. Na
ontologia génica para regulagdo de processos bioldgicos, verificou-se que o PS-UA exerceu
consideravel influéncia com relagdo a expressao de proteinas. O PS-UA foi eficaz contra as
formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi sem causar toxicidade as
células de mamiferos, destacando-se como uma nova proposta de farmacos leishmanicidas.

Palavras-chave: Acido usnico. Toxicidade. Leishmania infantum. Morfologia. Protedmica



ABSTRACT

Leishmaniasis is as a serious public health problem in many countries of the world,
affecting socially and economically vulnerable populations. The search for new
phytochemicals with antiparasitic action, lower toxicity and low cost appears as an alternative
to existing treatments. Some studies have shown that usnic acid (AU) has several biological
activities (antiproliferative, antiviral, anti-inflammatory, antimicrobial and antiparasitic),
however it presents high hepatotoxicity and low solubility. The soluble form of AU,
potassium salt derived from single acid (PS-UA) or potassium usnate, has been used by some
researchers to increase its efficacy and reduce its toxicity. The objective of this study was to
analyze the in vitro leishmanicidal activity of AU and PS-UA against Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi promastigotes and macrophage cytotoxicity (RAW 264.7); as
well as to evaluate if these compounds interfere in the morphology of the parasites. AU was
isolated from the crude lichen extract Cladonia substellata Vainio and the PS-UA was
obtained from the salinization of this extract. The antiprotozoal activity of AU and PS-UA
against promastigotes of L. (L.) infantum chagasi and cell viability were evaluated by the
MTT assay. Structural and ultrastructural analyzes of the parasites were performed by electron
microscopy. In addition, two-dimensional gel electrophoresis (2D) and mass spectrometry
(MALDI-TOF/TOF) were used to highlight and identify proteins differentially expressed by
promastigote forms of the parasites under the action of PS-UA (6,25 pg/mL). The ICso of AU
and PS-UA against L. (L.) infantum chagasi promastigotes were determined (18.30 £ 2.00
and 3.71 £ 2.99 ug/mL, respectively) and the concentration of ICsy of PS-UA was found to
be seven times less toxic to macrophages (CCso = 26.31 £ 13.55 pg/mL, IS = 7). Analysis of
the parasites by scanning electron microscopy revealed surface and shape changes (according
to the determined ICso concentrations). The following ultrastructural changes were observed:
under AU action, swelling of the parasites, loss of cell polarity and increase in the number of
cytoplasmic vacuoles were detected; already under action of the PS-UA was observed
changes in nuclear chromatin, intense cytoplasmic vacuolization, extensive mitochondrial
swelling, lipid bodies and electron-dense vesicles throughout the cytoplasm. A total of
450 protein spots were observed through the electrophoresis (2D) and in the comparative
analysis of the proteomic profiles between the promastigote forms treated with PS-UA and
the untreated forms, 173 spots were revealed, 81 spots found exclusively in the protein
profile of untreated forms and 63 spots in the treated forms, with a differential
accumulation of 29 spots. Among the differentially accumulated proteins, the Translation
initiation factor (IF-2), important in the protein synthesis, was reduced under the effect of PS-
UA. In the gene ontology for regulation of biological processes, it was verified that
the PS-UA exerted considerable influence with respect to the expression of proteins. The
PS-UA was effective against the promastigote forms of L. (L.) infantum chagasi
without causing toxicity to mammalian cells, standing out as a new proposal of leishmanicidal
drugs.

Keywords: Usnic acid. Toxicity. Leishmania infantum. Morphology. Proteomics
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1 INTRODUCAO

Leishmanioses compdem um grupo de doengas causadas por um protozoario
do género Leishmania, que afeta principalmente pessoas carentes da Africa, Asia e
América Latina, estando associada com a desnutricdo, deslocamento populacional,
moradia precaria, imunodeficiéncia e falta de recursos financeiros; sendo endémica em 97
paises do mundo, com mais de 350 milhdes de pessoas em risco e dois milhdes de novos
casos por ano, com uma mortalidade anual de aproximadamente 60.000 casos por
ano, um nuamero somente superado pela malaria dentre as doengas parasitarias
(HOTEZ, 2007; WHO, 2010; WHO, 2016).

Os parasitas sdo transmitidos ao homem através da picada da fémea do inseto
Lutzomyia sp. e de acordo com o quadro clinico apresentado pelos pacientes, as principais
espécies do parasito causam, pelo menos, trés formas da doenga no homem: Leishmaniose
Cutéanea (L. tropica, L. major), Leishmaniose Mucocutanea (L. braziliensis; L. mexicana; L.
amazonensis) e Leishmaniose Visceral (L. donovani; L. infantum chagasi). No Brasil, as
leishmanioses estdo presentes em dareas urbanas e suburbanas, sendo a espécie de Leishmania
infantum chagasi o agente etioldgico da Leishmaniose Visceral (LV), enquanto a Leishmania
amazonensis esta associada a forma cutanea da doenca (MONTE NETO et al.,, 2011).

A busca de novos farmacos com acdo leishmanicida tem  sido
constante, principalmente pela elevada toxicidade de substancias de primeira escolha para o
tratamento dessa doenga, como o Glucantime® e Pentostam®; que mesmo assim, ndo
apresentam a eficdcia desejada (GONTIJO; MELO, 2004; NUNES, 2008; WHO, 2010).

Recentemente, revisdes na quimioterapia frente a leishmaniose enfatizam as
deficiéncias destes agentes terapéuticos, atualmente disponiveis no mercado e ja

mostram a necessidade urgente de novas alternativas (CROFT et al., 2005; 2006).
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Considerando as dificuldades em relagdo ao tratamento das leishmanioses e a auséncia
de vacinas, ha urgéncia pela busca de novos farmacos, dentre as quais se incluem os
fitoterapicos. Pesquisas tém demonstrado o uso popular de produtos naturais no tratamento de
leishmanioses tanto por via oral, como na aplicagdo topica sobre as lesdes cutaneas
(BEZERRA et al., 2006).

Os liquens, produto da associagdo entre diferentes fungos e algas, produzem
metabolitos resultantes de rotas secundarias, denominados substancias liquénicas, também
conhecidas como acidos liquénicos. Atualmente, sabe-se que se trata de derivados fendlicos e
carboidratos exclusivos, sendo que esses metabdlitos sdo os principais responsaveis por
grande parte de sua bioatividade (LLANO, 1951; VICENTE, 1975; XAVIER-FILHO;
RIZZINI, 1976; HALE Jr., 1983).

O 4cido usnico (AU) ¢ um metabdlito encontrado principalmente nos liquens do
género Cladonia e Usnea, representando cerca de 6% do peso seco do talo,
desempenhando  importante  papel  bioldogico, conferindo  protecdo  frente a
microrganismos invasores, raios ultra-violeta (UV) e ressecamento
(INGOLSDOTTIR, 2002; COCCHIETTO et al., 2002).

Estudos farmacologicos mostraram que o AU possui varias atividades biologicas,
tais como: antimicrobiana (HALE Jr., 1983; LAUTWERWEIN, 1995; COCCHIETTO et
al., 2002), antiviral (SCIRPA et al., 1999; CAMPANELLA et al., 2002), antiprotozoario
(WU et al, 1995; SI et al, 2016), antiproliferativa (CARDARELLI et al.,1997;
IVANOVA, 2010), analgésica e antipirética (OKUYAMA et al., 1995), larvicida contra larvas
de Culex pipiens e Culiseta longiareolata (CETIN et al., 2008; 2011), antitumoral
(HALICI et al.,, 2005) e antiparasitaria (De CARVALHO et al.,2005; SALLOUM et al.,
2012; SHANG et al,, 2014).

A aplicagdo terapéutica do AU ndo tem sido introduzida em decorréncia de sua baixa

solubilidade e elevada hepatotoxicidade. O uso seguro e eficiente deste composto
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requer o desenvolvimento de formas farmacé€uticas vidveis (naturais ou sintéticas) que sejam
soliveis em agua, menos toxicas € que apresentem pelo menos a mesma atividade bioldgica.
Visando aumentar a solubilidade, derivados do AU foram sintetizados tais como: usnato de
sodio e de potéssio, que sdo soluveis em agua (MARTINS et al., 2014).

Jin et al. (2006) revelaram que o usnato de sodio, possui a mesma propriedade
biologica do AU, apresentando propriedades cicatrizantes; onde seu mecanismo de agdo foi de
intensificar a secrecdo de fatores de crescimento e de acelerar a migracdo celular dos
queratinocitos (efeito dose-dependente).

Shibata et al. (1948) estudaram a atividade antimicrobiana do AU nas suas formas
enantioméricas e seus derivados, dentre eles o usnato de sodio foi o Unico que
apresentou atividade comparada ao mesmo. Quanto as atividades biologicas do
usnato de potassio, a literatura ¢ bastante escassa e dentre os poucos estudos realizados, tem-
se referido a atividade moluscicida frente & Biomphalaria glabrata (MARTINS, 2014).

Diante do exposto, pretendeu-se avaliar e analisar comparativamente a atividade
leishmanicida do derivado usnato de potassio com a do acido usnico, obtido do liquen
Cladonia substellata Vainio, frente as formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum
chagasi; desse modo, contribuindo para ampliar o perfil de novos fitofarmacos com eficacia e

menor toxicidade, para o tratamento das Leishmanioses.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A quimioterapia das leishmanioses apresenta varios aspectos limitantes devido a
toxidez e/ou ineficacia dos firmacos disponiveis. Modificagdes quimicas nos metabolitos
naturais promovem o surgimento de outros compostos, podendo ou ndo aumentar a atividade
bioldgica; representando assim uma estratégia bem conhecida na quimica medicinal. O usnato
de potassio ¢ um produto da substituigdo de um hidrogénio no carbono 8 da molécula do
acido isnico por um potdssio, o que altera as suas propriedades quimicas, tornando-o soluvel
em agua e capacitando-o para o desenvolvimento de firmacos com potencial atividade no
tratamento das leishmanioses. Em decorréncia da elevada toxicidade dos farmacos tanto de
primeira quanto de segunda escolha para o tratamento dessa doenga, tem aumentado cada vez
mais o interesse pela procura de novas opgOes terapéuticas a base de produtos naturais,
com comprovada atividade farmacologica, baixa toxicidade e que possam ser
economicamente acessiveis a populacdo. Um estudo mais aprofundado desses derivados
liquénicos frente as formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi tem sido
proposto neste estudo e sdo fornecidas informagdes importantes para reforgar o

desenvolvimento de um novo farmaco.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo comparativo da atividade leishmanicida in vitro do acido Gsnico e
de seu derivado usnato de potdssio, frente as formas promastigotas de Leishmania

(Leishmania) infantum chagasi, e avaliar os efeitos citotoxicos em macrofagos murinos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Extrair e purificar o acido usnico; assim como realizar a sintese do usnato de potéssio;

e Comparar a atividade leishmanicida in vitro do acido Usnico com o seu derivado
usnato de potassio frente as formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi;

e Auvaliar o efeito citotoxico do usnato de potassio em macréfagos RAW 264.7;

e Estudar a morfologia dos macrofagos RAW 264.7 submetidos a agdo do usnato de
potassio;

e Analisar a ultraestrutura das formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi, através
da Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e a morfologia dos parasitas
através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), observando-se os efeitos da
acdo do 4cido usnico e do usnato de potdssio nesses parasitas;

e Realizar eletroforese bidimensional (2D) dos extratos proteicos das formas
promastigotas da L. (L.) infantum chagasi, sob efeito do usnato de potéssio;

e Obter o padrao proteico bidimensional expresso pelo genoma das formas
promastigotas da L. (L.) infantum chagasi tratadas com o usnato de potassio;

e Localizar conjuntos de proteinas diferencialmente acumuladas nos extratos proteicos
das formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi tratadas com usnato de potassio;

e Identificar as proteinas diferencialmente acumuladas nos extratos proteicos das formas
promastigotas de L. (L.) infantum chagasi tratadas com o usnato de potassio por

espectrometria de massas (MALD-TOF/TOF).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo causadas por parasitas do género Leishmania. A doenga ¢
endémica nos tropicos, nas regides subtropicais e mediterraneas. Existem trés formas clinicas
principais, causadas por diferentes espécies de Leishmania, que sdo a cutanea, a subcutanea,
reconhecidas pela presencga de feridas dolorosas que podem levar meses para serem curadas; e
a forma visceral, que pode resultar em febre, perda de peso e danos aos 6rgdos internos
tais como o baco e figado, sendo fatal quando ndo tratada (CHAPPUIS; SUNDAR;
HAILU, 2007).

Em 2015, cerca de 88,8% dos casos globais de leishmaniose visceral foram
relatados em seis paises: Brasil, Etiopia, India, Somalia, Suddo do Sul e Suddo. Os 10
paises com maior numero de casos notificados em 2015 foram: Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Colombia, Ird, Iraque, Peru, Siria, Tunisia e [émen, que juntos representam 90% da
incidéncia de leishmaniose cutanea global notificada (WHO, 2016).

A Leishmania sp. apresenta duas formas morfologicamente e fisiologicamente
distintas: promastigota e amastigota (Figura 1). A forma promastigota ¢ extracelular e ¢
encontrada no trato digestorio dos hospedeiros invertebrados ou em meios de cultura
apropriados; apresenta-se com forma fusiforme e um longo flagelo livre, medindo cerca de
15 pm de comprimento, também possui ntcleo, citoplasma e cinetoplasto (NAKAMURA et

al., 2006; NUNES, 2008; SANTOS et al., 2008).
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Figura 1: Formas evolutivas de Leishmania sp. A: promastigota; B: amastigota.
Corpos Multivesiculares (MVBs) e Reticulo Endoplasmatico (RE).
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Fonte: Jaramillo, 2014.

A forma amastigota da Leishmania ¢ um parasita obrigatoriamente intracelular em
vertebrados, encontrada nas células do sistema fagocitico mononuclear, parasitando
principalmente macrofagos. Esses parasitas apresentam-se com formas arredondadas ou ovais
e com curto flagelo que ndo se exterioriza, medindo de 4 a 6 um de comprimento por dois
micrometros de didmetro, contendo nicleo, cinetoplasto e um vactiolo. Em ambos os casos,
o ciclo de vida desses parasitas consiste em divisdo binaria, ou seja, divisdo
assexuada (NAKAMURA et al,, 2006; NUNES, 2008; SANTOS et al., 2008).

As Leishmanias sdo transmitidas aos mamiferos por meio da picada de mosquitos
hematofagos pertencentes a subfamilia Phlebotominae e ao género Lutzomia (Figura 2). A
infeccdo dos hospedeiros invertebrados ocorre durante o repasto sanguineo da fémea. Ao
picarem o homem ou os animais silvestres infectados, os mosquitos ingerem macrofagos

contendo formas amastigotas da Leishmania (SANTOS et al., 2008).
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Figura 2: Flebotomo do género Lutzomya (Lutzomya longipalpis), fémea durante repasto sanguineo.

Fonte: http://revistapesquisa.fapesp.br/2009/10/01/protecao-contra-leishmaniose/. Acesso:16/01/2017.

No intestino médio do flebotomo, as Leishmanias se transformam em flagelados
pequenos, ovdides e pouco moveis, com alta taxa de multiplicagdo. Apds alguns dias, surgem
as formas promastigotas delgadas e longas, que se fixam nas vilosidades intestinais do inseto
e estabelecem migracdo para as porgdes anteriores do tubo digestério, enquanto se
transformam em promastigotas metaciclicos (CAMARGO; BARCINSKY, 2003; NUNES,
2008).

Os hospedeiros vertebrados sdo infectados quando formas promastigotas metaciclicas
sdo regurgitadas pelas fémeas ao picarem suas vitimas. As formas promastigotas sao
internalizadas através de endocitose via mecanismo mediado por receptor na superficie do
macrofago e sdo fagocitadas, formando o fagossomo que se funde com o lisossomo que seré
chamado de fagolisossomo (CAMARGO; BARCINSKY, 2003; NUNES, 2008).

Dentro do fagolisossomo as formas promastigotas sofrem mudangas bioquimicas e
metabodlicas que resultam na forma obrigatoria intracelular do parasita (amastigota). As

formas amastigotas se multiplicam por divisdo binaria no macréfago e sdo liberados na



23

corrente sanguinea por um mecanismo ainda ndo totalmente caracterizado, levando a
destruicdo da célula, onde elas sdo capazes de infectar células dendriticas, fibroblastos e

novos macrdfagos (Figura 3) (HANDMAN, 2002; McCONVILLE; HANDMAN, 2007).

Figura 3: Ciclo de vida da Leishmania sp.
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Fonte: http://saude.culturamix.com/doencas/doencas-parasitarias-prevencao-e-tratamento.
Acesso: 15/03/2017.

A internalizacdo de formas promastigotas ocorre por um processo cldssico de
fagocitose, mediado pelo reconhecimento receptor-ligante. Neste processo participam os
receptores para o complemento CR1 e CR3 dos macrofagos, além de outros. Os receptores
C3b e C3bi fixados nas formas promastigotas da Leishmania ligam-se aos receptores de
macrofagos CR1 e CR3, respectivamente, mostrando o papel do receptor do complemento na
internalizag¢@o do parasito na célula hospedeira (ROBLEDO et al., 1994).

A opsonizagdo pelo sistema complemento auxilia a entrada do parasita e a
sobrevivéncia dele no macrofago, uma vez que os receptores CR1 e CR3 promovem a

fagocitose sem ativar o “burst” respiratorio. O “burst” respiratorio ¢ caracterizado pelo
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aumento acentuado no consumo de oxigénio e consequente reducdo a anion superdxido (02°)
tendo como doador de elétrons o NADPH. O anion superdxido € convertido a peréxido de
hidrogénio (H202) pela acdo da enzima superoxido dismutase e tanto o &nion superdxido
quanto o peroxido de hidrogénio destroem os patdogenos fagocitados (MOSSER; EDELSON,
1987; MOSSER et al., 1987; CURNUTTE, 2004). Além disso, o receptor CR3 ¢é capaz de
inibir a resposta imune celular mediada por IL-12, que ativa as células fagocitarias (MARTH;
KELSALL, 1997; DESCOTEAUX; TURCO, 1999).

Os mecanismos com os quais a Leishmania sp. resiste aos efeitos toxicos da exposi¢ao
aos oxidantes incluem a superficie glicolipidica de lipofosfoglicano (LPG) que retiram os
produtos toxicos de oxigénio e inibem a resposta do macrofago (CHAN, 1989;
DESCOTEAUX, 1991); além de varias enzimas antioxidantes que tém sido identificadas e
clonadas (ISMAIL, 1994; CUNNINGHAM, 1995). Neste contexto, a estrutura do LPG
impede o acesso ¢ a insercdo do complexo C5b-9 na membrana, protegendo as formas
promastigotas metaciclicas da lise pelo sistema complemento (PUENTES et al,1990;
McCONVILLE et al.,1992).

As formas promastigotas podem expor ou ndo a fosfatidilserina (PS). Aquelas formas
promastigotas que expdem a PS sdo destinadas a morte, enquanto as que nao expdem inibem
a resposta inflamatoria, provocando a sintese de TGF-B pelo macrofago, interrompendo a sua
atividade inflamatoria e colaborando para a sobrevivéncia do parasita (VAN ZANDBERGEN
et al., 2006). As formas amastigotas ao exporem a PS na superficie, induzem a secrecao de
TGF-B e reduzem a sintese de 6xido nitrico (NO) (WANDERLEY et al.,2005).

Apesar de poderem atravessar a pele, espécies distintas de Leishmanias tém
preferéncias por diferentes oOrgdos, sendo capazes de causar lesdes maiores ou
menores, produzirem ou ndo metastases e poderem ser ou ndo auto curdveis. Logo,
podem induzir imunidade permanente, temporaria ou as vezes nenhuma. Todos esses

fatores e suas possiveis combinagdes constituem os principais responsaveis pelos diversos
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casos clinicos das leishmanioses (CAMARGO; BARCINSKY, 2003).

Por mais de 60 anos, os derivados de metais pesados, principalmente os pentavalentes
antimoniais tém sido usados como farmacos de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses. Entre eles, os principais sdo o estibogluconato de sédio (Pentostam®) e metil-
glucamina (Glucantime®). Supde-se, que eles agem inibindo a sintese de ATP. Entretanto, os
antimoniais causam muitos efeitos tdxicos, tais como: ndusea, vOmito, diarréia, erupgdes
cutineas, tontura, arritmia cardiaca, hipotensdo, hepatite e pancreatite. Além disso, a
administragdo desses farmacos se torna dificil por requererem internamento, podendo baixas
dosagens favorecerem a resisténcia do parasita e altas dosagens apresentarem-se como toxicas
(MISHRA et al, 2007; MORENO et al., 2012).

