Ada Amalia Ayala Urdapilleta

Atividade de substancias isoladas de
liguens sobre formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis
e Leishmania (V.) braziliensis.

Brasilia, DF.
2006.



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006

Ada Amalia Ayala Urdapilleta

Atividade de substancias isoladas de
liquens sobre formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis

e Leishmania (V.) braziliensis.

Dissertacao apresentada ao
Programa de Poé6s-Graduacao do
programa  Multiinstitucional  em
Ciéncias da Saude da Universidade
de Brasilia como requisito para a
obtencdo de grau de Mestre em

Ciéncias da Saude.
Orientadora:

Prof?. Dr2. Raimunda N. Ribeiro Sampaio.

Brasilia, DF.
2006.

il



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)

amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006

il

DEDICATORIA

Com amor, aos meus
queridos pais e irmdos que sempre
apoiaram minhas escolhas. Ao meu
amado Rodrigo, que esteve sempre
ao meu lado em mais este trecho de

minha vida...



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006 Y

AGRADECIMENTOS

Agradeco, acima de tudo, a DEUS, presente em todos os momentos de minha

vida.

Agradeco a Prof? Dr? Raimunda Nonata Ribeiro Sampaio pela confianca
depositada em mim e especialmente pelo apoio dado para desenvolver esta
dissertacdo. Pela amizade e também pelas criticas, muitas vezes severas, mas

que foram necessarias para meu crescimento como pessoa € como cientista.

Agradeco a Prof? Maria Elizabeth Cavalheiros Dorval, a Beth, por ter me
incentivado e dado um sélido conhecimento cientifico. Agradeco também pelos
incentivos, oportunidades e pela convivéncia agradavel durante o tempo que

estive no seu laboratério em Campo Grande, MS.

A Prof? Dr? Laila Salmen Espindola, agradeco pelo convivio, pela gentileza e
auxilio em todos os momentos que solicitei. Por permitir o meu acesso ao seu
laboratério sempre que necessario. Obrigada por ter enriquecido nossas
conversas, sugerindo alternativas ao encaminhamento dos experimentos e

especialmente pela sua disponibilidade.

A Profe. Dr2. Neli Honda pela contribuicdo neste trabalho e também pela

amizade.

As “meninas”, Jac, Thais, Mari, Marina e Joana, colegas de apartamento,
presentes nas minhas longas noites frente ao computador, escrevendo esta

dissertacao, pelas conversas e pela étima convivéncia.

Aos amigos Evelin, Fabio, Michel, Gustavo, Marcio e Dani; pelos bons
momentos e incentivo, especialmente pelos momentos de descontracdo. Aos

amigos “da Candanga”, pela amizade e incentivo.



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006

Aos técnicos Tércio Rodrigues e Viviane Medeiros pela atencao, prestatividade
e, principalmente, pela amizade durante estes dois anos.

Aos amigos do laboratério de Farmacognosia da UnB pelos bons momentos e
incentivo, especialmente a Nashira, Ellen, Dani e Karla pela ajuda e momentos
de descontragao.

Em especial, agradeco a minha familia e ao meu querido Rodrigo, que sempre
me incentivaram a seguir meus ideais. Foram meu consolo € meu amparo nos

momentos tristes e dificeis desta estrada e a alegria da minha vida.

E agradeco a todos que direta ou indiretamente me ajudaram no decorrer deste

trabalho.
A Universidade de Brasilia pela oportunidade.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
bolsa concedida.

Muito obrigada!



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006

SUMARIO
DEDICATORIA. ...ttt i
AGRADECIMENTOS. ... .ottt et iv
SUMARIO. ..ottt Vi
LISTA DE FIGURAS ...ttt vii
LISTADE TABELAS . ... iX
LISTA DE ABREVIATURAS. ..ottt X
RESUMO ... ettt e et a e st e e e e nnae e e s e neeeeennneeeanns Xi
ABSTRACT ... ettt e e e s e e s s nte e e e enseee e e eteeeeenneeeeann Xii
1- INTRODUGAO. ...ttt 14
2- OBUETIVOS . ...ttt e 32
3- MATERIAIS E METODOS.......couoiinrieieereieieeieie et 34
3.1- Extragcado das substancias liquénicas e seus derivados................. 34
3.2- Cepas de Leishmania.........oooiueieiiii i 34
3.3- Contagem do meio de CUlUra..........coooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 35
I B | (W] o= To 7= T4 = Lo £- VPR RRRR 36
3.5- Ensaio in vitro das sobre as formas promastigotas....................... 36
3. 5.1- Testes in vitro das substancias isoladas de liquens.............. 36
3.5.1.1- Leitura da viabilidade em microscépio invertido............... 37
3.5.1.2- Leitura da viabilidade pelo MTT.......cccccoiiiiiiiieiiiiiieeeeeen, 37
3.6. Analise estatistiCa........cccveeiiiiiiii s 39
4- RESULTADOS. ...ttt e e 41
B- DISCUSSAOQ. ...ttt en e 50
B- CONCLUSAD.......iiieieieirieete st 54
7- PERSPECTIVAS. ...ttt e 56
8- REFERENCIAS.......coiiiieieieeeise ettt 58