Os mecanismos de agdo reportados para os pentavalentes antimoniais sdo: bloqueio
ndo especifico de proteinas de amastigotas, inibicdo da DNA Topoisomerase I, e aumento da
susceptibilidade dos parasitas ao estresse oxidativo pelo aumento do efluxo de
tidis, glutationa e tripanotiona, em virtude da alteracio do potencial tiol redox
(CHAKRABORTY et al.,1998; WALKER et al., 2004).

Na Leishmania, a mitocondria € o alvo primordial e tem sido largamente explorada em
muitos trabalhos que demonstraram a importdncia dessa organela na sobrevivéncia desse
parasita. Estudos experimentais mostram que os fiarmacos de segunda escolha agem
na mitocondria, como por exemplo, a anfotericina B e a pentamidina, que causam uma
rapida diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e uma influéncia simultinea
sobre a permeabilidade da membrana citoplasmatica (LEE et al., 2002).

A anfotericina B provou ser muito eficaz no tratamento dos casos refratarios a terapia
com antimoniais (CROFT et al., 2006; MISHRA et al., 2007). Entretanto, o seu uso ¢

severamente restrito, devido aos numerosos efeitos colaterais ¢ de resisténcia cruzada entre os
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pentavalentes antimoniais e a anfotericina B. Esta resisténcia atingiu cerca de 64% de todos
os casos em 2014 em Bihar (india); esses dados reforcam a necessidade de novos farmacos
para atuarem contra as leishmanioses (ROSENTHAL et al., 2009).

Outro provavel mecanismo de acdo para os farmacos leishmanicidas tem como base
uma alteragdo dos niveis de colina, um precursor para a formag¢do de fosfatidilcolina, o
fosfolipidio mais abundante na membrana e no citoplasma da Leishmania sp. (ZUFFEREY;
MAMOUN, 2002).

Diferentes tipos de farmacos tém sido testados, recentemente, como as pentamidinas
consideradas efetivas contra a leishmaniose cutdnea e, embora bem tolerada, elas podem
causar Diabetes mellitus em altas doses (MORENO et al., 2012). Em 2002, a miltefosina foi
aprovada na India como o primeiro tratamento ativo por via oral para a LV, e vem
apresentando bons resultados clinicos para a forma cutinea da doengca (SINDERMANN,
2004; MARGARET et al., 2012).

A resisténcia aos quimioterapicos ¢ um obstaculo real para os tratamentos das
leishmanioses. Portanto, o aprimoramento das pesquisas de espécies vegetais ¢ um caminho
importante para o fornecimento de dados cientificos na sintese de novos fitofarmacos, ao
mesmo tempo em que tem seu uso validado pela medicina popular. Entretanto, sdo
necessarios ensaios in vitro para o conhecimento do efeito de seus principios ativos, para que
possam ser utilizados no combate a leishmaniose ou mesmo no tratamento de outras

parasitoses (OLIVEIRA et al., 2000).

2.1.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose com ampla distribuicdo mundial e registro de
casos em todos os continentes, a excecdo da Oceania. Dos casos registrados na América

Latina, 90% ocorreram no Brasil, segundo a Organizacdo Mundial da Sauade (WHO, 2010).
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Devido a sua magnitude e alta letalidade, principalmente em individuos ndo tratados e
criancas desnutridas, e ao fato de ser emergente em portadores da infeccdo por HIV, a LV ¢
considerada pela WHO (2010) uma das seis doencas endémicas de maior relevancia no
mundo (Figura 4).

Figura 4: Distribuicdo da Leishmaniose visceral no mundo,2013
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Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis 2013 _VL.png. WHO.
Acesso: 15/03/2017.

Em 2015 foram registrados casos autoctones em 20 unidades federadas de quatro
regides do Brasil. Apesar de o maior nimero de casos estarem na regido Nordeste, ao se
analisar a série historica observa-se uma reducdo dos casos nesta regido, que passou de 83%
(4.029/4.858) do total de casos confirmados em 2000, para 54,9% (1.806/3.289) em 2015.
Nos tltimos 5 anos (2010-2015) a doenga vem reduzindo, de forma gradativa, para as regides
Norte, Sudeste e Centro-Oeste, que passaram de 44,4% (1.568/3.526) do total de casos em
2010, para 35,3% (1.164/3.289) em 2015, segundo informacdes disponiveis no Sinan-
SVS/MS (BRASIL, 2016).

A letalidade da LV tem aumentado gradativamente, passando de 3,2% em 2000, para

6,3% em 2010 e para 7,8% em 2015. Destaca-se que as maiores ocorréncias de letalidade
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foram verificadas no bi€nio 2003-2004, quando alcangaram 8,5% e 8,3% (BRASIL, 2016).

Os dados mostram que a letalidade associada a doenga foi considerada elevada e que
apesar dos grandes progressos feitos na compreensido da bioquimica e da biologia molecular
do parasita, os tratamentos de primeira escolha ndo apresentaram eficacia desejada, além de
serem toxicos para os pacientes (GONTLJO; MELO, 2004; NUNES, 2008).

Pernambuco ocupa o 4° lugar em casos confirmados da regido Nordeste e registrou, no
ano de 2015, 123 casos representando cerca de 6,8% (123/1.806) do total. O Estado do
Maranhdo apresenta uma incidéncia de LV de 29,8% (539/1.806), ocupando o 1° lugar do
ranking. A doenca acomete individuos de todas as faixas etdrias, entretanto, criancas,

adolescentes e adultos jovens apresentaram as maiores taxas de infeccdo (BRASIL, 2016).

2.2 LIQUENS

Os liquens sdo formados através da simbiose entre os fungos (micobiontes) e as algas
e/ou as cianobactérias (fotobiontes). A morfologia destes organismos pode diferir de liquens
incrustantes que crescem na rocha, dos liquens das arvores, solo ou outros substratos. Um
nimero de cerca de 17.000 espécies conhecidas tem sido usado pela humanidade,
para tingimento, monitoramento da poluicdo, perfumaria, decoragdo, para fins dietéticos
e uso medicinal INGOLFSDOTTIR, 2002).

A maioria dos liquens desenvolve internamente um talo estratificado dividido em
cortex superior, camada fotobionte, medula e cértex inferior (FRIEDL; BUDEL, 1996). O
cortex superior ¢ composto de hifas entrelacadas, que serve de prote¢do para camada das
algas. Centralmente encontra-se uma camada de hifas frouxas, a medula, seguida de outro
feixe de hifas, o cortex inferior. O fungo geralmente ¢ responsavel nao sé pela forma, como
também pela estrutura do liquen, contribuindo as hifas para a maior parte da sua massa.

Cortes transversais de certas espécies de liquens, observados ao microscopio Optico,
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demonstram as algas distribuidas, mais ou menos homogeneamente, em todo o talo, enquanto
as hifas se aglomeram junto as superficies, superior e inferior da mesma (HALE Jr., 1983;
NASH, 1996).

A associacdo simbidtica dos liquens envolve uma estreita integracdo fisiologica, onde
o fungo liquénico retém &gua protegendo o fotobionte contra dessecacdo, e os acidos
liquénicos pigmentados aumentam a opacidade do cortex superior, reduzindo a incidéncia de
luz na camada de alga, servindo como filtro seletivo, permitindo o fotobionte se desenvolver
em ambientes de alta luminosidade. Em contrapartida, as algas fornecem vitaminas,
nitrogénio (simbiose com cianobactéria) e substincias orginicas necessdrias ao
desenvolvimento do micobionte (HALE Jr., 1983; NASH, 1996). Eles sdo capazes de
sintetizar varios metabdlitos compreendendo compostos alifaticos, cicloalifaticos, aromaticos
e terpénicos (HUNECK, 1999).

Os liquens produzem dois tipos diferentes de metabdlitos, primario e secundario. Os
metabolitos primarios sdo de origem intracelular com fungdo estrutural e papel no
metabolismo celular. S3o sintetizados independentemente por ambos os simbiontes
(PODTEROB, 2008). Os metabdlitos secundarios sido secretados exclusivamente pelos fungos
formando cristais que sdo depositados principalmente na hifa fungica no espago extracelular
(LAWREY, 1984; ELIX, 1996). Estes metabdlitos secunddrios sdo frequentemente
abundantes, espécies-especificos, € suas composicdes e concentracdes variam entre as
diferentes camadas do talo (FAHSELT, 1994; HY VARINEN et al., 2000).

O papel bioldgico dos metabolitos secundarios dos liquens pode ser resumido como a
seguir: (1) eles tém um papel antibidtico contra outros microrganismos, (2) aumentam a
permeabilidade da membrana do fotobionte, (3) inibem o crescimento € a germinagdo de
mudas de plantas e de musgos, (4) absorvem a luz ultravioleta e por isso protegem os

fotobiontes da radiacdo excessiva, (5) eles formam uma base para defesa dos alimentadores de
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liquens e, (6) substancias hidrofobicas medulares previnem o afogamento do tecido e
permitem a troca gasosa continua (LAWREY, 1984; FAHSELT, 1994; ELIX, 1996).
Segundo Hale (1983), variacdes de temperatura, umidade e luminosidade podem interferir na
atividade fisiologica dos liquens, afetando a sintese de seus metabdlitos.

Cladonia substellata Vainio (Figura 5) ¢ uma das espécies que produz acido usnico
dentre outras substancias como resultado de seu metabolismo secundario, podendo
ocorrer variagdes na sua concentracdo, dependendo de fatores como idade do talo, local e
estacdo do ano em que a espécie for coletada, fatores genéticos, dentre outros (QUILHOT,

1988; AHTI, 2000).

Figura 5: Talo de Cladonia substellata (Vainio) em seu ambiente natural, Mamanguape (PB).

. P

-

Fonte: Barbosa, 2009

2.2.1 Acido tisnico

O 4cido tsnico (Figura 6) existe na natureza na forma levogira (-) e dextrogira (+),
sendo considerado o mais abundante metabolito secundario de espécies tais como: Usnea,
Cladonia e Cetraria (CULBERSON, 1969). Foi isolado inicialmente pelo cientista alemao W.

Knop em 1844 e obtido pela primeira vez por Curd e Robertson em 1933.
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Figura 6: Cristais de acido Usnico, extraido, isolado e purificado da Cladonia substellata (Vainio) no
Laboratorio de Produtos Naturais da UFPE.

T
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Fonte: Acervo de fotos do Laboratério de Produtos Naturais - UFPE.

2.2.1.1 Analise quimica do acido usnico

0] acido usnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzo-
furandiona; CisHisO7] ¢ um pigmento amarelo e existe na natureza em duas formas
enantioméricas, dependendo da projecao do grupo metil na posi¢do 9b da cadeia (Figura 7),
podem ser acido usnico (+) ou (-). O &cido Usnico ¢ praticamente insolivel em metanol e
agua, e solivel em outros solventes organicos, tais como: dimetilsulfoxido,
acetona, cloroférmio, acetato de etila e diclorometano (ZHAO et al., 2010). E largamente
distribuido em espécies de Cladonia (Cladoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora
(Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae), Evernia, = Parmelia  (Parmeliaceae), e
outros  géneros de liquens (INGOLFSDOTTIR, 2002).

Além da denominagdo mais comum como acido usnico também pode ser chamado de

usneina (CARDARELLIA et al.,1997; INGOLFSDOTTIR, 2002).
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Figura 7: Estrutura quimica do acido usnico

Fonte: INGOLFSDOTTIR, 2002.

2.2.1.2 Atividades biolégicas do 4cido usnico

O Acido Usnico (AU) é um dos mais abundantes metabolitos secundarios dos liquens e
tem sido largamente estudado. Tem vdérias atividades bioldgicas, tais como antibiotico
(SHIBATA et al., 1948; LAUTWERWEIN et al, 1995; COCCHIETTO et al, 2002;
FRANCOLINI et al. 2004; ELO; MATIKAINEN; PELTTARI, 2007), antiviral
(CAMPANELLA et al, 2002; SCIRPA et al., 1999), analgésica e antipirética (OKUYAMA
et al., 1995), como também propriedades anti-inflamatorias (VIJAYAKUMAR et al., 2000;
HUANG et al., 2011) e antiparasitaria (De CARVALHO et al,2005; SHANG et al., 2014; SI
et al., 2016). O AU induz apoptose dependente da dose e do tempo (BEZIVIN et al., 2004) e
exibe atividade anti-proliferativa contra células de cancer de mama MCF7 (MAYER et al,,
2005).

Abo-Khatwa et al, (1996) demonstraram que o AU apresenta caracteristicas
semelhantes ao 2,4 dinitrofenol (DNP), um classico desacoplador da fosforilagdo oxidativa,
atuando nas mitocondrias das células do figado de rato. Pesquisadores chineses mostraram
Trichomonas vaginalis em concentragdes levemente mais baixas do que o metronidazol (WU

et al, 1995). Do ponto de vista ambiental, o AU tem sido usado no desenvolvimento de
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agentes antimicrobianos para a agricultura, herbicidas e inseticidas (INGOLFSDOTTIR,
2002).

In vivo, o AU provavelmente ¢ produzido pelos liquens para fins de defesa e entdo
apresenta um papel de uma fitoalexina (do grego phyton = planta e alexin =
composto que repele) produzido pelas plantas. Dessa forma, a presenca de agentes
poluentes parece estimular a biossintese de acido Gsnico pelos liquens, os

quais podem ser indicados para biomonitoramento ambiental NOBUO, 1991).

2.2.1.2. 1 Atividade Antimicrobiana

O AU ¢ um agente antimicrobiano que possui atividade contra bactérias Gram-
positivas, incluindo Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, e Enterococcus faecium
(SHIBATA et al., 1948; LAUTWERWEIN et al., 1995).

Lautwerwein et al. (1995) testaram a atividade ndo s6 do AU, mas também do 4cido
vulpinico, outro metabolito secundario frente a varias bactérias Gram-positivas e fungos. Os
referidos &cidos ndo apresentaram efeitos contra as bactérias Gram-negativas e foi verificado
que o acido vulpinico foi menos ativo que o AU.

Francolini et al. (2004) testaram a atividade do AU na formacdo de biofilmes
bacterianos produzidos por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, como um
polimero de superficie utilizado em substituicdo de tecidos lesados, tendo sido demonstrado a
inibicdo do crescimento do biofilme por Staphylococcus aureus e apenas alteragdes na
morfologia do biofilme formado pela Pseudomonas aeruginosa.

Elo, Matikainen e Pelttari (2007) testaram a atividade antimicrobiana do AU e do
seu derivado usnato de sddio contra isolados de Enferococcus resistentes a vancomicina

(VRE) e contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), comparado-os a
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ampicilina, ressaltando a importancia da biodisponibilidade (através da solubilizagdao do AU)

e a questdo da hepatotoxicidade provocada por este fitofarmaco.

2.2.1.2.2 Atividades antiinflamatoria, analgésica e antipirética

Vijayakumar et al. (2000) compararam a atividade anti-inflamatéria do AU em
ratos com a produzida pelo ibuprofeno, no tratamento oral depois da indug¢do de edema em
pata traseira de ratos por uso da carreginina. O resultado indicou eficacia do
composto natural, comparado com a droga de referéncia, o ibuprofeno.

Huang et al. (2011) observaram os efeitos anti-inflamatdrios exercido pelo AU apos
estimulo das células RAW 264.7 pelo lipopolissacarideo (LPS). Os efeitos do AU devem-se
a supressio do gene NF-kB, responsavel pela ativagdio da transcricio génica
das interleucinas pro-inflamatorias, enzimas como ciclooxigenase 2 (COX-2) e oOxido
nitrico (NO), além de estimular a liberagdo citocina anti-inflamatéria IL-10 e do mediador
heme-oxigenase-1 (OH-1).

As atividades analgésica e antipirética do AU foram avaliadas, oralmente em
camundongos, por Okuyama et al. (1995). Esses pesquisadores demonstraram que a
administragdo de uma determinada dose de AU, tem atividade analgésica comprovada;
avaliada através do método de pressdo na cauda do animal e estabeleceram ainda que outras
doses teriam atividade significativa contra a hipertermia induzida
por lipopolissacarideos. Estes dados sugeriram que o mecanismo de acdo do AU

estaria, possivelmente, relacionado a inibigdo da sintese das prostaglandinas.

2.2.1.2.3 Atividade Antitumoral
Kupchan e Kopperman (1975) foram os primeiros a relatarem a atividade
antitumoral do AU frente ao carcinoma de figado de Lewis (LLC). Cardarelli

et al. (1997) demonstraram propriedades inibitérias do AU sobre o crescimento das

células Ishikawa K-562 ¢ HEC-50.
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A inibigdo foi considerada dose e tempo dependentes. O mecanismo de agdo sugerido foi a
interferéncia em algum passo importante da divisdo celular, com o surgimento de diferentes

tipos de células.

2.2.1.2.4 Atividade Antiviral

Perry et al. (1999) demonstraram que o AU inibiu a agdo citopatica do virus do
herpes simples 1 e o poliovirus. Um composto a base de sulfato de zinco e AU foi
utilizado como terapia adjuvante, apds radiocirurgia, de infecgdes genitais causadas pelo
papiloma virus humano (HPV). Scirpa et al. (1999) avaliaram a eficicia e seguranca da
administra¢do intravaginal deste composto, que apresentaram uma Otima resposta ao
tratamento da infeccdo causada por HPV, favorecendo o processo de reconstituicdo do epitélio
com poucos efeitos colaterais e uma boa complacéncia do paciente.

Campanella et al. (2002) demostraram que a sintese do RNA do poliomavirus
que infectavam as células 3T6 (fibroblastos de camundongo) foi severamente inibida
pela presenga do AU. A replicacgdo do DNA foi também inibida em concentragdes
ndo citotoxicas (5-10 pg/mL).

Sokolov et al. (2009) investigaram a atividade antiviral do AU e seus derivados contra
o virus influenza A/California/07/09 (HIN1) pdm09. Os resultados demonstraram que AU
oxidado apresenta uma alta atividade inibitoria e uma baixa citotoxicidade, e esta seletividade
foi maior dentre todos os derivados do AU testados. Estudos anteriores como o de Campanella
et al. (2002), serviram como evidéncia indireta do mecanismo de atividade antiviral do acido

usnico e seus derivados contra o virus influenza, em que o alvo foi a sintese do RNA viral.
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Shtro et al. (2014) investigaram a atividade antiviral com novos derivados através da
conjugacdo com outros grupos quimicos como pirazélios, aminoacidos etc. Derivados
de AU conjugados com aminodcidos, desde que ndo seja de cadeia longa apresenta um
aumento da atividade antiviral. A conjugacdo com grupos pirazolios reduziram a
citotoxicidade e também aumentaram a atividade antiviral. A forma enantiomérica do AU (-)

foi mais ativa para a inibicdo da replicagdo viral do que aquela promovida pelo AU (+).

2.2.1.2.5 Atividade Antiparasitaria

Wu et al. (1995) demonstraram que o AU(-) exerce um forte efeito contra o
Trichomonas vaginalis in vitro.

Fournet et al. (1997) demonstraram que a administragao intralesional de AU em
camundongos BALB/c infectados com formas promastigotas de Leishmania amazonensis, L.
braziliensis e L. donovani produz uma importante reducao de lesdes cutaneas.

De Carvalho et al. (2005) demonstraram o efeito do AU do liquen
Cladonia substellata Vainio sobre o Tripanossoma cruzi in vitro através de um estudo
ultraestrutural em que foram observadas alteragdes tanto na forma tripomastigota quanto na
epimastigota e os resultados apontaram que o AU pode ser um potencial agente
quimioterapico contra a doenca de Chagas.

Shang et al. (2014) demonstraram a acdo acaricida do AU e de um dos seus
derivados o usnato de s6dio em coelhos infectados com acaros (Psoroptes cuniculi). O usnato
de sddio apresentou uma atividade acaricida maior do que o AU.

Si et al. (2016) demonstraram o efeito do AU e de lipossomas de AU sobre
Toxoplasma gondii in vitro, através do uso dos corantes Trypan blue e Giemsa. Os
resultados sugerem que o AU e os lipossomas de AU s3o agentes promissores para

tratamento da toxoplasmose.
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2.2.1.2.6 Toxicologia

Os efeitos adversos mais conhecidos relacionados ao uso de medicamentos sdo
irritagdo local, dermatite de contato, as vezes acompanhada por conjuntivite. A dermatite de
contato foi considerada relativamente incomum e a sensibilidade aos componentes do liquen
foi de fraca a moderada. A sensibilidade pode também ser desenvolvida pela exposi¢do a
perfumes, locdo pds-barba, desodorantes, protetor solar, cosméticos e cremes antissépticos
contendo 4cido Usnico e outros produtos liquénicos (INGOLFSDOTTIR, 2002). Utilizado
como suplemento alimentar (Lipokinetix®), o AU pode causar hepatotoxicidade,
levando ao quadro de insuficiéncia hepética aguda, através da indug@o do fator de necrose em
hepatocitos isolados de ratos do tipo Wistar, devido a inibicdo da fun¢do mitocondrial e esse

estudo foi realizado por Han et al. (2003).

2.2.2 Usnato de potassio

O usnato de potassio ou sal de potassio (PS-UA) derivado do AU isolado da
Cladonia substellata Vainio, constitui o produto de uma reacdo acido-basica caracterizada pela
presenca de anéis benzeno (carater fenolico), grupos cetonas e anel furano ligado aos anéis

benzeno, com destaque para o radical K* localizado no carbono 8 (ARAUIJO et al., 2018).

2.2.2.1 Analise quimica do usnato de potassio
O PS-UA foi obtido pela retirada do atomo de hidrogénio do grupo hidroxila
no Carbono 8 e realizada a inser¢do de um atomo de potassio, transformando-o em um sal

solavel (Figura 8).
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Figura 8: Estrutura quimica do 4cido isnico. R= OH —4cido Gsnico;
R= OK —usnato de potéssio

CH
OH = 3

Fonte: Martins, 2014.

2.2.2.2 Atividades biologicas do usnato de potassio

As atividades bioldgicas do PS-UA ainda sao pouco conhecidas; todavia, em fungio
de ser um derivado do AU (conhecido por sua comprovada atividade
antimicrobiana dentre outras de relevada importancia), alguns pesquisadores tém demonstrado
forte interesse na eficacia desse derivado liquénico que se apresenta solivel em agua.

Recentes pesquisas t€ém demonstrado atividades especificas relacionadas ao usnato de
potassio como, moluscicida contra a Biomphalaria glabrata (MARTINS et al., 2014);
a atividade esquistossomicida contra o Schistosoma mansoni (ARAUJO et al., 2019) e
segundo Yang et al (2018) foi mostrado agdo inibitoéria sobre a invasdo e metastases

de cancer colorretal.

2.3 ESTUDO PROTEOMICO DE LEISHMANIA

A protedmica representa um conjunto de técnicas que permite aumentar nosso
conhecimento sobre a célula baseando-se na identificacdo e quantificacdo de proteinas em
diferentes condicdes sendo a eletroforese bidimensional (2D), uma das ferramentas para

estudar a expressao de proteinas em larga escala (THIEL; BRUCHHAUS, 2001). A analise das
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proteinas utilizando 2D envolve a separagdo sistemdtica, identificacdo e quantificacdo de
muitas proteinas simultaneamente a partir de uma unica amostra ¢ ¢ complementada pela
espectrometria de massas (ME) para identificagdo das proteinas (ZHAO; JENSEN, 2009;
PAGEL et al., 2015).

A abordagem protedmica aplicada ao estudo dos padrdes de expressdo das proteinas
oferece a possibilidade de atribuir fungdes potenciais para essas proteinas como novos
marcadores de diagnostico, candidatos a vacinas e/ou potenciais alvos de drogas (DRUMMEL
SMITH et al., 2003; PAAPE et al., 2010; CHENIK et al., 2016).

No presente estudo, além de avaliarmos a atividade leishmanicida e citotoxicidade
foi realizado um estudo protedmico das formas promastigotas de Leishmania (L.)
infantum chagasi tratadas com usnato de potassio, comparando com as formas
promastigotas ndo tratadas, visando detectar e identificar as proteinas diferencialmente
acumuladas, e assim procurar elucidar os possiveis mecanismos de agdo deste fitofarmaco

sobre o parasita.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DO MATERIAL LIQUENICO

O AU, metabolico secundario da espécie Cladonia substellata Vainio foi
extraido, purificado e modificado estruturalmente para usnato de potassio no Laboratorio de
Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal da Pernambuco.
Foram obtidos na forma de um pé liofilizado, o acido usnico e seu derivado (Usnato
de Potassio). O AU foi isolado a partir de 75 g do talo da C. substellata Vainio, que foi
triturado e submetido a extragdo somente com éter dietilico em aparelho de Soxhlet a
40°C por 72 horas; em seguida foi concentrado até a secura em rotaevaporador acoplado a
banho-maria a 40°C. Para purificacdo da substancia, o extrato etéreo foi fracionado em
coluna de silica gel (porosidade 70-230 Mesh) e eluida com sistema de solvente
cloroféormio: n-hexano (80:20 v/v) conforme metodologia de Odabasoglu et al.(2006).

A transformacdo da molécula do AU em PS-UA foi obtida com o AU
parcialmente dissolvido em 4gua destilada a 40°C e com a adicdo de hidroxido de potassio
a 10%, pH 11. A amostra foi congelada em freezer (-80°C) e posteriormente liofilizada
de acordo com Asahina e Shibata, 1954.

A andlise da estrutura foi feita através da ressondncia magnética nuclear de protons e
espectrofotometria de infravermelho. O AU foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO)
e o usnato de potdssio com dgua deionizada, ambos foram armazenados a 4°C até o

momento de serem utilizados nos ensaios propostos.

3.2 MANUTENCAO DA CEPA DE Leishmania infantum chagasi
As formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi ou L. infantum chagasi

(cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2) foram cedidos pelo Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto
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do Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes da FIOCRUZ.
Os parasitas foram mantidos em meio LIT (Liver Infusion Broth) suplementado com 20% de
soro fetal bovino (SFB) (LGC Biotechnology Ltda.), 0,1 % de antibidticos (estreptomicina e

penicilina) e 0,2% de hemina, mantidas a 26°C em estufa de BOD.

3.3 MANUTENCAO DE MACROFAGOS MURINOS (RAW 264.7)

Os macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram cultivados em garrafas de culturas de
células de 25 cm? com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,1% de mistura de antibidticos

(penicilina e estreptomicina), a 37° C em estufa de 5% de COx.

3.4 BIOENSAIOS
Todos os experimentos foram repetidos trés vezes, de forma independente, e cada

amostra foi analisada em quadruplicata.

3.4.1 Avaliacao da atividade leishmanicida do usnato de potassio

Para a determinag¢do da ICsyo (concentragdo capaz de inibir em 50% o nimero de
parasitos em cultura), os ensaios foram realizados através do método colorimétrico do MTT
[3-{4,5-dimetiltiazol-2-i1}-2,5-difenil tetrazolio], que permite medir o metabolismo celular.
Esse ensaio baseia-se na redugdo deste sal por a¢dao da succinato-desidrogenase mitocondrial,
promovendo a formagao dos cristais de formazan, cuja producao ¢ proporcional ao nimero de
células metabolicamente ativas. (MOSMAN, 1983).

O AU foi dissolvido em DMSO e o PS-UA em agua deionizada obtendo-se
uma solugdo estoque de 10.000 pg/mL e 20.000 pug/mL, respectivamente. Em seguida foi
realizada uma diluicdo seriada com o meio LIT a 20% em concentragdes

decrescentes de 100 a 0,195 pg/mL, tendo a anfotericina B como controle positivo € como
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controle negativo o DMSO a 0,25%. Em cada pogo, foram adicionadas 2x10° parasitas/mL de
formas promastigotas e completando o volume para 100 pL por pogo. As placas foram
incubadas em BOD a 26° C por 72 h de incubacdo. Apds 72 h de incubagao foi adicionado
25uLl do MTT (Sigma) a 5 mg/mL em todos os pogos ¢ a placa foi incubada por trés horas a
37° C na estufa ao abrigo da luz. Apos este periodo, foi retirado todo o sobrenadante e
adicionado 100 pl de DMSO, deixando a placa em repouso por 30 min. Foi realizada a leitura
em um espectrofotometro (Varioskan Flash) em densidade dptica (D.O) de comprimento de
onda de 585nm.

3.4.2 Ensaios de citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7

Nos ensaios de citotoxicidade celular foram utilizados macrofagos de linhagem (RAW
264.7) mantidos em meio DMEM completo. A citotoxicidade foi determinada através do
método colorimétrico do MTT. A suspensdo celular (2x10° células/mL) foi distribuida em
placas com 96 pogos (225 uL em cada pog¢o), que foram incubadas por 24 horas em estufa a
37°C em 5% de COz2. Apds a incubagado e retirada das células ndo aderidas por aspiragdo, foi
adicionado 25 pL/poco das substincias testes (4cido usnico e usnato de potassio) em
concentragdes decrescentes de 50 — 0,097 pg/mL e retorno para a estufa. Apoés 72 horas foi
adicionado em cada pogo, 25 pL. de MTT seguindo-se mais 3 horas em estufa a 37°C em 5%
de COz2. Posteriormente, o meio de cultura e o MTT foram aspirados e em seguida, 100 pL de
DMSO foram adicionados a cada poco para a dissolugdo de cristais Formazan. As leituras
Opticas foram realizadas em um espectrofotdmetro (Varioskan Flash) no comprimento de

onda de 595 nm.

3.5 ANALISE MORFOLOGICA DE PROMASTIGOTAS DE L. infantum chagasi

3.5.1 Microscopia invertida com contraste de fase

A morfologia das células foi avaliada através de sistema video-microscopia, com o0
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auxilio do microscopio invertido com contraste de fase (LEICA), acoplado a uma camera
(MOTICAM 2.000 de 1,2 Mega Pixel) e para captura das fotomicrografias utilizou-se o

software Motic Images Plus 2.0 ML instalado em um computador.

3.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As formas promastigotas, foram centrifugadas 1200 rpm por 10min e lavadas 2x
com PBS. O fixador utilizado foi o Karnovsky composto de glutaraldeido 3% e
formaldeido 4%. Os parasitas aderiram em laminulas revestidas com poli-L-lisina (Sigma).
Apos as referidas etapas o material foi submetido a desidratagcdo em série crescente de etanol
e a secagem pelo método do ponto critico usando CO; liquido (Balzers Union Critical
Point Dryer). A montagem do material em suporte metalico foi realizada com auxilio de
uma fita adesiva de dupla face. As amostras foram metalizadas durante um minuto em uma
atmosfera de ouro de aproximadamente 0,1 mbar, no aparelho de metalizagio Fine-coat fon-

Sputer e foram levadas para analise no microscopio de varredura (JEOL JSM 5600LV).

3.5.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As amostras foram fixadas com o fixador karnovsky (3% de glutaraldeido e
formaldeido 4%). Apds a fixacdo, foram lavadas com tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH
7,4 e pos-fixadas com 1% tetroxido de 6smio (OsO4) por 2 h na auséncia de luz. Em
seguida, as amostras foram lavadas, contrastadas em bloco com acetato de uranila a
5%. A desidratacdio foi feita em séries crescentes de acetona para posterior
infiltracio e emblocamento em resina Epon 812 (Electron Microscopy Sciences).
Depois de cortado e contrastado com acetato de Uranila a 5%, por 30 minutos e citrato

de chumbo 1%, por 10 minutos, o material foi analisado no MET 100CXII JEOL.
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3.6 ANALISE PROTEOMICA

3.6.1 Cepas de Leishmania

As formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi foram mantidas em
meio Schneider (Sigma, St.Louis, MO, USA), suplementado com 20% de soro bovino
fetal (SBF, Sigma), 20 mM L-glutamina, 200 UIl/mL de penicilina, ¢ 100 pg/mL de
estreptomicina em pH 7,2 e colocadas em estufa de BOD a 26°C. Todos os experimentos
foram realizados com parasitos na fase logaritmica de crescimento. Foram utilizados dois
grupos: um tratado com usnato de potdssio na concentracdo de 6,25 pg/mL e um grupo
ndo tratado (controle). Trés culturas independentes de cada grupo foram obtidas,
centrifugadas, lavadas com PBS, lisadas pelo método de maceragdo com nitrogénio

liquido e armazenadas a -20°C para a preparagdo do extrato proteico.

3.6.2 Preparacao do extrato proteico

A extracdo proteica das formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/Merivaldo2) do grupo tratado e ndo tratado para as eletroforeses unidimensional
(1ID) e Dbidimensional (2D) seguiu o protocolo de precipitacio TCA/acetona
(DAMERVAL et al,1986) combinado com a solubilizagdo das proteinas pelo
método ureia-tioureia (RABILLOUD et al.,1997). Foi realizado um processo de lise
(ciclos de congelamento/descongelamento) das formas promastigotas do parasito dos
grupos tratados e ndo tratados (2x10" e 0,8x107 parasitas, respectivamente),
através do nitrogénio liquido, adicionando-se neste extrato um  inibidor de
proteases e logo depois foram centrifugados. Os pellets foram ressuspendidos
com solugdo ureia-tioureia (7 M:2 M). O extrato proteico foi armazenado em freezer (-

80°C) até o uso.
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3.6.3 Quantificacio das proteinas

As amostras soliveis foram quantificadas através do protocolo de quantificacdo
(BRADFORD, 1976) que utiliza o Coomassie brilliant blue G-250 como reagente de
coloragdo e a albumina de soro bovino (BSA) para estabelecimento da curva padrio. Partiu-se
de 10 pL das amostras proteicas e 2 mL do reagente de Bradford para serem analisadas em
espectrofotdmetro de luz visivel (Bioespectro SP-220) a 595 nm. As concentragdes proteicas
foram calculadas através da interpolacdo dos valores obtidos com uma curva padrao de BSA

(R2>0,95). As amostras foram armazenadas a -80° C até o0 momento de uso.

3.6.4 Eletroforese unidimensional

Os extratos proteicos foram acompanhados por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), segundo protocolo estabelecido
(LAEMMLI, 1970) em gel com 12,5% de acrilamida com a utilizagdo de tampao 25 mM
de Tris base, 192 mM de glicina e 0,1% (p/v) de SDS. Para cada amostra foi utilizada

uma massa estimada de 30 ug de proteinas.

3.6.5 Eletroforese bidimensional

3.6.5.1 Focalizacdo isoelétrica

A focalizagdo isoelétrica (IEF) foi realizada com fita Immobiline™ DryStrip pH de
3-10, de 13 cm nao linear (GE Healthcare) feito em triplicata com uma mistura
equimolar proveniente de trés culturas independentes para cada um dos grupos estudados
(tratados e ndo tratados). Foram aplicadas 400 pg (250 pl) de proteinas totais das
amostras nas fitas de acrilamida desidratada dissolvidas em solu¢do de ureia 7M, tiouréia
2M, CHAPS 2% (m/v), 19,4 mM de DTT, anfolinas 0,5% (v/v) e azul de bromofenol

0,005% (m/v). Apos a reidratagdo das fitas (overnight, na temperatura de 4 a 8°C) a
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focalizag@o isoelétrica foi realizada no dispositivo IPGphor III Isoelectric Focusing Unit (GE
Healthcare) a temperatura de 20° C, por 5 horas. As fitas foram focalizadas em gradiente de
pH imobilizado, em trés etapas, nas seguintes condi¢des: 500 V - 500 V/h, 1000 V - 800 V/h,
8000 - 11300 V/h, 8000 -2900 V/h. Durante toda a focalizacao, foram mantidas condi¢des
constantes de corrente (200 mA) e poténcia (5 W). Apds a focalizagdo as fitas foram

armazenadas a -20° C até a realizacdao da eletroforese 2D.

3.6.5.2 Gel de poliacrilamida 2D (SDS-PAGE)

As fitas focalizadas foram colocadas em solu¢ao de equilibrio [Tris-HCI 50mM (pH
6,8), uréia 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,005% (m/v) ] em
dois processos consecutivos, um de redugdo e outro de alquilagdo. As fitas foram submetidas a
solu¢do de equilibrio contendo 1% de Ditiotreitol (DTT) por 15 minutos, e posteriormente
submetidas a uma nova solucdo de equilibrio contendo 2,5% de iodoacetamida (IAA) pelo
mesmo periodo. A eletroforese 2D foi realizada no aparelho Multiphor II Electrophoresis Unit
(GE Healthcare) em gel de acrilamida de 12,5%. As fitas IPG foram transferidas para o gel de
acrilamida e seladas com solucdo de agarose (agarose e azul de bromofenol em um tampao
tris-glicina). A primeira fase da eletroforese ocorreu a 30 mA e 300 V por 15 min, depois a 80

mA e 300 V por 30 min. A segunda fase foram 2 horas a 100 mA e 300 V.

3.6.5.3 Coloragdo dos géis

Apos a eletroforese, os géis foram mergulhados em solucdo fixadora (etanol 40%,
acido acético 10%) por 30 min sob agitacdo constante. Apds o descarte da solugdo fixadora,
os géis foram corados com uma solu¢do de azul de Coomassie brilliant blue G-250 por 24
horas. O gel foi descorado ap6s quatro lavagens seguidas com agua deionizada por 15 min, 45
min e duas vezes por 2 horas. Apos as lavagens, os géis foram armazenados em solugdo de

preservacao (acido acético a 5%),).
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3.6.5.4 Obtencdo e andlise de imagens

Os géis 1D e 2D foram digitalizados no equipamento ImageScanner III (GE
Healthcare) por meio do programa LabScan 6.0 (GE Healthcare). As analises dos géis foram
realizadas pelo software ImageMaster 2D platinum 7.0 para identificar os indices de
correlagdo entre as imagens. Por meio do programa foi realizado a detec¢do e selecdo dos
spots, manchas coradas e delimitadas presentes nos géis (2D), no qual foram obtidas as
informagdes sobre os spots, como sua localizagdo no gel, o ponto isoelétrico (pl), a massa
molecular (MW) e porcentagem de volume (% vol). Os géis foram comparados entre si e
entre os grupos ndo tratados e tratados com PS-UA. Foram selecionados os spots que
apresentavam variacdo significativa Ratio > 1,5 e ANOVA < 0,05, sendo os mesmos
considerados como proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs). Os spots que

apresentaram mais de 50 % de redu¢@o ou de maior acimulo foram manualmente excisados

do gel para serem submetidos a digestao por tripsina.

3.6.5.5 Digestdo dos spots

Foram realizadas as excisdes dos peptideos detectados (spots) nos géis bidimensionais
em fragmentos de aproximadamente 1 mm de didmetro com o auxilio de bisturi
e acondicionados em minitubos. Os fragmentos de géis foram descorados em solugdo
de bicarbonato de amonio 50 mM em acetonitrila a 50% por 18 horas. Apds essa etapa, os
géis foram lavados em 200 pL de 4gua deionizada filtrada e desidratados duas vezes com
200 pL de acetonitrila (100 %) por cinco minutos. Posteriormente, a solucdo foi
removida e os minitubos ficaram abertos dentro do fluxo laminar por 20 minutos a
temperatura ambiente para evaporagdo da acetonitrila. Apos a evaporagdo, foram adicionados
10 -15 pL (até cobrir o fragmento do gel) de solugdo com 20 ng/puL de tripsina para
digestdo das proteinas e as amostras foram incubadas em gelo por 30 min. Depois da

reidratacdo, foi adicionada solucdo de bicarbonato de amonio 50 mM cobrindo todo o
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fragmento de gel, e a digestdo mantida a 37°C por 16 h. Apoés este periodo, foram
acrescentados 20-30 pL (até cobrir o fragmento de gel) de solucdo de extragdo [5% de
acido trifluoroacético (TFA) em 50 % de acetonitrila], incubada por uma hora a
37°C. Os minitubos foram centrifugados e o sobrenadante transferido para um novo
tubo. Este procedimento foi realizado duas vezes, totalizando duas extragdes. O
sobrenadante de cada spot e banda foi concentrado a vacuo (Speed-vac, Eppendorf)

e armazenado no freezer -20°C até a realizacdo das andlises por espectrometria de massas.

3.6.5.6 Espectrometria de massas (MS)

Os espectros que contém a informagdo relativa @ massa molecular dos peptideos
oriundos da digestdo enzimatica (Peptide Mass Fingerprint - PMF) foram obtidos em
espectrometro AutoFlex III MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
baseado na ionizagdo por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI/TOF). Os peptideos
digeridos foram eluidos em 10 pL de solucdo de 0,3 % do trifluoroacético (TFA).
Posteriormente, os peptideos foram aliquotados e eluidos em solugdo de matriz (1 % &cido a-
ciano-4- hidrocindmico) na propor¢do 1:1. As andlises foram realizadas de acordo com os
parametros do método reflexivo (RP_Proteomics), excluindo-se da andlise ions com razdo

massa carga (m/z) menor que 700 Da.