ANEXOS. ... 78



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)

amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006 vii

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — CICLO BIOLOGICO DA LEISHMANIA SSP........cccoooeuevercrrrrnnnnn. 15
FIGURA 2 — FORMAS DE LEISHMANIA SPP. FORMA PROMASTIGOTA (A) E
FORMA AMASTIGOTA (B)..eeiiieite ettt 16
FIGURA 3 — EVOLUCAO DE CASOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA - BRASIL, 1980-2005........ceeeieeeirieeiree e 17
FIGURA 4 — CASOS DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR POR MUNICIPIOS
EM 2001 E CIRCUITOS DE PRODUGCAO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

NO BRASIL DE 1998 A 2000.........ceeiiiirieeiiiiee it 18
FIGURA 5 — FORMULA ESTRUTURAL DA PENTAMIDINA.........c.ccccocuevrnnnnne. 22
FIGURA 6 — FORMULA ESTRUTURAL DA ANFOTERICINAB........ccccooeveee.. 23
FIGURA 7 — FORMULA ESTRUTURAL DA MILTEFOSINA..........ccoceverrrrennan 24
FIGURA 8 — LIQUEN NO TRONCO DE UMA ARVORE.........ccccceooveuerreerrrennan 28

FIGURA 9 — CAMARA DE CONTAGEM ADAPTADA PARA MICROSCOPIO DE
CAMPO CLARO OU DE CONTRASTE DE FASES. A AREA MARCADA COM L
CORRESPONDE A PARTE DA CAMARA PARA CONTAGEM DE
LEUCOCITOS. ...ttt ettt ee e enen e 35
FIGURA 10 — PLACA DE 96 POCOS CONTENDO AS SUBSTANCIAS
LIQUENICAS, MEIO ESTERIL E 10° FORMAS PROMASTIGOTAS DOS
PARASITOS EM TRIPLICATA APOS 4 H DE INCUBACAO COM

FIGURA 11 — PLACA DE 96 POCOS NO LEITOR DE ELISA A 570 NM PARA
LEITURA DA ACAO DAS SUBSTANCIAS LIQUENICAS SOBRE FORMAS DE
LEISHMANIA (L) AMAZONENSIS APOS ADICAO DE SDS

FIGURA 12 — CONCENTRAGCAO DO B- METIL ORSELINATO DE METILA (19)
QUE INIBE 50 % DO CRESCIMENTO DOS PARASITOS(ICs) DE L. (L.
AMAZONENSIS ... e e es e s e e ees e seeseeeeees 47
FIGURA 13 -. CONCENTRACAO DO ORSELINATO DE N-BUTILA (14) QUE
INIBE 50 % DO CRESCIMENTO DOS PARASITOS (ICso) DE L. (L.)
LY N] = N = < TS 48



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006 viil

FIGURA 14 — CONCENTRACAO DO ORSELINATO DE N-PROPILA (12) QUE
INIBE 50 % DO CRESCIMENTO DOS PARASITOS (ICso) DE L. (L.)

AMAZONENSIS. ...ttt ettt et ee e e e er s ee e 48
FIGURA 15. ACIDO PERLATOLICO. ...t 84
FIGURA 16. ACIDO USNICO........oiieieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e n e 84
FIGURA 17. ACIDO NORSTITICO.....cuiuiuiieeeeeeeeeeseeeeeee oo, 84
FIGURA 18. LIQUEXANTONA . ..ottt eeen e ee e s, 84
FIGURA 19. ACIDO SALAZINICO ...t 84
FIGURA 20. ATRANORINA. .......ooimieieieeeeeeeeee ettt se e en e 84
FIGURA 21. ACIDO LECANORICO........cocuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 85
FIGURA 22. ACIDO PROTOCETRARICO........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 85
FIGURA 23. ACIDO FUMARPROTOCETRARICO.......cccceiiiiireeeeeeeee. 85
FIGURA 24. ORSELINATO DE METILA. ..o, 85
FIGURA 25. ORSELINATO DE ETILA......ovieieeeceeeeeeeeeeee e, 85
FIGURA 26. ORSELINATO DE N-PROPILA.......ooeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenen 85
FIGURA 27. ORSELINATO DE ISO-PROPILA........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 85
FIGURA 28. ORSELINATO DE N-BUTILA.......oovotoeeteeeeeeeeeee e 85
FIGURA 29. ORSELINATO DE SEC-BUTILA.......cootiiteeeeeeeeeeeeeeeeeee e 86
FIGURA 30. ORSELINATO DE TERC-BUTILA......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 86
FIGURA 31. ORSELINATO DE N-PENTILA ..ot 86
FIGURA 32. ORSELINATO DE N-HEXILA.....c..ovooeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 86