3.6.5.7 Identificagdo das proteinas

Os spots proteicos de interesse foram extraidos do gel e submetidos
a digestdo conforme a literatura (SHEVCHENKO et al.,2007). Os peptideos digeridos
foram analisados por espectrometria de massas (MALDI TOF/TOF). Os espectros gerados
foram analisados no  programa  FlexAnalysis  (Bruker  Daltonics, = Bremen,
Alemanha) para determinacdo das massas resultantes. A identificagdo das proteinas foi

realizada por meio de busca no banco de dados do software MASCOT.
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3.6.5.8 Analise das informacgoes

Os espectros gerados pelo sequenciamento dos peptideos de cada amostra foram
processados e analisados pelo programa MASCOT. Para a busca na base de dados do

programa foram selecionados alguns pardmetros que estdo especificados na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros para busca de dados a partir dos espectros do MALDI TOF
Banco de dados Leishmania, Trypanosoma e Swissprot
Taxonomia Leishmania infantum, Leishmania
brasiliensis; Tripanossoma cruzi; Tripanossoma
Brucei e outros alveolatas

Enzima Tripsina

Numero de clivagens perdidas 1

Modifica¢des fixas Carbamidomethyl (C)
Modificagdes varidveis Oxidagao (M)
Tolerancia dos fragmentos 0,1al,2Da
Instrumento Bunker Diagnostics

A identificacdao dos espectros e a correlagdo de possiveis similaridades com proteinas
presentes em bancos de dados foram realizadas automaticamente pelo programa MASCOT.
Quando a proteina foi identificada, ele recebeu um score que foi obtido pelo valor negativo
do logaritmo da probabilidade de valor m/z tedrico de coincidir com o valor m/z
experimental, portanto, quanto maior o score, menor ¢ a probabilidade daquela identificagdo
ser um evento aleatério. Os pesos moleculares e pontos isoelétricos teodricos foram
sugeridos pelo banco de dados Leishmania, Trypanosoma e Swissprot referentes a proteina

com maior homologia com cada dado experimental.

3.6.5.9 Identificagdo de processos biologicos associados com proteinas diferencialmente
acumuladas

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram recuperadas do
UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a andlise de distribuicdo de ontologia
génica (GO) por processo biologico. Para andlise funcional, as proteinas identificadas (DAPs)
foram agrupadas em categorias funcionais de acordo com as anotagdes dos processos

biologicos obtidos dos bancos de dados do Gene Ontology (GO) e PANTHER Ontology.



50

3.7 ANALISE ESTATISTICA

3.7.1 Analise estatistica dos dados relacionados a atividades leishmanida do acido usnico

A analise estatistica das diferencas de crescimento entre culturas tratadas e controle
(ICs0) foi realizada pelo teste de Anova com pos-teste de Tukey, com p <0,05.

Os resultados foram expressos como média &= desvio padrao.

3.7.2 Analise estatistica dos dados relacionados as atividades leishmanida e citotoxica
do usnato de potassio

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o Origin for Windows (versao 8.2,
OriginLab, EUA). Os dados dos ensaios MTT foram analisados por ANOVA two-way,
seguido pelo pos-teste de Tukey, com p <0,05. Os resultados foram

expressos como valores médios £ desvio padrao.

3.7.3 Analise estatistica dos dados relacionados ao estudo protedmico

A analise comparativa foi feita no Match Mode, a partir da sobreposi¢ao das imagens
dos géis, os quais foram comparados utilizando ANOVA one-way seguida do pos-teste
de Tukey com p <0,05 com relagdo ao controle. Amostras independentes foram
analisadas com a utilizacdo do teste t de Student. A analise estatistica foi

realizada usando o programa ImageMaster 2D platinum 7.0.



51

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO PUBLICADO NA THE SCIENTIFIC WORLD JOURNAL

©

Hindawi Browse Journals Authors Editors About Us

The Scientific World Journal

Intitulado:

ULTRASTRUCTURAL ANALYSIS OF LEISHMANIA INFANTUM CHAGASI
PROMASTIGOTES FORMS TREATED IN VITRO WITH USNIC ACID

Jodo S. B. da Luz,'?? Erwelly B. de Oliveira,> Monica C. B. Martins,* Nic4cio H. da Silva,*
Luiz C. Alves,’ FabioA.B.dosSantos,5 Luiz L. S. da Silva,'* Eliete C. Silva,’** and Paloma
L. de Medeiros, '*

'Pos-Graduation Program in Pathology, Federal University of Pernambuco, Avenida Prof.
Moraes Rego 1235,

50670-901 Recife, PE, Brazil

2Pos-Graduation Program in Therapeutic Innovation, Federal University of Pernambuco,
Avenida Prof. Moraes Rego 1235,

50670-901 Recife, PE, Brazil

’Department of Histology and Embryology, Federal University of Pernambuco, Avenida Prof.
Moraes Rego 1235, 50670-901 Recife, PE, Brazil

“DepartmentofBiochemistry, FederalUniversityofPernambuco, AvenidaProf.MoraesRego1235,
50670-901Recife,PE,Brazil
SLaboratoryoflmmunopathologyKeizoAsami(LIKA)andResearchCenterAggeuMagalh  aes,C
PqAM/FIOCRUZ,FederalUniversity

of Pernambuco, Avenida Prof. Moraes Rego, 1235, 50670-901 Recife, PE, Brazil

Qualis CAPES:

Periédicos

1537-744X THE SCIENTIFIC WORLD JOURNAL FARMACIA



Hindawi Publishing Corporation

The Scientific World Journal

Volume 2015, Article ID 617401, 7 pages
http://dx.doi.org/10.1155/2015/617401

Research Article

Hindawi

Ultrastructural Analysis of Leishmania infantum chagasi
Promastigotes Forms Treated In Vitro with Usnic Acid

Joao S. B. da Luz,*? Erwelly B. de Oliveira,® Monica C. B. Martins,*
Nicacio H. da Silva,* Luiz C. Alves,’ Fabio A. B. dos Santos,’ Luiz L. S. da Silva,"?
Eliete C. Silva,"*’ and Paloma L. de Medeiros'*>

! Pos-Graduation Program in Pathology, Federal University of Pernambuco, Avenida Prof. Moraes Rego 1235,
50670-901 Recife, PE, Brazil
2Pos-Graduation Program in Therapeutic Innovation, Federal University of Pernambuco, Avenida Prof. Moraes Rego 1235,
50670-901 Recife, PE, Brazil
3Department of Histology and Embryology, Federal University of Pernambuco, Avenida Prof. Moraes Rego 1235,
50670-901 Recife, PE, Brazil
*Department of Biochemistry, Federal University of Pernambuco, Avenida Prof. Moraes Rego 1235, 50670-901 Recife, PE, Brazil
*Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA) and Research Center Aggeu Magalhées, CPgAM/FIOCRUZ, Federal University
of Pernambuco, Avenida Prof. Moraes Rego, 1235, 50670-901 Recife, PE, Brazil

Correspondence should be addressed to Jodo S. B. da Luz; j.soaresbrito704@gmail.com
Received 31 October 2014; Revised 12 January 2015; Accepted 16 January 2015
Academic Editor: Thomas Efferth

Copyright © 2015 Jodo S. B. da Luz et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution
License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly
cited.

Leishmaniasis is considered by the World Health Organization as one of the infectious parasitic diseases endemic of great relevance
and a global public health problem. Pentavalent antimonials used for treatment of this disease are limited and new phytochemicals
emerge as an alternative to existing treatments, due to the low toxicity and cost reduction. Usnic acid is uniquely found in lichens
and is especially abundant in genera such as Alectoria, Cladonia, Evernia, Lecanora, Ramalina, and Usnea. Usnic acid has been
shown to exhibit antiviral, antiprotozoal, antiproliferative, anti-inflammatory, and analgesic activity. The aim of this study was
to evaluate the antileishmanial activity of usnic acid on Leishmania infantum chagasi promastigotes and the occurrence of drug-
induced ultrastructural damage in the parasite. Usnic acid was effective against the promastigote forms (IC,, =18.30 + 2.00 pg/mL).
Structural and ultrastructural aspects of parasite were analyzed. Morphological alterations were observed as blebs in cell membrane
and shapes given off, increasing the number of cytoplasmic vacuoles, and cellular and mitochondrial swelling, with loss of cell
polarity. We concluded that the usnic acid presented antileishmanial activity against promastigote forms of Leishmania infantum
chagasi and structural and ultrastructural analysis reinforces its cytotoxicity. Further, in vitro studies are warranted to further
evaluate this potential.

1. Introduction

Leishmaniasis is one of the most neglected diseases that
remain a public health problem worldwide, affecting approxi-
mately 12 million people in more than 98 countries, with more
than 350 million people at risk and when not treated, death
is expected to occur after a period of four months to one year
[1,2].

Leishmaniasis is endemic in areas of tropics and sub-
tropics, including southern Europe, Asia, Africa, and the
Americas [3-5].

Leishmania infantum chagasi, a trypanosomatid parasite,
is an etiological agent of visceral leishmaniasis (VL) in the
American continent and it is now admitted to be the same
species causing visceral leishmaniasis in Europe and certain
parts of Africa [6].



Pentavalent antimonials such as sodium stibogluconate
and meglumine antimoniate have been used in the treatment
of all forms of leishmaniasis for more than half a century;
although the mechanism of action of pentavalent antimonial
is not fully understood, it is generally accepted that the active
form of the metal is the reduced form Sb (III), which can
lead to serious limitations due to high toxicity and resistance
to drugs [2, 7]. In addition, a major problem in antimonial
chemotherapy is the emergence of clinical resistance against
pentavalent antimonial drugs that has reached epidemic
proportions in parts of India [8-10]. Newer drugs such as mil-
tefosine and amphotericin B have shown promising results,
but they also cause some side effects that may limit their use.
In this context, the discovery of new active and promising
compounds with antileishmanial potential remains essential
for control and prevention of leishmaniasis [11, 12].

Several natural products with antileishmanial activity
have been recently reported, including naphthoquinones,
lignans, neolignans, alkaloids, flavanol, and terpenoids [13,
14], but none has reached clinical use.

Lichens synthesize over eight hundred types of metabo-
lites [15] and depsides, depsidones, dibenzofurans, xanthenes,
anthraquinones, and usnic acids are amongst the more
extensively studied lichen metabolites [16]. The search for
new phytochemicals with antiparasitic action emerges as an
alternative to existing treatments, due to the low toxicity and
cost reduction.

Some studies showed that usnic acid, secondary metabo-
lite of the lichen Cladonia substellata Vainio, was initially
used in the treatment of pulmonary tuberculosis [17], and
there are data regarding its biological activities as antibiotic
[18], antiproliferative [19], analgesic and antipyretic [20], anti-
inflammatory [21], antiviral [22, 23], antifungal [24], against
the parasite Trypanosoma cruzi [25], and an immunologic
modulator [26]. In addition, its mutagenic and cytotoxic
activities have been determined against normal and malig-
nant human cells lines [27-30].

Taking into account the side effects and the resistance that
pathogenic protozoan parasites develop against drugs cur-
rently used in the treatment of leishmaniasis, more atten-
tion should be given to extracts and biologically active
compounds isolated from plant species commonly used in
herbal medicine. Thus, in this work, we have analyzed the
in vitro effect of usnic acid on growth and ultrastructure of
Leishmania infantum chagasi promastigote forms.

2. Materials and Methods

2.1. Extraction of Usnic Acid. Usnic acid was isolated from
the crude extract of the lichen Cladonia substellata Vainio,
and was obtained from Dr. Nicdcio Henrique da Silva at
Department of Biochemistry, Federal University of Pernam-
buco. Fractionation and purification of this compound were
performed as previously described [31]. A stock solution was
prepared at 10 mg/mL in DMSO and stored at 4oC until use.

2.2. Parasites Culture. The strain of Leishmania infantum
chagasi (MHOM/BR2000/Merivaldo2) was kindly provided
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by Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto at Department
of Microbiology of Research Center Aggeu Magalhaes,
FIOCRUZ. The promastigotes were routinely grown in Liver
Infusion Tryptose medium (LIT) at 26°C, supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (LGC
Biotechnology), 0.1% penicillin and streptomycin, and 0.2%
hemin (Sigma).

2.3. In Vitro Antileishmanial Activity. The antileishmanial ac-
tivity was assessed by the colorimetric method MTT [3-{4.5-
dimethylthiazol-2-yl}-2.5-diphenyl-tetrazolium]  (SIGMA)
that is based on the conversion of the tetrazolium salt into-
the colored formazan product, the concentration of which
can be determined spectrophotometrically. The promasti-
gotes were seeded (2 x 10° cells/mL) with LIT medium in
96-well microplates and incubated with 50 uL of different
concentrations of usnic acid (100 to 0.195ug/mL) and
amphotericin B (positive control). LIT medium (50 L)
(negative control) was also added. After 72h of incubation
with usnic acid and amphotericin B 25 uL of MTT solution
was added (5 mg/mL). After 3h of incubation at 37°C, MTT
solution was aspirated and 100 uL DMSO was added for the
solubilization of the formazan crystals. After solubilization,
the absorbance was determined in a spectrophotometer at
585 nm wavelength. The results were expressed as percentage
of relative viability of cells to the negative control group [32].
All the experiments were performed in triplicate.

2.4. Scanning Electron Microscopy. To evaluate parasite ultra-
structural alterations by scanning electron microscopy, Leish-
mania infantum chagasi promastigotes were grown for 72h
as described in LIT-DMSO or the same medium containing
25 ug/mL usnic acid; they were subsequently collected by
centrifugation at 1500 g, washed twice in 0.1M Phosphate
buffer (pH 7.2), and fixed in a solution containing 2.5% glu-
taraldehyde, 4% paraformaldehyde, and 0.1M T phosphate
buffer. After washing twice in the same buffer, the parasites
were adhered to glass slides previously coated with 0.1%
poly-I-lysine for 30 min at 37°C. Subsequently, the slides
were washed twice with 0.1 M phosphate buffer, postfixed in
solution of OsO, for 1h at room temperature, and washed
twice again with 0.1 M phosphate buffer. All samples were
dehydrated gradually increasing the ethanol concentrations
(30-100%) and were critical point dried using CO,, mounted
on metal stubs, and coated with gold (5-30 nm) for observa-
tion in a scanning electron microscope (JEOL T-200).

2.5. Transmission Electron Microscopy. Control and treated
culture promastigotes with 25 yg/mL were harvested, at room
temperature by centrifugation at 1500 g, washed twice in PBS,
and fixed for 2h 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 similar buffer, cells were
postfixed for 1h in a solution containing 1% OsO,, 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
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with uranyl acetate and lead citrate and examined in a Zeiss
EM 109 transmission electron microscope.

2.6. Statistical Analysis. Statistical analysis of growth dif-
ferences between treated and control cultures (ICs,) was
performed using the Anova with Tukey test, with P <
0.05. The results were expressed as mean values + standard
deviation (S.D.).

3. Results

The antileishmanial activity was directly proportional to
usnic acid and amphotericin B concentrations. Usnic acid
antileishmanial activity was estimated by the IC,, concentra-
tion at 72 h after incubation. Usnic acid was found to exhibit a
lower inhibitory activity against Leishmania infantum chagasi
(IC5p = 18.30 + 2.00 pg/mL) than the reference drug ampho-
tericin B (1.36 + 0.067 pug/mL) (Figure 1).

The analysis of scanning electron micrographs of treated
parasites demonstrated that usnic acid affected the parasite
surface. Morphological alterations were observed as the
presence of blebs in the cell membrane and of shapes given
oft. No ultrastructural change was observed in promastigotes
grown with LIT-DMSO for 72h, showing the elongated
normal morphology (Figures 2(a)-2(f)).

Morphological alterations of Leishmania infantum cha-
gasi promastigotes treated with 25 ug/mL usnic acid were
observed by transmission electron microscopy. The com-
pound caused changes in the cytoplasm density, cell swelling,
and loss of cell polarity. Changes in mitochondrial mor-
phology were characterized by marked swelling. We also
noticed an increased number of intracellular vacuoles. Blebs
were observed in the plasma membrane and detached from
the membrane. It was also observed that the membrane
was separated from the cytoplasm and there was a higher
accumulation of fat compared to controls. Nucleus was
observed with presence of an electron-lucent space, when
compared to the control (Figures 3(a)-3(f)).

4. Discussion

Usnic acid is the most abundant constituent of various
species of lichens, including those belonging to the genus
Cladonia and Usnea [33]. This compound is known to present
several biological activities, acting as an antiprotozoan [34,
35] and antiparasitic [25]. Research with usnic acid in vitro
against promastigote forms of Leishmania sp. demonstrated
the effectiveness of usnic acid in their antileishmanial activity
[35].

The concentration which inhibited 50% growth of a
culture of Leishmania infantum chagasi promastigote forms
obtained in our experiments (18.30 yg/mL) was close to that
obtained by de Carvalho et al. [25] who detected an ICs,
around 20 yg/mL for another trypanosomatid parasite (T.
cruzi). Our results demonstrated a promising leishmanicidal
activity of usnic acid against the Leishmania infantum chagasi
promastigote forms in vitro when confronted with the study
of Jotaetal. [36] who obtained for other depsides from lichens

Viability (%)

0.195 0.39 0.781 1.56 3.125 6.25 12.5 25 50 100
Concentration (ug/mL)

B Usnic acid
B Amphotericin B

FIGURE I: In vitro effects of different concentrations of usnic acid
and amphotericin B on the growth of Leishmania infantum chagasi
promastigote forms. Means followed by different letters indicating
statistically significant differences according to the Anova-Tukey test
(P < 0.05, compared to controls).

(atranorin and norstictic acid), ICy, values for Leishmania
infantum chagasi at concentrations of 30 and 40 ug/mL,
respectively.

In a literature review conducted until October 2006 few
references regarding the leishmanicidal activity of com-
pounds isolated from lichens were found. Fournet et al. [35]
revealed that among the lichen substances tested in vitro
against promastigote forms of L. braziliensis, L. amazonensis
and L. donovani, the usnic acid presented total lysis of
parasites in the concentration of 25 yg/mL. The promastigote
forms of L. amazonensis and L. braziliensis under the effect of
usnic acid exhibited lysis of parasites at concentration of
10 ug/mL (80-90%) and against L. donovani the activity
was total. Already, depsidones (panarin and 1-cloropanarin)
were active only in concentrations equal to or greater than
50 pg/mL.

Scanning electron micrographs reveal the formation of
blebs in the plasma membrane, membrane rupture, and
loss of polarity. da Silva et al. [6] when using warifteine
drug against promastigotes of Leishmania infantum chagasi
found similar results in scanning microscopy, such as blebs,
suggesting that usnic acid metabolism operates through a
change in intracellular calcium concentration.

Comparing the ultrastructural effects of usnic acid with
those produced by other drug (amiodarone), against the
promastigotes and amastigotes forms of L. amazonensis
evaluated by da Silva et al. [6], was observed similar effects on
the membranes of parasites, such as lipid accumulation and
loss of integrity of nuclear envelope and plasma membrane,
leading to cell death by necrosis.

According to Abo-Khatwa et al. [37] usnic acid would
be similar to the classical uncoupler 2, 4-dinitrophenol
(DNP) oxidative phosphorylation, and thereby promote ATP
depletion. Furthermore, usnic acid has lipophilic character-
istics and ionizing could alter the mitochondrial membrane,
causing damage of this organelle [15].

Einarsdottir et al. [38] showed that mitochondrial mem-
brane potential loss appears to be dose-dependent with
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FIGURE 2: Scanning electron micrographs of Leishmania infantum chagasi promastigotes exposed to usnic acid. (a) Control group (no
treatment); (b, ¢, d, e, and f) treated group usnic acid at a concentration of 25 ug/mL for 72 hours. Blebs on the surface of promastigotes
(thin arrows), membrane rupture (full arrow), swelling (asterisk), and the formation pore (arrowhead). Bars: 1 ym (a, d); 2 ym (c, e and f).
Magnifications: (a) 11.000x, (b) 5.000x, (c) 8.000x, (d) 13.000x, (e) 5.500x, and (f) 8.500x.

respect to the effect of usnic acid in the two cell lines such as
breast cancer T-47D and pancreatic cancer Capan-2. These
data demonstrate and confirm one of the mechanisms of
action of usnic acid previously cited by Miiller [15], where
changes in membrane lipid composition alter the physical
properties with loss of mitochondrial function. We suggest,
based on prior observations, that the usnic acid destabilized
membranes allowing the leishmanicidal effect.

Adade and Souto-Padrén [39] studying the ultrastruc-
tures of the genera Trypanosoma and Leishmania regarding
the antiparasitic drugs observed that the ultrastructural
effects are similar among the various drugs used as well as
between herbal medicines, including usnic acid.

The study in question was relevant to effectiveness of
usnic acid in the face of Leishmania infantum chagasi pro-
mastigote forms, which leads us to suggest it as a possible
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FIGURE 3: Transmission electron micrographs promastigote forms of Leishmania infantum chagasi. (a) Control group; (b), (c), (d), (e), and (f)
treated groups (AU) at a concentration of 25 ug/mL for 72 hours. Vacuoles (V), acidocalcisomes (arrows), nucleus (N), lipid (L), kinetoplast
(Ct), flagellar pocket (Bf), mitochondrial swelling (Mt), detachment of the plasma membrane (dM), blebs (Bl), detached blebs (Bd), and

electron-lucent space (Ep). Bars 10 um (a, ¢, d, e, and f), Bars 20 ym (b).

phytotherapic agent in the treatment of visceral leishmani-
asis. In this context, further studies are needed to elucidate
the mechanisms of action of usnic acid and its physiological
effects in vivo.
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Abstract
Background

Leishmaniasis presented as a severe public health problem in many countries worldwide,
affecting populations that are socially and economically vulnerable. The search for new
phytochemicals with antiparasitic action, low toxicity and cost reduction emerges as an
alternative to existing treatments. Some studies have shown that usnic acid (UA), secondary
metabolite of the lichen Cladonia substellata Vainio presents several biological activities
(antiproliferative, antiviral, anti-inflammatory, antimicrobial, and antiparasitic), even though it
has still been considered very toxic because it is insoluble in water. Converting it into a salt,
potassium usnate (PS-UA), and now making it water-soluble, we hope to increase its
effectiveness and reduce its toxicity. In the present study aimed to analyze the leishmanicidal
activity in vitro of PS-UA against promastigote forms of Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi and its toxicity for lineage macrophages (RAW 264.7), verifying how it may reflect
on the morphology of these species.

Methodology/Principal findings

PS-UA was obtaining from salinization of UA that was extracted with diethyl ether isolated
and purified from the lichen Cladonia substellata Vainio. The antiprotozoal activity of this
metabolite lichen against Leishmania infantum chagasi was determined and the cytotoxicity
in vitro was assessed in macrophages (RAW 264.7). PS-UA showed significant leishmanicidal
activity against promastigote forms of L. (L.) infantum chagasi at different concentrations
(ICs0 = 3.719 £ 2.99 png/mL) and displayed 7- fold less toxicity to macrophages (CCso = 26.31
+ 13.55 pg/mL, IS = 7). Under effect of 1Cso, structural and ultrastructural aspects of the
parasite were analyzed. Through SEM we observed blebs on the surface of the promastigotes,
membrane detachment and rounded forms. Ultrastructural alterations were observed such as
nucleus with altered chromatin condensation patterns, intense cytoplasmic vacuolization,
extensive mitochondrion swelling, flagellar pocket with small vesicles, lipid bodies with
varied morphology and electron-dense vesicles throughout the cytoplasm, indicative of
change in sterol content and additionally, and were also noted lipid rafts on the cell wall of L.
(L.) infantum chagasi promastigotes.

Conclusion/ Significance

The solubilization of the usnic acid (UA) was important to obtain the potassium usnate (PS-
UA), one metabolite of lichen with potential leishmanicidal activity and low toxicity to
mammalian cells. Our results indicate that PS-UA has potent activity in vitro against
Leishmania (L.) infantum chagasi promastigotes and should open possibilities as a promising
agent for the chemotherapy of leishmaniasis; for this, more studies are needed to elucidate the
probable mechanisms involved.

Keywords: usnic acid potassium salt; Leishmania infantum chagasi; antileishmanial activity.



Author summary

Leishmania (L.) infantum chagasi is the causing agent of visceral leishmaniasis in Latin
America, a neglected disease that can be fatal if not treated and the options therapeutics
existents remains limited. In the present study, we analyzed the leishmanicidal activity in vitro
of usnic acid potassium salt (PS-UA) against of L. (L.) infantum chagasi promastigotes and its
toxicity to murine macrophages (RAW 264.7), verifying how it may reflect on the
morphology of these species. PS-UA showed significant in vitro leishmanicidal activity
against these parasites at different concentrations (ICso = 3.719 £+ 2.99 pg/mL) and displayed
7-fold less toxicity to macrophages (CCso = 26.31 + 13.55 ng/mL, IS = 7). Through SEM we
observed blebs on the surface of the promastigotes, membrane detachment and rounded
forms. Ultrastructural alterations were observed in different organelles indicative of change in
sterol content. PS-UA showed potential leishmanicidal activity and low toxicity to
mammalian cells. These results reinforces the relevant effect of PS-UA as target for new drugs
or vaccine development against leishmaniasis; for this, more studies are needed to elucidate

the probable mechanisms involved.



Introduction

Leishmaniasis comprises a group of diseases caused by a protozoan of the genus
Leishmania, which mainly affects people from tropical and subtropical endemic
areas, including southern Europe, Asia, Africa and Latin America [1]. According to the
World Health Organization, this disease has been presented as a severe public health
problem in many countries worldwide, affecting mainly regions that are socially and
economically vulnerable; being reported approximately 12 million people in more than 98
countries, with more than 350 million people at risk and 2 million new cases per year,
with an annual mortality of approximately 60,000 cases per year, a number only overtaken by
malaria among parasitic diseases [2, 3, 4].

Different species of the Leishmania genus can cause leishmaniasis and around the
world, 21 species of Leishmania are associated with the occurrence of tegumentary or visceral
lesions; however, Leishmania from the subgenus Viannia causes mainly tegumentary lesions
and is autochthonous in the Americas [5]. Regarding the subgenus Leishmania, some species
cause tegumentary leishmaniasis (TL) in Europe, Africa, and Asia; whereas some other
species (Leishmania (Leishmania) infantum or Leishmania (Leishmania) infantum chagasi)
cause visceral leishmaniasis (VL) in America and Europe, and Leishmania (Leishmania)
donovani causes VL in India and other Asian and African countries [6]. The increased
incidence of leishmaniasis in developed countries broke this scenario and one of the
consequences has been the emergence of the Leishmania visceral as an important
opportunistic infection among people with human immunodeficiency virus-1 (HIV-1)
infection [7]. Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic and often lethal human and canine
vector-borne disease caused by protozoa parasites of the Leishmania genus. In Brazil, the
infection is caused by L. (L.) infantum chagasi. Human VL is the most severe form of the
disease and is lethal if not treated early after the onset of clinic and pathological signs [8, 9]

The search for new drugs with leishmanicidal action is constant, mainly due to the
high toxicity of the drugs of first choice, such as glucantime and pentamidine, besides not
having the desired efficacy [10]. Considering the difficulties with the treatment of
leishmaniasis and the absence of vaccines, there is an urgent need to search for new drugs,
including herbal medicines and others natural sources [11, 12, 13].

Lichens, technically speaking, are not plants; instead, they are a symbiosis between
one fungus (mycobiont, heterotrophic) and a green algae or cyanobacteria (photobiont,

autotrophic) that produce several secondary and bioactive metabolites of pharmacological



importance [14, 15]. Usnic acid (UA) is a secondary metabolite found mainly in lichens of the
genus Cladonia and Usnea, representing about 6% of the dry weight of the lichen stem,
playing an important biological role, giving lichens protection against invading
microorganisms, UV rays and dryness [16, 17]. Pharmacological studies have shown that UA
has several biological activities as antimicrobial [18, 19], antiproliferative [20, 21], analgesic
and antipyretic [22], larvicide, against larvae of Culex pipiens (Linnaeus) and Culiseta
longiareolata (Macquart) [23, 24, 25], insecticidal [26], antifungal [27], antitumor [28],
antioxidant [29, 30], antiparasitic [31, 32, 33], antitubercular [34] and antiviral [35, 36].
However, the therapeutic application of the UA has not been introduced, due to the low
solubility and high hepatotoxicity, which in part compromises its applicability [37]. In this
context, it should be note that UA derivatives possessed better antibacterial, antitubercular,
and anticancer activity than the original compound [38]. Recent studies have reported on the
molluscicidal activity of usnic acid potassium salt from Cladonia substellata (Vainio), against
Biomphalaria glabrata [39] and by enhanced bioavailability and inhibits invasion and
metastasis in colorectal cancer [40].

In the present study, we aimed for the first time to analyze the leishmanicidal activity
in vitro of PS-UA on promastigote forms of Leishmania (L.) infantum chagasi and its
cytotoxic activity on RAW 264.7 macrophages, verifying how it may reflect on the
morphology of these species.

Materials and Methods

Plant material

Samples of Cladonia substellata Vainio (1887) used in this study were collected in the
municipality of Mamanguape in the state of Paraiba (Northeastern Brazil), at the margins of a
Federal Highway BR-101 in august 2012 (608°19”S/ 3508’ 11”W). Thallus of C. substellata
(Vainio) was identified by MSc Maria de Lurdes Buril and a voucher specimen (N°. 34402)
was deposited in the UFPE Herbarium Geraldo Mariz from Department of Botany, Recife/PE,

Brazil.

Extraction, isolation and purification of usnic acid
Initially, the air-dried parts (200 g) of the thallus of C. substellata were macerate and
submitted to successive extractions with 150 mL of diethyl ether using a Soxhlet apparatus at

40 °C for 16 h, as described elsewhere [41]. The ether extracts were as filtered and stored at



4°C for 24 h. Thereafter, these extracts were concentrated in a rotary evaporator (Flash
Evaporator-115V. Buchler Instruments, Fort Lee, New Jersey, USA). The UA precipitates
were collected and subjected to silica gel (70-230 mesh) column chromatography (CC)
eluting with chloroform: n-hexane (80:20 v/v) as the solvent system [42].

The fractions obtained were monitored by thin-layer chromatography (TLC) and high-
performance liquid chromatography (HPLC). Those samples that showed only one band were
combined. The fractionation and monitoring processes were repeated until highly pure usnic
acid (> 95%), that was obtained and its molecular structure was analyzed by the spectra of
proton nuclear magnetic resonance ('"H NMR) and Carbon ("*C NMR) obtained at 300 MHz
in CDCl; (Varian UNITY spectrometer), while infrared spectroscopy (IR) analysis were
performed in a Bruker Fourier transformer (model IF566) with KBr disks, also confirmed by

comparing previously reported spectral data [43].

Synthesis of PS-UA

After the purification of UA (Fig 1A), 500 mg of this acid were partially dissolved in 40 mL
of milli-Q water at 40 °C and subsequently sprayed with previously prepared KOH (10%)
until complete solubilization of the compound at pH 11. The solution was frozen at -80 and
then lyophilized [44]. The molecular structure of PS-UA was confirmed by IR spectroscopy
and '"H NMR [39].

Parasite culture

The strain of L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR2000/Merivaldo2) was kindly
provided by Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto from Department of Microbiology of
Institute Aggeu Magalhdes (IAM-FIOCRUZ), Federal University of Pernambuco, Recife/PE,
Brazil. The promastigote forms were routinely grown incubated at 26 °C in BOD incubator
(Caltech Industria e Comércio LTDA, Franca, Sdo Paulo, Brazil), in a Liver infusion tryptose
(LIT) medium, supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum - SBF (LGC
Biotechnology, Sido Paulo, Brazil), 100 U/mL penicillin (Sigma®, St. Louis, MO, USA), and
100 pg/mL streptomycin (Sigma®, St. Louis, MO, USA), and 0.2% hemin (Sigma®, St. Louis,
MO, USA).

In vitro antileishmanial activity
Antileishmanial activity was assessed by the colorimetric method MTT [45] that is based on

the conversion of the tetrazolium salt into the colored formazan product, the concentration of



which can be determined spectrophotometrically. The promastigote forms were seeded (2 x
10° cells/mL) with LIT medium in 96-well microplates and incubated with 50 uL of different
concentrations of PS-UA (0.195 to 100 ug/mL) and amphotericin B (positive control). LIT
medium (50 uL) (negative control) was also added. After 72 h of incubation with PS-UA and
amphotericin B, 25 uL of MTT solution was added (5mg/mL). After 3h of incubation at 37°C,
MTT solution was aspirated and 100 uL. DMSO was added for the solubilization of the
formazan crystals. Finished the solubilization, the absorbance was measured by using a multi-
well scanning spectrophotometer (Skanlt Software 2.4.5 RE for Varioskan Flash, Thermo
Scientific, Massachusetts, USA) at 595 nm wavelength. The results were expressed as
percentage of relative viability of parasites compared to the negative control group. All the

experiments were performed in quadruple in three independent experiments.

Scanning electron microscopy

To evaluate possible ultrastructural alterations on the surface of parasites was performed an
observation by scanning electron microscopy (SEM). Leishmania (L.) infantum chagasi
promastigotes were grown for 72 h in LIT medium (control) or in LIT the containing ICso of
PS-UA (3,719 ug/mL); they were subsequently collected by centrifugation at 1500 g, washed
twice in 0.1M Phosphate buffer (pH 7.2), and fixed in a solution containing 2.5% (v/v)
glutaraldehyde, 4% (v/v) paraformaldehyde, and 0.1M phosphate buffer for 1h at room
temperature. After washing twice in the same buffer, the parasites were adhered to glass slides
previously coated with 0.1% poly-L-lysine (Sigma Aldrich, USA) for 30 min at 37°C.
Subsequently, the slides were washed twice with 0.1M phosphate buffer, post-fixed in
solution of OsOy4 for 1h at room temperature and washed twice again with 0.1M phosphate
buffer. All samples were dehydrated gradually increasing the ethanol concentrations (30 -
100% v/v) and were critical point dried using CO», mounted on metal stubs, and coated with

gold (5 -30 nm) for 15s. The samples were then examined through SEM (JEOL T-200).

Transmission electron microscopy

Control and treated culture promastigotes with 3.719 pug/mL of PS-UA (ICso) were harvested,
at room temperature by centrifugation at 1.500 g, washed twice in PBS, and fixed for 2h at
4°C in a solution containing 2.5% (v/v) glutaraldehyde, 4% (v/v) paraformaldehyde, and
0.1M cacodylate buffer, pH 7.2, for 1h at room temperature. After being washed in the same

solution, they were post-fixed for 1h in dark conditions in a solution containing 1% OsO4,



0.8% potassium ferricyanide, and SmM CaCL in 0.1M cacodylate buffer, dehydrated in
acetone, and embedded in epoxy resin. Ultrathin sections were picked up on uncoated 200-

mesh copper grids, stained with uranyl acetate and lead citrate, and observed in a Zeiss 900 or

Jeol JEM 100CX Electron Microscope.

Culture of RAW 264.7

RAW 264.7, a murine macrophages cell line, was maintained in the Tissue Culture
Laboratory of Histology and Embryology Department (DHE-UFPE, Recife/PE, Brazil), at
37°C in an incubator containing 5% CO> and 95% of relative humidity, in DMEM (Sigma®,
St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FBS (LGC
Biotechnology, Sao Paulo, Brazil), 100 IU penicillin/mL and 100 pg/mL streptomycin
(Sigma®, St. Louis, MO, USA, respectively). RAW 264.7 cells, grown in culture bottles (1 x
10° cells/mL) until reached 80-90%. Thereafter, these cells were transferred to 96-well plates

(concentration: 2 x 10° cell/mL) under conditions already reported.

Cytotoxicity assay using murine macrophages and determination of morphological
changes

RAW 264.7 macrophages (2 x 10° cells/mL) was seeded in 96-wells plates and incubated for
72h with PS-UA at concentrations ranging from 0,079 to 50pg/mL. After the exposure period,
the cytotoxicity was determined using the MTT assay [45]. The formation of formazan
crystals was measured by adding 20 pL de MTT (5mg/mL) to each well and the cells were
incubated at 37°C in the dark for 3h. After this time, all supernatant was discarded and
subsequently the formazan crystals were dissolved in DMSO (100 uL), the plates were stirred
for 15 min and subsequently read at 595 nm using a scanning spectrophotometer (Skanlt
Software 2.4.5 RE for Varioskan Flash, Thermo Scientific, Massachusetts, USA). The
selectivity index (SI = CCso/ICs0) was calculated by ratio of toxicity to macrophages versus
toxicity to parasites after 72 h incubation. All the experiments were performed in triplicate, in
three independent experiments.

Morphological changes of these cells after treatment with PS-UA (varying the
concentrations) were detected with 72 hours. RAW 264.7 macrophages were observed by an
inverted phase contrast microscope LEICA (Leica microsystems, Wetzlar, Germany)
equipped with digital camera (MOTICAM BA 2.000, Campinas, Brazil) and the digital

photographs were taken using the Motic Images Plus 2.0 software.



Statistical Analysis

All statistical analyses were performed with Origin software (version 8.2, OriginLab,
USA). Data from MTT assays were analyzed by two-way ANOVA followed by post-hoc
Tukey’s test, with p < 0.05. The results were expressed as mean values + standard deviation

(SD).

Results

Antileishmanial Activity

The evaluation of leishmanicidal activity was performed against promastigotes forms
Leishmania (L.) infantum chagasi (MHOM/BR2000/Merivaldo2). The mean value of ICso for
PS-UA and amphotericin B was 3.71 £ 2.99 and 2.00 = 1.47 pg/mL (respectively), these
averages were statistically different (Fig 1B). These data show that PS-UA presented
a performance close to the standard drug in terms of efficiency against promastigote forms

of Leishmania (L.) infantum chagasi (Fig 1B).

Scanning electron microscopy of L. (L.) infantum chagasi promastigotes under action of
PS-UA

Cell morphology was markedly different under effect of ICso of PS-UA (Fig 1C). Scanning
electromicrographs of L. (L.) infantum chagasi promastigotes revealed loss of the elongated
form of the parasites, membrane detachment with presence of blebs in the surface and, some

bodies with tumefied aspect and reduction of flagellum (Fig 1C).
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Figure 1. A) Chemical structure: R= OH, Usnic acid (MW= 344.32) or R= OK, Usnic acid potassium
salt (MW= 420.50). B) In vitro effect of PS-UA on the growth of Leishmania (L.) infantum chagasi
promastigotes. The growth of promastigote forms (2 x 10° cells/mL) cultured at 26°C in LIT medium
(control negative) and in the presence of PS-UA or amphotericin B (positive control) assayed in
concentrations ranging from 0.195 to 100 pg/mL. The results were expressed as percentage of relative
viability of parasites compared to control groups. The data shown are the mean + SD and all the
experiments were performed in quadruple of three independent experiments. C) Scanning
electromicrographs of promastigote forms of L. (L.) infantum chagasi. Control group (medium, without
treatment): noted parasites with elongated bodies, stable surface and long flagellum. Groups treated with
3.71 ug/mL of PS-UA for 72 hours: blebs are noted on the surface of the promastigotes (thin arrows),
membrane detachment (full white arrow) and, some bodies with tumefied aspect and reduction of
flagellum (asterisk). Magnitude: x 2500 (10 um) and x 3700 (5 pm).

Effect of PS-UA on the ultrastructure of L. (L.) infantum chagasi promastigotes

Cell morphology was markedly different under effect of ICso of PS-UA when compared with
control group (Fig 2A and 2B). The ultrastructural analysis of L. (L.) infantum chagasi
promastigotes showed that PS-UA (ICso) induced changes in such as (Fig 2C, 2D, 2E and 2F):
nucleus with altered chromatin condensation patterns, intense cytoplasm vacuolization,
extensive mitochondrion swelling with loss of mitochondrial cristae and vesiculation of the
inner mitochondrial membrane, flagellar pocket with small vesicles, lipid bodies with varied
morphology and electron-dense vesicles were visualized throughout the cytoplasm , indicative
of change in sterol content. Additionally, were also noted lipid rafts on the cell wall of L. (L.)
infantum chagasi promastigotes (Fig 2E and 2F).
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Figure 2. Transmission electron microscopy of Leishmania (L.) infantum chagasi promastigotes
incubated in the absence (A and B) or presence of potassium usnate at ICso (C-F). A, B) Parasites
displaying normal morphology and intracellular structures as nucleus (N), mitochondria (M),
atypical vesicles into mitochondrion (vs), kinetoplast (K), microtubules (Mts), flagellar pocket (Fp),
flagellum (F), Golgi complex (Cg) and lipid bodies (L). C, D, E and F) L. (L.) infantum chagasi
promastigotes treated with ICso (3,71 pg/mL) of PS-UA showing structures with changes: nucleus
with altered chromatin condensation patterns, intense cytoplasm vacuolization (fine arrows), extensive
mitochondrion swelling with loss of mitochondrial cristae and vesiculation of the inner mitochondrial
membrane (arrowhead), flagellar pocket with small vesicles (white arrow), lipid bodies with varied
morphology (L) and electron-dense vesicles were visualized throughout the cytoplasm (white
asterisks), indicative of change in sterol content. Additionally, in E and F (enlarged image), were
noted lipid rafts on the cell wall. Scale bars =1 um (A, C and E) and 500 nm (B, D and F).