FIGURA 33. BETA-METIL-ORSELINATO DE METILA. ... 86



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006

LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - ATIVIDADE DO ACIDO PERLATOLICO, ACIDO USNICO, ACIDO
NORSTITICO, LIQUEXANTONA, ACIDO SALAZINICO, ATRANORINA, ACIDO
LECANORICO, ACIDO PROTOCETRARICO, ACIDO
FUMARPROTOCETRARICO, ORSELINATO DE METILA, ORSELINATO DE
ETILA, ORSELINATO DE N-PROPILA, ORSELINATO DE ISO-PROPILA,
ORSELINATO DE N-BUTILA, ORSELINATO DE SEC-BUTILA, ORSELINATO
DE TERC-BUTILA, ORSELINATO DE N-PENTILA, ORSELINATO DE N-HEXILA
E B-METIL-ORSELINATO DE METILA SOBRE FORMAS PROMASTIGOTAS
DE L. (L.) AMAZONENSIS PELO METODO DE NUMERO DE PARASITOS

TABELA 2 - ATIVIDADE DO B-METIL ORSELINATO DE METILA (19),
ORSELINATO DE N-PROPILA(12), ORSELINATO DE N-BUTILA(14) SOBRE
FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. (L.) AMAZONENSIS PELO METODO DE
NUMERO DE PARASITOS VIVOS.......ocececeeeeeceeeeeeeeeeeee e eneae e eeneanaes 44
TABELA 3 - ATIVIDADE DO ORSELINATO DE N-BUTILA (14), ORSELINATO
DE SEC-BUTILA (15), ORSELINATO DE TERC-BUTILA (16) E ORSELINATO
DE N-PENTILA (17) SOBRE FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. (L.)
AMAZONENSIS PELO METODO DE NUMERO DE PARASITOS VIVOS....... 45
TABELA 4 - ATIVIDADE DO ORSELINATO DE SEC-BUTILA (15),
ORSELINATO DE N-PENTILA (17) E ORSELINATO DE N-HEXILA (18) SOBRE
FORMAS PROMASTIGOTAS DE L. (L.) BRAZILEINSIS PELO METODO DE
NUMERO DE PARASITOS VIVOS.......ooececeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eneae s 46
TABELA 5 - CALCULO DO ICsy DO B- METIL ORSELINATO DE METILA (19) ,
DO ORSELIATO DE N-PROPILA(12),DO ORSELINATO DE ISO-PROPILA (13)
E DO ACIDO SALAZINICO (5), SOBRE FORMAS PROMASTIGOTAS DE L.
(L) AMAZONENSIS PELO COEFICIENTE DE CORRELAGCAO DE
PEARSON. ...ttt 47



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)

amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006

CAPES
CCD
CLAE
DEPT
DMSO
FM

FS
1Cs0
LEISH
LTA
mg
MILTEF
mL
MTT
Hg
pg/mL
pL

nm
NPV
PCR
RMN
RPMI
SDS
UnB

LISTA DE ABREVIATURAS.

-Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
-cromatografia em camada delgada
-cromatografia liquida de alta eficiéncia
-Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
-dimetilsulféxido

-Faculdade de Medicina

-Faculdade de Ciéncias da Saude
-concentracao inibitéria de 50% dos parasitos
- leishmania

- Leishmaniose Tegumentar Americana
-miligrama

-miltefosina

-mililitro

-metil-tiazol-tetrazélio

-microgramas

-microgramas por mililitro

-microlitro

-nanémetro

-numero de parasitos viaveis

- reagdo em cadeia de polimerase
-ressonancia magnética nuclear

-Roswell Park Memorial Institute

-duodecil sulfato de sédio

- Universidade de Brasilia.