Evaluation of cytotoxic activity and morphological changes of RAW 264.7 macrophages
under the effect of PS-UA

Under effect of PS-UA, at different concentrations (0,079 to 50 pg/mL), the viability of RAW
264.7 macrophages was not impaired up to a concentration of 3.125 pg/mL (detected by
MTT-test after 72 h) and began to decrease from 6.25 pg/mL (Fig. 3A). The CCso
determination (26.31 + 13.55) confirmed the low cytotoxicity of PS-UA.

Toxicity study of the tested compound on macrophage allows us to evaluate its
selectivity index (SI = 7). The selectivity index (SI) was calculated as SI = CCso/ICso for L.
(L.) infantum chagasi promastigotes.

Morphological evaluation of RAW 264.7 macrophages revealed control cells with
normal shape and were attached to the culture plate (Fig 3B). Groups exposed to high doses of
PS-UA (25 and 50 pg/mL) presented morphological changes that included: cells became

small, round and increased evidence of cellular injury and debris (Fig 3B).
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Figure 3. A) In vitro cytotoxic activity and morphological changes of RAW 264.7 macrophages under
the effect of potassium usnate salt at 72h. Cytotoxic effect (CCsy) of PS-UA was determined at
concentrations ranging from 0.079 to 50 pug/mL. Statistical analysis of growth differences between
treated and control cultures (CCso) were performed using the ANOVA with Tukey test (p < 0.05). The
results were expressed as mean values + standard deviation (SD). B) Morphology changes of RAW
264.7 cells induced by PS-UA treatment for 72 h observed by an inverted phase contrast microscope.
Cells treated (concentrations ranging from 0.079 to 50 pg/mL) were compared with untreated cells
(control), magnitude of images 400x. Control cells control cells were presented with normal shape,
attached to the culture plate. Groups exposed to high doses of PS-UA (25 and 50 ug/mL) presented
with increased evidence of cellular injury and debris.

Discussion

Lichens are a world-widespread consortium of fungal and photosynthetic partners. Among
these, the usnic acid is one of the most common and abundant lichen metabolites, well known
as an antibiotic, but also endowed with several other interesting properties such as
antiinflammatory, antimicrobial, antiviral, antioxidant, antiprotozoan and anticancer
properties [46, 47, 48]. Although the UA has been incorporated for years in cosmetics,
perfumery and traditional medicines, however its application was withdrawn due to acute
liver toxicity reported with chronic consumption [38].

In order to contribute for discovery of new ant leishmanial agents, in the present study
we first describe the leishmanicidal activity of PS-UA against promastigote forms of
Leishmania (L.) infantum chagasi. The results obtained from MTT assay demonstrated that
treatment with PS-UA significantly inhibited theses parasites in vitro with an 1Cso value (3.71
pug/mL) very close to that found for the amphotericin B (2.00 pg/mL). This distinct response
to PS-UA treatment may result from salinization of UA to enhance its water solubility,
mentioned by some researchers as the main reason for UA's unsatisfactory performance.

Previous studies carried out by our group, demonstrated the leishmanicidal activity of
UA against L. infantum chagasi promastigotes, where the 1Cso obtained in our experiments
was 18.30 pg/mL [49]. Similar results were also reported by other researchers, who evaluated
UA toxicity in vitro against the Trypanosoma cruzi (ICso= 40 or 80 pg/mL) and Plasmodium
falciparum, the causative agent of malaria, having been determined the efficacy of UA with
different dose-dependent concentrations [50].

The valuable property of UA activity against protozoa has been the focus of several
surveys, since the source of antiprotozoal drugs is very limited, and the licensed
pharmaceuticals are highly toxic [51]. In this context, the PS-UA appears as a strategy that
can be used, because it is soluble in water, without losing its bio logical potential [52, 53, 54].

Recently, was first reported the in vitro effect of PS-UA against adult worms of Schistosoma



mansoni, confirmed by a detailed ultrastructural analysis and this potential result was
attributed to the K" counterion located on carbon 8 of the molecule, conferring the hydrophilic
characteristic responsible for many of its bioactive effects [55].

As we have shown a potential leishmanicidal activity with the ICso of PS-UA, we
carried out the analysis by electronic microscopy to verify morphological changes in L. (L.)
infantum chagasi promastigotes. Scanning electron microscopy (SEM) shows significant
alterations such as loss of the elongated form of the parasites which presented themselves
with spherical shapes, detachment membrane with presence of blebs on the surface, body with
swollen appearance and reduction of flagella. Our results are in accordance with others
studies that reported destabilization of the tubulin-dependent cytoskeleton, since both the
body shape of the parasite and the integrity of the flagellum is highly dependent on the
stability of the microtubules [56, 57]. The microtubules (Mts) of the trypanosomatid
subpellicular corset are connected to each other and to the plasma membrane and represent
the major the major cytoskeletal components of theses parasites [58, 59].

The subpellicular microtubules of the trypanosome cytoskeleton are very regularly
spaced and individual microtubules are linked to each other and to the plasma membrane by a
series of cross-bridges, where the proteins involved in these connections have been called of
microtubule associated proteins (MAPs) [60]. Previous reports demonstrate that important
cytoskeleton modifications appear during the Leishmania death [61]. Taking these findings
into consideration, the mechanism of action of PS-UA may be the key to explaining the
relationship between the Mts rearrangement, changes in cell volume and the transition from
an elongated to a spherical promastigote form. Considering the volume variation observed by
SEM, essentiality the transport systems to L. (L.) infantum chagasi probably are directly
accessible to exogenous inhibitors or toxic substrates, as mentioned by other authors [62].

Ultrastructural effects of PS-UA on the promastigote forms of L. (L.) infantum chagasi
were detected as early as 72 h after initiating the treatment and most of these parasites
presented remarkable swelling of the mitochondrion, with internal mitochondrial membrane
formed vesicles [63]. It has also been suggested that the presence of ergosterol and analogues
is essential for the maintenance of a normal structural organization, especially of the inner
mitochondrial membrane in trypanosomatids [64]. Biochemical studies have shown that the
mitochondrial membrane of trypanosomatids is rich in endogenous and exogenous sterols, in
contrast to mammalian cells where the mitochondrion is devoid of sterols [65, 66]. The
presence of vacuoles was very prominent, and these may be associated with entry of

substances by simple diffusion, caused by increased permeability of the membrane due to the



PS-UA. This compound can be probably involved in the breakdown and recycling of
abnormal membrane structures, suggesting an intense process of remodeling of intracellular
organelles irreversibly damaged due the instability of its membranes [67].

The fact that Leishmania parasites have adapted to not only survive, but to proliferate
probably is due to the protection conferred by specialized molecules on the parasite's cell
surface. One of the major glycoconjugates synthesized by the parasite is lipophosphoglycan
(LPG), a heterogeneous, lipid-containing polysaccharide, which is considered the major
surface molecule of Leishmania promastigotes and has been implicated in a surprisingly large
number of functions that may contribute to the virulence in various species of this parasite,
especially by its ability to chelate calcium ion [68]. In this context, it has been reported that
the disruption of the intracellular Ca®" homeostasis represents an important object for the
action of drugs in trypanosomatids. [69]

In order to observe routes that can clarify the possible mechanism of action of the PS-
AU, we detected by MET changes in morphology membrane due the instable of subpellicular
microtubules (Mts) that modified the lipid rafts at parasite wall. Previous reports demonstrate
that both the macrophages and the parasites present lipid rafts at their cell wall, which are rich
in cholesterol [70]. Thus, for its low cytotoxicity and selectivity towards cholesterol-rich lipid
rafts, PS-UA could be selected as a new therapeutic for the treatment of pathogens that
require cholesterol for their infectiveness.

PS-UA showed no cytotoxicity to mammalian cells (murine macrophages) having a
high degree of selectivity to L. (L.) infantum chagasi promastigotes. In this context, further
studies will be needed to elucidate the probable mechanisms of action PS-UA and its

physiological effects in vivo.

Conclusions

In this work, we observed that usnic acid potassium salt potassium, a promising metabolite of
lichen derived from Cladonia substellata (Vainio), presented potent activity in vitro against
Leishmania (L.) infantum chagasi promastigotes and low toxicity to mammalian cells. These
results reinforces the potential effect of this lichen derived as target for new drugs or vaccine
development against leishmaniasis; for this, more studies are needed to elucidate the likely

mechanisms involved.
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Abstract

Background: The present study aimed to identify the proteins differentially accumulated
in protein extracts of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi promastigotes on the effect
of usnic acid potassium salt (PS-UA) to elucidate the possible mechanisms of action of
this phytopharmaceutical on the parasite.

Methodology/Principal Findings: The extracts proteins were separated by bidimensional
electrophoresis (2D) and identified by mass spectrometry. Approximately 450 spots were
observed in the 2D gels. About 81 protein Spots were exclusive to the control and 63 spots of
the protein extract of the L. (L.) infantum chagasi promastigotes were submitted to the action
of PS-UA and were observed differential accumulation of 29 protein spots between treated and
untreated groups that were identified through mass spectrometry.

Conclusions/Significance: The present study represents a significant contribution not only in
identifying of the parasite molecules, but also in revealing possible mechanism of action of PS-
UA against L. (L.) infantum chagasi promastigotes forms, contributing to the search for more
effective and less toxic drugs.

Keywords: potassium usnate; proteome profiling; Leishmania (L.) infantum chagasi.



Author Summary

Leishmaniasis is a group of diseases caused by a protozoan of the genus Leishmania, mainly

affecting poor people in Africa, Asia and Latin America, and is associated with malnutrition,

population displacement, precarious housing, immunodeficiency and lack of financial

resources. The pentavalent antimonials used for treatment of this disease are limited with

respect to the use, especially due to toxicity and/or ineffectiveness. Soon, the search for new

phytochemicals with antiparasitic action emerges as an alternative to existing treatments, due

to the low toxicity and cost reduction. Potassium Salt, derived from Usnic Acid (PS-UA) is

soluble in water and has a higher efficacy and lower toxicity. In the present study aimed to

identify the differentially accumulated proteins (DAPs) in protein extracts of Leishmania (L.)

infantum chagasi promastigotes forms under effect of PS-UA (6,25 pg/mL) when compared to

untreated promastigotes to elucidate the possible mechanisms of action. Protein extracts from

all samples were analyzed after extraction with trichloroacetic acid (TCA) and acetone by

means of one-dimensional (1D) and two-dimensional (2D) electrophoresis. For 2D gel

electrophoresis, the samples were applied to IPG strips (13 cm, pH 3-10) and the images

evaluated by ImageMaster platinum 2D 7.0 software. In the verification of the overlap of the

gels, we obtained percentages of matchings higher than 95% between untreated promastigote

forms and treated with PS-UA. 173 protein Spots were detected, of which 81 protein Spots were

exclusive of the untreated group (control) and 63 protein spots of the gel corresponding to the

protein extract of promastigote forms treated with PS-UA. The results revealed the differential

accumulation of 29 protein spots, identified through mass spectrometry (MALDI TOF/TOF) of
the promastigote forms treated with PS-UA compared to the control group. The mean difference

between groups was determined using unidirectional analysis (ANOVA) and values with p

<0.05 were considered statistically significant. All statistical analyzes were performed using
ImageMaster platinum 2D 7.0 software. Among the differentially accumulated proteins, the
Translation Initiation Fator (IF-2), important in the protein synthesis was reduced under the
effect of PS-UA. In the genetic ontology for regulation of biological processes it was verified
that the PS-UA exerted considerable influence with respect to the expression of proteins. We
conclude that PS-UA presented a mechanism of action similar to drugs as paramomicin,
inhibiting protein synthesis, and further studies are needed to elucidate other mechanisms of
action.

Keywords: Potassium usnate. Proteomic study. Leishmania (L.) infantum chagasi.



RESUMO

A leishmaniose ¢ um grupo de doengas causadas por um protozoario do género Leishmania,
afetando principalmente pessoas pobres na Africa, Asia e América Latina, e estd associado &
desnutricdo, deslocamento populacional, habitagdo precaria, imunodeficiéncia e falta de
recursos financeiros. Os antimoniais pentavalentes usados para o tratamento desta doenca sao
limitados em relag@o ao uso; especialmente devido a toxicidade e/ou ineficacia. Logo, a busca
por novos fitofArmacos com acdo antiparasitaria, surge como uma alternativa aos tratamentos
existentes, devido a baixa toxicidade e redugdo de custos. O Sal de Potassio, derivado do Acido
Usnico (PS-UA) ¢ soluvel em 4gua e tem maior eficicia e menor toxicidade. No presente estudo
objetivou-se identificar as proteinas diferencialmente acumuladas (DAPs) em extratos proteicos
das formas promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi sobre o efeito do PS-UA (6,25
ng /mL) quando comparadas as formas promastigotas nao tratadas para elucidar os possiveis
mecanismos de a¢do. Os extratos proteicos de todas as amostras foram analisados apds extragao
com 4acido tricloroacético (TCA) e acetona, por meio de eletroforese unidimensional (1D) e
bidimensional (2D). Para a eletroforese 2D, as amostras foram aplicadas em fitas IPG (13 cm,
pH 3-10; GE-General Healthcare) e as imagens analisadas pelo software ImageMaster
platinum 2D 7.0. Na verificacdo da sobreposicdo dos géis, obtivemos porcentagens de
matchings superiores a 95% entre extratos proteicos das formas promastigotas nao tratadas e
tratadas com usnato de potéassio. 173 spots proteicos foram detectados, dos quais 81 spots
proteicos foram exclusivos do grupo ndo tratado (controle) e 63 spots proteicos do gel
correspondem ao extrato proteico das formas promastigotas tratadas com usnato de potéssio.
Os resultados revelaram um actimulo diferencial de 29 spots proteicos, identificados através da
espectrometria de massas (MALDI TOF/TOF), das formas promastigotas tratadas com usnato
de potassio quando comparadas ao grupo controle. A diferenca de médias entre grupos foi
determinada usando analise unidirecional (ANOVA) e valores com p <0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software ImageMaster platinum 2D 7.0. Dentre as proteinas diferencialmente acumuladas, o
Fator de Iniciacao Traducional (IF-2), importante na sintese proteica, apresentou-se reduzido
sob efeito do PS-UA. Na ontologia génica para regulacdo de processos biologicos verificou-se
que PS-UA exerceu consideravel influéncia com relacdo a expressao de proteinas.
Concluimos que o PS-UA apresentou um mecanismo de agdo semelhante a fArmacos como
paromomicina, inibindo a sintese proteica, sendo necessarios maiores estudos para elucidar
outros mecanismos de agao.

Palavras chaves: Usnato de potassio. Estudo protedmico. Leishmania (L) infantum chagasi.
Eletroforese 2D



1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga parasitaria importante, com uma
distribui¢do mundial em 88 paises, e um total de 350 milhdes de pessoas em risco. Afeta
principalmente pessoas pobres da Africa, Asia e América latina, e estd associada com mal
nutri¢ao, deslocamento populacional, moradia precaria, sistema imune deficiente e por falta de
recursos financeiros [1]. No Brasil, a doenca ¢ uma zoonose endémica causada por um
protozoario Leishmania (L.) infantum chagasi [2].

Por mais de 50 anos, os derivados de metais pesados, principalmente os pentavalentes
antimoniais, t€ém sido usados como fdrmacos de escolha para o tratamento das leishmanioses;
entre eles, os principais sdo o estibogluconato de sodio (Pentostam®) e metil-glucamina
(Glucantime®) [3]. Entretanto, os pentavalentes antimoniais causam muitos efeitos toxicos,
tais como: nausea, vOmito, diarréia, erupgles cutdneas, tontura, arritmia cardiaca,
hipotensdo, hepatite e pancreatite. Além disso, a administracdo destes farmacos ¢ dificil,
baixas dosagens favorecem a resisténcia do parasita e elevadas dosagens sdo tdxicas,
constituindo um problema maior pela inexisténcia de uma vacina eficaz [4]. A
anfotericina B, a pentamidina, o miltefosine ¢ a paromomicina tém sido as drogas
alternativas utilizadas nos casos de resisténcia aos antimoniais, mas ndo possuem
um indice terapéutico tdo favoravel, além de apresentar importantes reacdes adversas
[5]. Dentre elas, a paromomicina apresenta um mecanismo de acao baseado na alteragao da
sintese de proteinas,através do bloqueio do sitio de ligacdo do RNAr, além da interferéncia na
atividade mitocondrial e na capacidade de captacdo de precursores de moléculas [6,7].

Pesquisas t€ém demonstrado o uso popular de plantas no tratamento de leishmanioses
tanto por via oral, como na aplicagdo topica sobre as lesdes cutdneas. Muitas plantas
apresentam em sua composicdo estrutural, substdncias descritas na literatura com
atividade leishmanicida [8]. O acido usnico ¢ um dos metabolitos secundarios bioativos mais
estudados e encontrado principalmente nos liquens dos géneros Cladonia, Usnea ¢
Cetraria [9], mas sua aplicagdo clinica ¢ limitada, por causa da sua baixa solubilidade e
alta hepatotoxicidade [10,11,12]. O usnato de potdssio ¢ um produto da salinizacdo do
acido usnico, aumentando sua solubilidade e buscando melhorar sua eficacia.

A protedmica representa um conjunto de técnicas que permite aumentar nosso
conhecimento sobre a célula baseando-se na identificagdo e quantificacdo de proteinas

em diferentes condi¢des sendo a eletroforese bidimensional (2D), uma das ferramentas



para estudar a expressao de proteinas de larga escala [13]. A anélise das proteinas utilizando
2D envolve a separagdo sistemadtica, identificagdo e quantificagdo de muitas proteinas
simultaneamente a partir de uma Unica amostra e ¢ complementada pela espectrometria de
massas (ME) para identificacdo das proteinas [14,15].

A abordagem protedmica diferencial aplicadas ao estudo dos padrdes de actiimulo das
proteinas, oferecem a possibilidade de atribuir fungdes potenciais destas proteinas,
novos marcadores para o diagnotico, candidatas a vacinas e/ou potenciais alvos de drogas
[16-18].

No presente estudo, propdem-se um estudo proteomico das formas
promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi tratadas com usnato de potassio,
comparando com as formas promastigotas ndo tratadas, visando detectar e
identificar as proteinas diferencialmente acumuladas, e assim procurar elucidar os

possiveis mecanismos de acdo deste fitofarmaco sobre o parasita.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de Desenvolvimento das Pesquisas

Parte deste estudo foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Histologia e Embriologia (LCT-DHE) do Centro de Biociéncias (CB)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Em colaboracdo foram utilizadas as
dependéncias do Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica-CB/
UFPE, Laboratorio de Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ),
Laboratério de Genomica e Protedomica de Plantas (LGPP) do Departamento do Genética e a
realizacdo da espectrometria de massas em colaboracdo com o CETENE (Centro de

Tecnologia do Nordeste).

2.2 Obtenc&o do Acido Usnico e sintese do usnato de potassio

O acido usnico, metabolico secundario da espécie Cladonia substellata Vainio foi
extraido, purificado e modificado estruturalmente para usnato de potassio no Laboratério de
Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco,
e ambos foram obtidos na forma de um p¢ liofilizado. O acido usnico foi obtido de 75 g do
talo da C. substellata Vainio, que foi triturado e submetido a extracdo somente com éter
dietilico em aparelho de Soxhlet a 40°C por 72 horas; em seguida foi concentrado em
rotaevaporador acoplado a banho-maria a 40°C. Para purificagdo da substancia, o extrato

etéreo foi fracionado em coluna de silica gel (porosidade 70-230 mesh) e eluida com sistema
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de solvente cloroformio: n-hexano (80:20 v/v) conforme metodologia descrita na literatura
[19].

A modificagdo da estrutura quimica do acido isnico em usnato de potassio foi obtida
com a dissolugdo parcial do acido usnico em agua destilada a 40°C e com a adigcdo de
hidroxidode potassio a 10%, em pH 11. A amostra foi congelada em freezer (- 80°C) e
posteriormente liofilizada de acordo com protocolo previamente descrito [20].