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006 X1

RESUMO

Leishmaniose é uma infeccéo parasitaria e endémica causada pelo protozoario
do género Leishmania. Cerca de 1,5 milhdes de pessoas sdo acometidas pela
leishmaniose cutédnea que atinge 88 paises e tem notificagdo compulséria em
apenas 30 deles. Apresenta-se em todo Continente Americano e o Brasil é o
pais que tém a maior prevaléncia de casos. Este estudo foi realizado com
dezenove substancias liguénicas. Foram testadas in vitro para avaliar a atividade
leishmanicida em formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e
Leishmania (V.) braziliensis. A atividade anti-leishmania foi comparada com a
acdo do farmaco Miltefosina. Substincias de seis espécies testadas
(Parmotrema tinctorum, Parmotrema dilatatum, Cladonia verticillaris, Cladina
confusa, Ramalina peranceps e Parmotrema lichexanthonicum) mostraram
atividade no intervalo de concentracbes de 100 a 12,5 pg/mL. Dentre as
substancias liquénicas testadas, o orselinato de n-pentila mostrou a maior
atividade, apresentou-se ativo até a concentracdo de 12,5 pg/mL frente as
formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis e na concentracdao de 50
ug/mL frente as formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Os
resultados obtidos sdo promissores e as substancias liguénicas ativas podem
ser fonte de susbtanicas contra Leishmania ssp.

Palavras-chave: Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis,

susbtancias liquénicas, promastigotas.



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006 X1i

ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitary and endemic infection caused by Leishmania
parasites. About 1,5 million people are attacked for cutaneous leishmaniasis,
reaching 88 countries, being of obligatory notification in only 30 of them.
Presented in all American continent and has Brazil the country with the biggest
prevalence of cases. This study it was carried through with nineteen extracted
substances of lichens. It was tested in vitro to evaluate the leishmanicida action
on forms promastigote of Leishmania (Leishmania) amazonensis and
Leishmania (Viannia) braziliensis.The anti-leishmania activity was compared with
the activity of Miltefosine drug. Substances of liches from six species tested
(Parmotrema tinctorum, Parmotrema dilatatum, Cladonia verticillaris, confused
Cladina, Ramalina peranceps and Parmotrema lichexanthonicum) showed
activity in concentrations ranging from 100 to 12,5 ug/mL. Among the tested
substances of liches, the orselinato of n-pentila showed the best activity up to the
concentrations of 12,5 ug/mL for Leishmania (Viannia) braziliensis and the
concentrations of 50 pg/mL for Leishmania (Leishmania) amazonensis. The
results obtained are promissing and the substances of lichens may represents a
source of active substances against Lesihmnia ssp.

Keywords: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis,substances of liches, promatigotes.
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1- INTRODUGAO

Varias doencgas infecciosas que acometem, primordialmente os paises em
desenvolvimento, sdo consideradas negligenciadas por diversos aspectos, mas,
principalmente, pela falta de auxilio na investigacdo de novos medicamentos
para o seu tratamento (DESJEUX, 2001).

Entre essas doengas, encontra-se a Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), que consiste em uma zoonose endémica ndo contagiosa que acomete
pele e mucosa (LAINSON e SHAW, 1973; MAGALHAES et al., 1990, ALZATE et
al., 2006).

A LTA é um severo problema de saude publica, tendendo a aumentar devido a
fatores de risco ambiental como migracdo em massa, desmatamento,
urbanizacdo da doencga, e também, a fatores de risco individuais como HIV e
genética (DESJEUX, 2001).

E uma doenca de dificil controle e encontra-se amplamente distribuida nas
Américas, Asia e Africa. Afeta, principalmente, individuos de paises em
desenvolvimento. Acarreta problemas fisicos e psiquicos, causando sérios
prejuizos socioeconémicos ao pais por comprometer o individuo em sua fase
mais produtiva (LAINSON e SHAW, 1973; MAGALHAES et al., 1990; BARRAL
et al,, 1991; DESJEUX, 2004; RODRIGUES et al., 2002, RODRIGUES, 2006).

A doenca é causada por protozoarios do género Leishmania e transmitida por
flebétomos fémeas dos géneros Lutzomya (novo mundo) e Phlebotomos (velho
mundo). As duas formas principais encontradas no ciclo (Figura 1) do parasito
sdo: a forma flagelada promastigota (Figura 2,) e a amastigota (Figura 2g). A
primeira é encontrada no tubo digestivo e na saliva do inseto vetor, o
flebotominio, um diptero, e pode ser mantida em meio de cultura artificial. A

forma amastigota, apds ser inoculada no mamifero pelo vetor hemato6fago,
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desenvolve-se dentro do vacuolo fagolisossémico dos macréfagos nos tecidos
de hospedeiros vertebrados (homem e outros mamiferos). Raramente se
multiplica em outras células (GUERIN, 2002; DESJEUX, 2004, ALZATE et al.,
2006).