A andlise da estrutura molecular do PS-UA foi confirmada através das técnicas de

Espectroscopia no Infravermelho (IV) e de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

2.3 Cepas de Leishmania

Os parasitas foram cedidos pelo Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto do Departamento
de Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ). Foram utilizadas cepas
das formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi (MHOM/BR2000/
Merivaldo2) em fase exponencial de crescimento. Os parasitas foram mantidos em meio
Schneider (Sigma, St.Louis, MO, USA), suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF,
Sigma), 20 mM L-glutamina, 200 UI/mL de penicilina, e 100 pg/mL de estreptomicina em
pH 7,2 e colocados em estufa de BOD a 26°C. Todos os experimentos foram realizados
com parasitos na fase logaritmica de crescimento. Foram utilizados dois grupos: um tratado
com usnato de potassio na concentracdo de 6,25 pg/mL (ICsg) e um grupo nao tratado
(controle). Trés culturas independentes de cada grupo foram obtidas, centrifugadas,
lavadas com PBS, lisadas pelo método de maceracdo com nitrogénio liquido e

armazenadas a -20°C para a preparagao do extrato proteico.
2.4 Preparacdo do extrato proteico

A extragdo proteica das formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum
chagasi (MHOM/BR/Merivaldo2) do grupo tratado e ndo tratado para as eletroforeses
unidimensional (1D) e bidimensional (2D) seguiu o protocolo de precipitagdo
TCA/Acetona [21] combinado com a solubilizagcdo das proteinas pelo método ureia-tioureia
[22]. Foi realizado um processo de lise das formas promastigotas dos parasitas dos
grupos tratados e ndo tratados (2x10” e 0,8x107 parasitas, respectivamente), através do
nitrogénio liquido, adicionando-se neste extrato um inibidor de proteases e logo depois
foram centrifugados. Os pellets foram ressuspendidos com solugdo ureia-tioureia (7 M:2

M). O extrato proteico foi armazenado em freezer (- 80°C) até o uso. 6



2.5 Quantificacao das proteinas

As amostras soluveis foram quantificadas através do protocolo de quantificacio [23]
que utiliza o Coomassie brilliant blue G-250 como reagente de coloragdo e a albumina de soro
bovino (BSA) para estabelecimento da curva padrdo. Partiu-se de 10 pL das amostras proteicas
e 2 mL do reagente de Bradford para serem analisadas em espectrofotometro de luz visivel
(Bioespectro SP-220) a 595 nm. As concentracdes proteicas foram calculadas através da
interpolagdo dos valores obtidos com uma curva padrao de BSA (R2>0,95). As amostras foram

armazenadas a -80° C até o momento de uso.

2.6 Eletroforese unidimensional

Os extratos proteicos foram acompanhados por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE), segundo protocolo
estabelecido [24], em gel com 12,5% de acrilamida com a utilizagdo de tampao 25 mM de
Tris base, 192 mM de glicina e 0,1% (p/v) de SDS. Para cada amostra foi utilizada uma massa

estimada de 30 pg de proteinas.

2.7 Eletroforese bidimensional
2.7.1 Focalizagao Isoelétrica

A focalizacdo isoelétrica (IEF) foi realizada com fita Immobiline ™ DryStrip pH de
3-10, de 13 cm na3o linear (GE Healthcare) feito em triplicata com uma mistura
equimolar proveniente de trés culturas independentes para cada um dos grupos estudados
(tratados e nado tratados). Foram aplicadas 400 pg (250 pl) de proteinas totais das
amostras nas fitas de acrilamida desidratada dissolvidas em solucao de urecia 7M, tiouréia
2M, CHAPS 2% (m/v), 19,4 mM de DTT, anfolinas 0,5% (v/v) ¢ azul de bromofenol 0,005%
(m/v). Apoés a reidratagdo das fitas (overnight, na temperatura de 4 a 8°C) a focalizagao
isoelétrica foi realizada no dispositivo IPGphor III Isoelectric Focusing Unit (GE
Healthcare) a temperatura de 20° C, por 5 horas. As fitas foram focalizadas em gradiente
de pH imobilizado, em trés etapas, nas seguintes condi¢des: 500 V - 500 V/h, 1000 V - 800
V/h, 8000 - 11300 V/h, 8000 -2900 V/h. Durante toda a focalizagdo, foram mantidas
condi¢gdes constantes de corrente (200 mA) e poténcia (5 W). Apos a focalizacao as fitas

foram armazenadas a -20° C até a realizacao da eletroforese 2D.



2.7.2 Gel de poliacrilamida 2D (SDS-PAGE)

As fitas focalizadas foram colocadas em solug¢do de equilibrio [Tris-HCI 50mM (pH
6,8), uréia 6M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,005% (m/v)] em dois
processos consecutivos, um de reducdo e outro de alquilagdo. As fitas foram submetidas a
solugdo de equilibrio contendo 1% de Ditiotreitol (DTT) por 15 minutos, e posteriormente
submetidas a uma nova solucdo de equilibrio contendo 2,5% de iodoacetamida (IAA) pelo
mesmo periodo. A eletroforese 2D foi realizada no aparelho Multiphor II Electrophoresis Unit
(GE Healthcare) em gel de acrilamida de 12,5%. As fitas IPG foram transferidas para o gel de
acrilamida e seladas com solucdo de agarose (agarose e azul de bromofenol em um tampao
tris-glicina). A primeira fase da eletroforese ocorreu a 30 mA e 300 V por 15 min, depois a 80

mA e 300 V por 30 min. A segunda fase foram 2 horas a 100 mA e 300 V.

2.7.3 Coloragao dos géis

Apbs a eletroforese, os géis foram mergulhados em solugdo fixadora (etanol 40%, acido
acético 10%) por 30 min sob agitagdo constante. Apds o descarte da solugdo fixadora, os géis
foram corados com uma solu¢do de azul de Coomassie brilliant blue G-250 por 24 horas. O gel
foi descorado apos quatro lavagens seguidas com agua deionizada por 15 min, 45 min e duas
vezes por 2 horas. Apos as lavagens, os géis foram armazenados em solu¢do de preservagao

(acido acético a 5%).

2.7.4 Obtengdo e analise de imagens

Os géis 1D e 2D foram digitalizados no equipamento ImageScanner I1I (GE Healthcare)
por meio do programa LabScan 6.0 (GE Healthcare). As analises dos géis foram realizadas
pelo software ImageMaster 2D platinum 7.0 para identificar os indices de correlagdo entre as
imagens. Por meio do programa foi realizado a detecgao e selecdo dos spots, manchas coradas
e delimitadas presentes nos géis (2D), no qual foram obtidas as informagdes sobre os Spots,
como sua localizagdo no gel, o ponto isoelétrico (pI), a massa molecular (MW) e porcentagem
de volume (% vol). Os géis foram comparados entre si e entre os grupos ndo tratados e tratados
com PS-UA. Foram selecionados os Spots que apresentavam variagao significativa Ratio > 1,5

e ANOVA <0,05, sendo os mesmos considerados como proteinas diferencialmente acumuladas



(DAPs). Os spots que apresentaram mais de 50% de reducdo ou de maior acimulo foram

manualmente excisados do gel para serem submetidos a digestao por tripsina.

2.7.5 Digestao dos spots

Foram realizadas as excisdes dos peptideos detectados (Spots) nos géis bidimensionais
em fragmentos de aproximadamente 1 mm de didmetro com o auxilio de bisturi e
acondicionados em minitubos. Os fragmentos de géis foram descorados em solucdo de
bicarbonato de amoénio 50 mM em acetonitrila a 50% por 18 horas. Apos essa etapa, os géis
foram lavados em 200 pL de dgua deionizada filtrada e desidratados duas vezes com 200 uL
de acetonitrila (100 %) por cinco minutos. Posteriormente, a solucdo foi removida e os
minitubos ficaram abertos dentro do fluxo laminar por 20 minutos a temperatura ambiente
para evaporagdo da acetonitrila. Apds a evaporagdo, foram adicionados 10 -15 pL (até cobrir
o fragmento do gel) de solucdo com 20 ng/uL de tripsina para digestdo das proteinas e as
amostras foram incubadas em gelo por 30 min. Depois da reidratagdo, foi adicionada solugao
de bicarbonato de amoénio 50 mM cobrindo todo o fragmento de gel, e a digestdo mantida a
37°C por 16 h. Apods este periodo, foram acrescentados 20-30 pL (até cobrir o fragmento de
gel) de solugdo de extragdo [5 % de acido trifluoroacético (TFA) em 50 % de acetonitrila],
incubada por uma hora a 37° C. Os minitubos foram centrifugados e o sobrenadante
transferido para um novo tubo. Este procedimento foi realizado duas vezes, totalizando duas
extragdes. O sobrenadante de cada spot e banda foi concentrado a vacuo (Speed-vac,
Eppendorf) e armazenado no freezer -20°C até a realizagdo das andlises por espectrometria de

massas.

2.7.6 Espectrometria de massas (MS)

Os espectros que contém a informagdo relativa @ massa molecular dos peptideos
oriundos da digestdo enzimatica (Peptide Mass Fingerprint — PMF) foram obtidos em
espectrometro AutoFlex III MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
baseado na ionizagdo por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI/TOF). Os peptideos
digeridos foram eluidos em 10 pL. de solugcdo de 0,3 % 4&cido trifluoroacético (TFA).
Posteriormente, os peptideos foram aliquotados e eluidos em solugdo de matriz (1 % &cido a-
ciano-4- hidrocinamico) na propor¢ao 1:1. As andlises foram realizadas de acordo com os

parametros do método reflexivo (RP_Proteomics), excluindo-se da andlise ions com razdo

massa carga (m/z) menor que 700 Da.



2.7.7 Identificagdo das proteinas

Os spots proteicos de interesse foram extraidos do gel e submetidos a digestao
conforme a literatura [24]. Os peptideos digeridos foram analisados por espectrometria
de massas (MALDI TOF/TOF). Os espectros gerados foram analisados no programa
FlexAnalysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) para determinagdao das massas
resultantes. A identificacdo das proteinas foi realizada por meio de busca no banco de

dados do software MASCOT.
2.7.8 Analise das informagoes
Os espectros gerados pelo sequenciamento dos peptideos de cada amostra foram

processados e analisados pelo programa MASCOT. Para a busca na base de dados do programa

foram selecionados alguns parametros que estdo especificados na tabela 1.

Tabela 1: Parametros para busca de dados a partir dos espectros do MALDI TOF

Banco de dados Leishmania, Trypanosoma ¢
Swissprot
Taxonomia Leishmania infantum;Leishmania

brasiliensis; Tripanossoma cruzi;
Tripanossoma Brucei e outros

alveolatas
Enzima Tripsina
Numero de clivagens perdidas 1
Modificacdes fixas Carbamidomethyl (C)
Modificacgdes variaveis Oxidag¢do (M)
Tolerancia dos fragmentos 0,1al,2Da
Instrumento Bunker Diagnostics

A identificacdo dos espectros e a correlagdo de possiveis similaridades com proteinas
presentes em bancos de dados foram realizadas automaticamente pelo programa MASCOT.

Quando a proteina foi identificada, ele recebeu um score que foi obtido pelo valor
negativo do logaritmo da probabilidade de valor m/z tedrico de coincidir com o valor m/z
experimental, portanto, quanto maior o Score, menor ¢ a probabilidade daquela identificacao
ser um evento aleatorio. Os pesos moleculares e pontos isoelétricos tedricos foram sugeridos
pelo banco de dados Leishmania, Trypanosoma e Swissprot referentes a proteina com maior

homologia com cada dado experimental.
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2.7.9 Analise estatistica dos dados

A analise comparativa foi feita no Match Mode, a partir da sobreposigdo das imagens
dos géis, os quais foram comparados utilizando a analise de VARIANCIA por ONE-WAY
seguido pelo pos-teste de Tukey ou T-Student. Foi considerado estatisticamente
significativo p< 0,05. A anélise estatistica foi realizada usando o programa ImageMaster 2D

platinum 7.0.

2.7.10 Identificacdo de processos bioldgicos associados com proteinas diferencialmente

acumuladas

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram recuperadas do
UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a analise de distribui¢do de ontologia
génica (GO) por processo bioldgico.

Para analise funcional, as proteinas identificadas (DAPs) foram agrupadas em categorias
funcionais de acordo com as anotagdes dos processos biologicos obtidos dos bancos de dados

do Gene e PANTHER Ontology.

3 RESULTADOS

3.1 Eletroforese 1D

Foram avaliadas as extragdes proteicas através da eletroforese 1D das culturas
independentes e analisando comparativamente em relagdo ao grupo nao tratado (controle) com
grupo tratado (PS-UA), com o objetivo de verificar a qualidade e reprodutibilidade entre as

amostras para realizagao da eletroforese bidimensional 2D e espectrometria de massas (Figura

1.
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Figura 1: Gel de eletroforese 1D de 12,5% de acrilamida corado com Coomassie brilliant blue G250 com 30 pg
de proteinas em cada amostra. C (1-3): Extrato proteico das formas promastigotas de Leishmania (L) infantum
chagasi ndo tratadas (controle); PS-UA (1-3): Extrato proteico das formas promastigotas de Leishmania (L)
infantum chagasi tratadas com usnato de potassio.

3.2 Perfil eletroforético em gel bidimensional (2D) em gradiente de pH imobilizado

As proteinas totais das formas promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi na
fase exponencial de crescimento foram aplicadas em fitas IPG de 13 cm com gradiente de pH
3-10 Nao Linear (NL). Os resultados mostraram que a maioria dos SPOts proteicos se concentrou
na faixa de pH de 4-7. (Figura 2). Os resultados mostraram que os perfis de proteinas obtidos
em géis 2D foram altamente reprodutiveis (match >95 %). Neste estudo, foram obtidas imagens
dos géis 2D de cada linhagem do grupo ndo tratado e tratado com PS-UA em triplicata de

culturas bioldgicas independentes e em gradiente de pH 3-10.
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Figura 2: Imagens representativas dos géis 2D de poliacrilamida a 12,5 % corados com Coomassie Brilliant Blue
G250, utilizando fitas IPGs 13cm, pH 3-10 NL. A) Extratos proteicos das formas promastigotas de Leishmania
(L) infantum chagasi com 400 pg de proteina ndo tratadas (controle); B) Extratos proteicos das formas
promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi com 400 pg de proteina tratadas com PS-UA.

3.3 Analise da reprodutibilidade dos Géis 2D e sele¢ao dos spots

Na eletroforese 2D, os spots, que sao as ‘manchas’ reveladas nos géis, representam uma
proteina individual e o conjunto destes spots ¢ conhecido como mapa proteico. Neste estudo,
foram avaliadas as diferencas entre os géis de cada grupo mediante a analise de correspondéncia
dos spots, de acordo com parametros de detec¢do automatica previamente estabelecidos.

Para cada grupo (controle e tratado com PS-UA) foram confeccionados trés géis 2D a
partir fitas de 13 cm, pH 3-10, contendo 400 pg de proteinas de extratos proteicos. A partir
desses géis, foi avaliada a reprodutibilidade entre as amostras, através do programa
ImageMaster 2D platinum 7.0 (GE Healthcare). A analise comparativa das imagens mostrou
alta reprodutibilidade nos dois grupos estudados, principalmente em relagdo ao numero,
intensidade e distribuigdo dos Spots nos géis. Os géis 2D dos extratos do grupo controle
apresentaram uma média de 452 spots e indice de correlagao de 0,976. No grupo tratado com

usnato de potassio a média de spots visualizados foi de 412 e o indice de correlagdo entre os
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géis foi de 0,914. Nesta analise, os indices de correlacdo com valores proximos a 1 significam
100% de correlacao entre as posicoes relativas dos Spots nos géis, e esse indice € aceitavel
quando > 0,8 [25].

A partir dos dados gerados, foi feita uma analise quantitativa, considerando a razdo da
média das densidades dos Spots proteicos entre os trés géis de cada grupo e analisando
comparativamente entre os grupos nao tratados e tratados com PS-UA. Foram considerados
spots com diferenca quantitativa significativa com valores iguais ou maiores que 1,5 € menores
e iguais a -1,5, permitindo assim, localizar os spots diferencialmente acumulados e os
exclusivos de cada grupo (81 spots do grupo nio tratado e 63 spots do grupo tratado com usnato
de potassio) (Figura 3).Cerca de 29 spots (DAPs) foram excisados, digeridos por tripsina e
realizado espectrometria de massas para identificagdo proteica para analisarmos

comparativamente entre os grupos (Figura 4A-4B).

N=173

Amostra nao Amostra tratada
tratada c/usnato de
potassio

81 63

Figura 3: Diagrama de Venn com o niimero dos Spots encontrados nos géis de acrilamida dos grupos tratados e
nao tratados com PS-UA.

14



10

(kDa)

577 3 439 514
’ s 0 5830
97.0 507 2, & 8
5 0 214
0 0504

29 044'3
66.0 510 . coi Al (oo
0 503 2%, ! ’ )
544 178 ()18l 0-,0,
.
JIG
541 433
0 19y | 155@“350 (512 0 -
: 11486 583 609 13
450 0 eoogg% 8 ﬁ %
) 0 51 570 3] 117 485
30.0 536 502 o 0'90 %
‘ 535 108
] " 5 OO534 491
O 484 530 495 533
532
a1 Sl o,
89
o o 98§
soo Om 527 O 525
. B
o5 43 529 QO
20,0 \ ' e e se '

A o O

144 O

Figura 4A: Imagem representativa do gel 2D (SDS-PAGE 12,5%) de Leishmania (L) infantum chagasi corado
por Coomassie Brilliant blue G250, obtido a partir de fitas de 13 cm, pH 3-10, hidratadas com 400 pg do extrato
proteico do grupo ndo tratado (controle) com os spots marcados. Os SPOtS que apresentam tridngulos sdo os Spots
comuns e diferencialmente acumulados (DAPs) que foram excisados do grupo ndo tratado (Controle).
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Figura 4B: Imagem representativa do gel 2D (SDS-PAGE 12,5%) de Leishmania (L) infantum chagasi tratadas
com PS-UA obtido a partir de fitas de 13 cm, pH 3-10, hidratadas com 400 pg do extrato proteico do grupo tratado
com usnato de potassio. Os Spots que apresentam tridngulos sdo os spots comuns e diferencialmente acumulados

(DAPs) que foram excisados do grupo tratado com PS-UA.
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No grafico 1, identificamos os peptideos diferencialmente acumulados (DAPs) por
percentagem de volume entre o grupo nao tratado e tratado com PS-UA. Podemos observar que
cerca de 16 spots (N° 4, 28, 60,155, 181, 190, 198, 200, 205, 214, 221, 246, 249, 272, 283, 298)
apresentam um acumulo maior de peptideos no grupo tratado com PS-UA, se destacando os
spots (N° 60, 155 e 221) por apresentarem uma percentagem de volume maior e mais do que o
dobro do volume do peptideo do grupo ndo tratado. No grupo ndo tratado obtivemos 13 spots
(N° 20, 30, 55, 73,101, 105, 117, 130, 149, 178, 212, 297 e 334) que apresentaram uma

porcentagem de volume maior comparado ao grupo tratado.
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Gréfico 1: Variagdo dos niveis dos Peptideos Diferencialmente Acumulados (DAPs), representados por
percentagem de volume (%Vol).

3.4. Andlise do nivel de expressdo das proteinas identificadas e diferencialmente acumuladas

nos extratos proteicos das formas promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi

Dos 29 spots proteicos diferencialmente acumulados, apenas 20 proteinas foram
identificadas, das quais, 06 proteinas foram ndo identificadas (Uncharacterized protein), 02
proteinas foram identificadas como hipoteticamente conservadas (Hypothetical protein
conserved) e dois Spots proteicos com a proteina de reparo de DNA RADS50 (RAD50 DNA

repair-like protein). As proteinas identificadas seguem abaixo na tabela 2.
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Tabela 2- Identificagdo dos “spots” proteicos, com diferenga quantitativa de expressdo (p<0.05) entre os extratos proteico do grupo ndo tratado
das formas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi com o grupo tratado com usnato de potassio.

. . ; pl Massa
IDs Spots| Ratio Acess Uniprot Proteina Score Cobertura(%)
Obs. Cal. Obs. Cal.
4 2,30193 Q4D5J1 Uncharacterized protein (Fragment) 56 32% 5,820135 11.01 48029,17 9711
20 2,92837 - Not identified - - - - - -
28 1,58155 - Not identified - - - - - -
30 2,1056 AATGT Hypothetical protein conserved 64 25% 4,56802 7.64 19058 37957
55 3,30325 AAHNI92 Uncharacterized protein 55 19% 4,87882 10.14  24026,17 63354
60 2,27107 A4H9Y3 Kinesin-like protein 58 24% 4,831894 6.31 24855,2 = 93906
73 3,55788 Q57VX7 75 kDa invariant surface glycoprotein 81 35% 7,16789 550  28009,25 58646
101 1,68041 A413C7 RAD50DNA repair-like protein 62 19% 5552622 5.81 37725,6 = 154867
105 1,86264 Q383H9 Methylthioribose-1-phosphate isomerase 62 18% 6,50928 6.22  41532,25 33755
117 1,85274 Adl374 IQ_calmodulin-binding_motif_containing_protein_ 58 15% 6,954004 10.09 444544 | 194942
130 2,46717 A4IC57 Polyadenylate-binding protein 74 26% 6,609033  9.00 47525 62966
149 1,62435 AAHZBY Hypothetical protein_- conserved 62 18% 5,016528 8.18 52669,5 147197
155 1,72999 Q3848 RAD50 DNA repair-like protein 55 22% 5832193 5.85 52697 153903
178 1,57115 A4HQB1 Uncharacterized protein 63 48% 5,720564  5.95 58976,8 33801
181 2,21046 Q38771 Uncharacterized protein 53 23% 5,880252 9.24 60700,67 25824
190 1,81289 - Not identified - - - - - -
198 2,30939 A4HA60 Putative nucleolar RNA helicase I 55 10% 4,78042  8.29 66683,67 75509
200 1,8677 - Not identified - - - - - -
205 1,93099 A4HQB1 Uncharacterized protein 54 14% 4,78042 595 70995,17 33800
212 1,51286 A4IC57 Polyadenylate-binding protein 56 24% 4,129068  9.00 82500,75 62966
214 1,78323 - Not identified - - - - - -
221 1,92958 Q4DAM3 Uncharacterized protein 60 17% 5,11297 8.89 92177,5 23351
246 1,61011 - Not identified - - - - - -
249 1,86815 - Not identified - - - - - -
272 2,10984 - Not identified - - - - - -
283 1,8825 EF1A_EIMBO Elongation factor 1-alpha (Fragment) 44 25% 5530125 9.12  34669,75 37709
297 1,52853 A4HBDO Contig, possible fusion of chromosomes 20 and 34 80 11% 5,279182 6.10 68100,6 481388

298 1,9525 - Not identified - - - - - -
334 1,73875 Q57TS5 Translation initiation factor IF-2 74 19% 4,325172  8.76 16780,17 97924




Kinesinas (Kinesin — like protein)

A andlise protedomica revelou que houve um aumento do nivel de expressao desta
proteina mais de duas vezes, quando as formas promastigostas de L. (L) infantum chagasi foram
submetidas a acdo do PS-UA. Elas pertencem a superfamilia de proteinas motoras associadas
aos microtubulos, que sdao responsaveis pelo transporte de moléculas/organelas ao longo dos
microtubulos, interagem seletivamente e ndo covalentemente, na divisdo celular, na formacao
do citoesqueleto e movimento flagelar. Para estes processos, utilizam da energia da
hidrolise do ATP para gerar energia [26]. Essas proteinas sdo altamente preservadas na sua
sequéncia de aminodcidos, demonstrando 80 a 90% de identificacdo com as Leishmanias e
35 a 45% com outros organismos como do género Trypanossoma, camundongos € humanos

[27,28,29].

Glicoproteina de superficie 75 kDa invariante (75 kDa invariant surface glyprotein)

Na superficie da familia Tripanossomatidae, encontramos aproximadamente cerca de
107 glicoproteinas variantes de superficie (GVS) que sio altamente imunogénicas. As densas
camadas de dimeros das GVS agem como moléculas de protegdo sobre a glicoproteinas de
superficie, dentre elas, o 75kDa invariante [30]. Os nossos resultados demonstraram que
houve uma diminuicdo da expressdo desta proteina no extrato proteico das formas

promastigotas de L. (L) infantum chagasi tratadas com PS-UA.

Proteina de Reparo de DNA RAD50 (RAD50 DNA repair- like protein)

A integridade do genoma ¢ crucial para o desenvolvimento celular adequado para
as células eucarioticas. Durante o ciclo vital, ¢ essencial reparar os danos ao DNA para
garantir a correta transferéncia de DNA para as células filhas e prevenir rearranjos
cromossdmicos inadequados. Nos tripanossomatideos, o reparo de DNA proteje o genoma das
mutagdes, mas também age como um mecanismo que promove a resisténcia aos firmacos
[31]. Os resultados demonstraram que houve um aumento na expressdo desta proteina no

grupo sob acao do PS-UA.

Metilribose 1-fosfato isomerase (Methylthioribosel-phosphate isomerase)

Catalisa a conversdo de metiltioribose-1-fostato (MTR-1P) em metiltioribulose-1-

fosfato (MTRu-1-P), participando com atividade catalitica na biossintese do aminoacido
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metionina. Houve uma redugdo na expressao desta proteina, prejudicando assim, a traducao

proteica por diminui¢do do aminodcido metionina.

Calmodulina (1Q calmodulin binding motif containing protein)

A miosina XXI é a unica isoforma de miosina expressa em parasitas do gé€nero
Leishmania. Embora ela execute uma variedade de fun¢des motoras, a oligomerizagdo para a
motilidade ainda sdo desconhecidos. A ligacdo da IQ calmodulina faz com que a miosina adote
um estado monomérico e mova os filamentos de actina. Na auséncia de calmodulina, dimeros
ndo-movéis sao formados, ou seja, ela previne a dimerizagao [32]. Os resultados mostram que

houve uma redugdo da sintese desta proteina através da analise do gel bidimensional.

Proteina ligante ao Poliadenilato (Polyadenylate- binding protein)

Um dos mecanismos regulatorios utilizados pos transcricionais usados pela
Leishmanias para controle de expressdo de genes, envolve o processamento do pré-mRNAs
policistronico em RNAm maduro. Esses policistrons formam RNAm monocistronicos
maduros através do mecanismo de processamento em “trans-splicing” que difere do
processamento em "cis", tipico da maioria dos eucariotos. O processamento em "trans" do
pré-RNA policistronico acrescenta, na extremidade 5' uma sequéncia denominada sliced
leader de 39 nucleotideos, que ¢ caracteristica apenas de RNAms dos tripanossomatideos,
além de encontrar uma estrutura cap modificada, denominada cap 4 e a poliadenilacdo da
extremidade 3' e proteina ligante ao poliadenilato. E a extremidade 3' que regula

transcri¢do e o processamento de conversao em um RNAm monocistronico [32].

RNA nucleolar helicase 11 (Putative nucleolar RNA helicase I1)

As helicases sdo enzimas que catalisam a separagdo do RNA de fita dupla, dependentes
de energia nas células eucaridticas e procarioticas, como também nos virus. A maturagdo do
RNAm na familia Trypanosomatidae diferem dos processos na maioria dos eucariotos, porque
os genes que codificam as proteinas sdo descritos como policistronicos no organismo. Os
resultados mostram um aumento na expressao desta proteina, quando as formas promastigotas

estdo sob acao do PS-UA. [34]
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Fator de Elongacéo 1-alfa (Elongation fator 1-alfa)

O Fator de Elongacgdo 1-alfa (elF1) é uma enzima que catalisa a ligagdo do RNAt-
aminoacil ao sitio A dos ribossomos durante a sintese proteica e esta envolvido na captura do
RNALt deacetilado [34,35]. Além disso, o EFlalfa serve como um ponto central nas redes de
proteinas com centenas de parceiros de interacdo [35,36]. No grupo tratado com PS-UA,

houve um aumento da expressao proteica desta proteina.

Fusao dos cromossomos 20 e 34 (Contig, possible fusion of chromosomes 20 e 34)

Todas as espécies de Leishmania subgénero (Viannia) foram caracterizadas
geneticamente pela presenca de uma pequena troca de uma sequéncia nucleotidica entre os
cromossomos 26 e 35 e mais importante, a fusdo dos cromossomos 20 e 34 que estio separados

em todas as espécies do velho mundo.

Fator de iniciacdo traducional IF-2 (Translation initiation fator 1F-2)

E um fator de iniciacdo da tradugdo proteica do RNAm em um polipeptideo. Em
eucariotos, A tradugdo se inicia com a acoplagem do complexo terndrio, composto pelo
complexo IF-2, o Metionina-tRNAi e o trifosfato de guanosina (GTP), a subunidade menor
ribossomal 40S, formando o complexo 43S de pré-iniciagdo. Essa etapa de montagem ¢

promovida pelos fatores elF1, eIF1A, elF3 e elF5 [37].

3.5 Identificacdo de processos bioldgicos associados com proteinas diferencialmente

acumuladas

A distribuicdo de termos do Panther Orthology,ou categorias funcionais, do conjunto
de DAPs de cada tratamento foi utilizada na comparagdo entre proteinas expressas no
grupo ndo tratado (controle) e as proteinas do extrato proteico do grupo tratado com PS-UA
(Grafico 2).

Destacamos quatro categorias funcionais como: reproducao,
envolvimento nos processos celulares, metabdlicos e de regulacio biologica.
Podemos observar que aproteinas diferencialmente acumuladas no extrato proteico do
grupo tratado por PS-UA apresentam-se em maior volume em relagdo ao controle,

quando estdo envolvidas na regulagdo biologica, cerca de 25 % das proteinas identificadas
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e cerca de metade (50%) envolvidas nos processos celulares.
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Grafico 2: Ontologia Génica para processos bioldgicos das proteinas diferencialmente expressas (DAPs) nas
formas promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi ndo tratadas com PS-UA (Controle) e formas
promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi tratadas com PS-UA. Valores expressos em percentual.

4 DISCUSSAO

Devido as dificuldades relacionadas ao tratamento e a falta de uma vacina efetiva, o
controle das leishmanioses baseia-se principalmente na quimioterapia. Entretanto o tratamento
da leishmaniose visceral conta com poucas opgdes terapéuticas, que incluem: os antimoniais
pentavalentes, anfotericina B, miltefosina e paromomicina que apresentam varios
efeitos adversos e até mesmo resisténcia [5].

Neste trabalho, foi realizada uma analise protedmica comparativa entre as formas
promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi ndo tratadas e submetidas ao tratamento
com PS-UA, mostrando uma diferencga significativa dos perfis protedmicos entre os dois
grupos, demonstrando a agdo deste fitofarmaco sobre a expressdo proteica do parasita e
influenciando a sua expressdo gé€nica, causando alteracdes citoplasmaticas e morfologicas,
confirmados através da microscopia de varredura e transmissao.

As andlises dos géis 2D, revelaram cerca de 173 spots (entre exclusivos e

diferencialmente acumulados), dentre eles 29 spots proteicos diferencialmente acumulados
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(DAPs) foram estudados, de proteinas que foram expressas pelo parasita na fase exponencial
de crescimento e sofreram influéncia na produgao pela agdo do PS-UA. Foram identificados 20
spots proteicos, que com diferentes fungdes, interagem, e participando ou nao do mesmo
processo biologico, o fato que justifica o pequeno numero de categorias funcionais
identificadas. De fato, na literatura tém sido demonstrados que o nimero de interagdes e a
diversidade de processos biologicos sdo inversamente proporcionais, ou seja, a medida que a
diversidade de processos aumenta, o nimero de interacdes diminui [38].

Na tentativa de compreender os mecanismos de acdo envolvidos na atividade
leishmanicida do PS-UA, este estudo comparou o perfil de expressao proteica das formas
promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi.com o grupo néo tratado, sendo necessario
a identificagdo dos spots exclusivos para cada grupo para aprofundarmos ainda mais sobre a
influéncia deste fitofArmaco sobre as proteinas que deixaram de ser expressas no grupo controle
e aquelas que foram expressadas apos o stress causado pelo PS-UA.

A resposta ao Stress consiste, dentre outros, nos mecanismos usados pelo parasito para
evadir da resposta imune do inseto e do hospedeiro, e na maquinaria proteica para adaptacao
do parasito a diferentes temperaturas, pH e stress nutricionais [36].

Dos 29 spots diferencialmente acumulados, foram identificadas 20 proteinas, o
que corresponde a 68,96% de sucesso na identificagdo.

Quatro proteinas foram expressas mais do que o dobro no grupo tratado com PS-UA
quando comparado ao grupo controle, as identificadas foram elas: As kinesinas, a proteina de
reparo de DNA RADS0 e Fator de elongagdo 1-alfa.

Os microtibulos sao compostos de subunidades de alfa e beta-tubulinas que formam
um heterodimero ou uma subunidade microtubular. As kinesinas e dineinas s3o proteinas
motoras associadas aos microtiibulos. A fun¢do dos microtibulos € transporte de vesiculas
e organelas, estrutura celular e suporte [37,38,39]. Na literatura, o uso de colchicina na inibe
a sintese dos microtibulos no desenvolvimento da Leishmania amazonensis dentro
do macréfago da linhagem RAW 264.7 [40].

A auséncia de estruturas do citoesqueleto pode resultar em aumento da
deformidade, elasticidade celular em diferentes estagios do ciclo de vida [41]. A
proteinas associadas aos microtubulos, incluindo actina, filamentos intermedidrios e

proteinas associadas a actina, sdo componentes do citoesqueleto que sdo essenciais para a
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funcionalidade da célula [42,43,44,45]. Uma hipdtese, ¢ que esse aumento da expressdo da
kinesina acredita-se que seja uma forma de manter a estrutura do citoesqueleto da
Leishmania, mesmo porque ndo foram identificadas proteinas como a alfa-tubulina e beta-
tubulina.

O extrato proteico das formas promastigotas de L.(L) infantum chagasi tratadas com PS-
UA apresentaram, aproximadamente, apresentaram DAPs relacionados com a biossintese
proteica, sendo elas: RNA nucleolar helicase II, fator de elongagdo 1-alfa e fator de iniciagao
traducional IF-2, metilribose 1-fosfato isomerase, a proteina de ligagdo ao poliadenilato. A
transformagdo da informagdo genética do DNA em proteinas funcionais ¢ um processo
complexo que envolve inimeras moléculas e complexos proteicos participando dos processos
de transcrigdo e tradugdo. O Fator de iniciagdo traducional (e[F2) desempenha um papel central
na manuten¢do do que ¢ geralmente considerado como um passo limitante na traducdo do
mRNA. O eIF2 se liga ao GTP e ao Met-iRNA e o transfere a subunidade 40S do ribossomo
[45,46]. A fosforilagdo da menor subunidade de IF2 (alfa) impede a formagdo do complexo
elF2-GTP-Met-iRNA e a sintese de proteinas. A fosforilagdo de IF2-alfa ocorre sob uma
variedade de condig¢des, incluindo infecgdo viral, apoptose, privagao de nutrientes, privacao
de ferro heme, e situagdes de stress [46]. O fator de elongagdo 1- alfa (EF1-alfa) ndo ¢
somente o principal fator traducional, mas também uma das mais importantes proteinas
multifuncionais, consistindo de 4 subunidades (alfa, beta, gama e delta). A subunidade
alfa ligada ao GTP catalisa a reagdo da ligagdo do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo.
Ja a EF1-beta catalisa a troca de GDP em GTP na subunidade alfa. Os fatores de elongagao
tétm sido ligados a véarios processos celulares importantes, incluindo o controle
traducional, transducdo de sinal, organizacdo do citoesqueleto, apoptose, € processos
nucleares como a sintese de RNA e mitose [47]. Além disso, o EF1-alfa foi encontrado nos
exossomos da leishmania e identificados como wum importante fator para a
imunossupressao das células hospedeiras para a invasao da Leishmania [48,49,50].

A metilribose 1-fosfato isomerase ¢ uma enzima que participa na biossintese do
aminoacido metionina que ¢ o aminoacido "iniciador" da maioria das cadeias polipeptidicas,
havendo uma diminui¢do da expressdo desta proteina, haverd uma reducdo significativa na
sintese proteica.

A proteina ligante ao poliadenilato regula a transcrigao e o processamento de conversao
em um RNAm monocistronico nos Tripanossomatideos [33].

Se observa um aumento da expressio da RNA helicase Il quando as formas

promastigotas estdo submetidas ao stress causado pelo PS-US, mais uma hipotese sobre o
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mecanismo de sobrevivéncia do parasita. Desta maneira, a inibi¢do da sintese proteica ¢ um dos
principais mecanismos de acao do PS-UA, dado pelo nimero de proteinas identificadas e a
relacdo com esse processo seja na regulagdo ou na sintese, este mecanismo corrobora com
farmacos utilizados na terapéutica como o paromomicina que se liga ao sitio A do
RNAr,estabilizando uma conformagdo em que os nucleotideos se localizam para fora da
regido central da hélice do RNAr [51].

A proteina de reparo do DNA RADSO0 ¢ o principal mecanismo de defesa € essencial
para manutenc¢ao da integridade do DNA. Nos tripanossomatideos, o reparo do DNA protege o
genoma contra mutagdes, mas também age com um mecanismo adaptativo para promover
a resisténcia aos farmacos [31].

A calmodulina se liga aos filamentos de miosina XXI do género Leishmania. Na
auséncia ou redu¢do de calmodulina, dimeros ndo-movéis sdo formados, ou seja, ela previne a
dimerizagdo [32]. Duas fracdes distintas de miosina foram identificadas: uma na
membrana localizada na base do flagelo e outra fracao citosodlica, provavelmente envolvida no
transporte de proteinas.

A glicoproteina ndo variante, sofreu uma redu¢ao na expressao em relagdo ao grupo
controle. Essa glicoproteina ¢ objeto de estudo para determinacdo de testes soroldgicos e de
vacinas. Estudos realizados com Trypanossoma brucei para pesquisa de vacinas,
utilizaram proteinas recombinantes das glicoproteinas ndo variantes e ndo tiveram éxito [52].

Com o aumento da expressao da proteina de reparo de DNA, imprescindivel como
mecanismo de manutencdo e resisténcia, demonstra que o parasita sob stress, busca a
manuten¢do do seu ciclo vital; e que a agdo do PS-UA com os dados obtidos a partir da DAPs,
levantam a hipotese que a inibi¢ao da sintese proteica ¢ um dos seus mecanismos para a morte

do parasita.
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5 CONCLUSAO

Com os dados obtidos, podemos concluir que:

e O Sal de acido usnico (PS-UA) apresentou um mecanismo de agdo semelhante a
paromomicina, inibindo a sintese proteica e agindo em proteinas responsaveis pela

regulacdo dos processos bioldgicos.

e O aumento da expressdo proteica da Proteina de reparo de DNA, ¢ uma das formas do

parasita manter o ciclo vital quando submetidos a agdo do PS-UA.

e Maiores estudos serdo necessarios para a identificacdo dos Spots proteicos exclusivos

(grupo controle e tratado) para elucidar ainda mais o mecanismo de agao.
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5 CONCLUSOES

e O PS-UA apresentou uma maior eficacia ao compararmos com o AU, quanto a sua
atividade leishmanicida.

e (Quanto a sua atividade citotoxica, o PS-UA foi sete vezes menos toxico para os
macrofagos RAW 267.4

e Com relagdo ao aspecto ultraestrutural das formas promastigotas de L. (L.) infantum
chagasi, o PS-UA causou severas alteracdes quando comparado ao AU, como
modificagdes na cromatina nuclear, intumescimento mitocondrial ¢ intensa
vacuolizagdo citoplasmatica, além de presenca de vesiculas eletro-densas
espalhadas por todo o citoplasma.

e No tocante ao aspecto morfologico das formas promastigotas de L. (L.) infantum
chagasi, o AU e o PS-UA, ambos apresentam um mesmo efeito, desestabilizando a
membrana plasmatica dos parasitas, com modificacio da forma alongada para
arredondada.

e Na andlise protedmica, o PS-UA apresentou um mecanismo de acdo semelhante
a farmacos de 2* escolha como a paromomicina, inibindo a sintese proteica e agindo em

proteinas responsaveis pela regulagdo dos processos bioldgicos.
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6 PERSPECTIVAS

Em funcdo dos resultados obtidos, consideramos o usnato de potdssio um promissor
agente leishmanicida e neste contexto temos a pretensdo de:

e Identificar proteinas exclusivas do extrato proteico das formas promastigotas
de Leishmania (L) infantum chagasi, procurando elucidar outros mecanismos de agdo
do usnato de potéssio semelhantes a de alguns farmacos utilizados na terapéutica.

e Realizar ensaios in vivo, buscando formulas farmacéuticas eficazes no tratamento
dessa doenca.

e Oferecer uma nova opgado terapéutica para o tratamento das leishmanioses, atendendo

principalmente as populagdes carentes.
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