Vetor injeta promastigotas 9 Prom_as‘tlgotas Sile
através da pele fagocitados por
macrt éfagos

oﬂiuiilem-se no intesting

& migram para a
probdscida \
v ! )

"~ Promastigotas
transformam-se em
amastigotas dentro de
macrofagos

Armastigotas transfor mam-s€ em
pr igotas no tubxo di o
do vetor
@ " - : .
- =) @ * Amastigotas multiplicam-se
. @ = clentre das ¢¢lulas ds varies
L~ ) - L " tecidos
Ingestae de
e celulas
parasitadas O wetor ingere macréfagos

infectados pelas formas
amastigotas

Figura 1. Ciclo biologico da Leishmania ssp.(Fonte:adaptado de
http.//www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/Leishmaniasis.asp ?body=Frames/G-

L/Leishmaniasis/body_Leishmaniasis_page1.htm).

Estima-se que a leishmaniose afeta 12 milhdes de pessoas em 88 paises, com
350 milhdes em risco de contaminagdo (MAES et al, 2004). A cada ano,
ocorrem cerca de 2 milhdes de novos casos da doenca, sendo de 1-1,5 milhdes
de casos de leishmaniose cutdnea. No entanto, apenas 600.000 casos sao
oficialmente notificados anualmente, pois a declaracao € obrigatéria somente em
32 dos 88 paises afetados pela doenca. O Brasil tem a maior prevaléncia de
casos (GRIMALDI et al., 1984; DESJEUX, 1999; WHO/TDR, 2003).
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Estudos realizados no Brasil demonstram a ocorréncia de, aproximadamente,
20.000 novos casos anuais da doenca. Entre 1985 e 2004, a LTA apresentou no
Brasil coeficientes de deteccao variando de 3,8 a 22,9 por 100.000 habitantes,
sendo que em 1994/1995 foram registrados os coeficientes mais elevados
atingindo 22,83 e 22,94 por 100.000 habitantes respectivamente (Figura 3). Nos
dias de hoje, em todas as unidades federativas ha notificacdo de casos
autoctones da doenga (CARVALHO e FERREIRA, 2001; MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

A B

Figura 2. Formas de Leishmania spp. Forma promastigota (A) e forma
amastigota (B).

(Fontea:
http://www.ioc.fiocruz.br/pages/informerede/corpo/noticia/2006/fevereiro/13_02_06_01.htm

Fonte g: http://www.ufrgs.br/para-site/Imagensatlas/Protozoa/Leishmania.htm ).

Ao analisar a evolugdo da LTA no Brasil, observa-se uma expansao geografica.
No inicio da década de 80 foram registrados casos em 20 unidades federadas
(UF) e a partir de 2001 todas as UF registraram casos autéctones da doenca
(Figura 4). No ano de 1994 houve um registro de casos autéctones em 1.861
municipios, o que representa 36,9% dos municipios do Pais; em 2002 houve
uma expansao da doenca para 2.302 municipios (41,1%). Vale destacar que até
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o ano de 1999 as variaveis disponiveis para analise no nivel nacional eram
somente casos por Unidade Federada (FUNASA, 2002).

40.000

R i B st

L i e i - -——- - - .- --- -

BIOF —————— = ——— —— — — = —— — — [ ey — — — _ _ - - — - - —| -

i IS S s S S S S S S S S e = - = = o = — =

WA= —— ———————— —— —— — — - = - = — = = — =

WO+ ———— — —— — —— — — — — — - — - — —| - —| -

Figura 3. Evolucdo de casos da Leishmaniose Tegumentar Americana - Brasil,
1980-2005.

(Fonte: Ministério da Saude. Disponivel em http://www.saude.gov.br. Acessado
em 18/11/2006).

A Regidao Norte tem os coeficientes mais elevados, apresentando 93,84 por
100.000 habitantes, é seguida pela regiao Centro-Oeste com 42,70 por 100.000
habitantes (MIRANDA et al.,1996; FUNASA 2002, MINISTERIO DA SAUDE,
2006). O numero de casos de LTA variou de 3.000 para 37.000 no periodo de
1970 a 2001. A partir da década de 90, os casos apresentaram pequeno
aumento, com grande variagao anual.

Dentre as cinco regides do Brasil, a Centro-Oeste figura como a segunda maior
regido em coeficiente de deteccéo. Esta regido apresenta expansdo da doenca,
correspondendo a um aumento de 10% em relacdo aos Ultimos oito anos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000).
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Figura 4. Casos de Leishmaniose Tegumentar por municipios em 2001 e
circuitos de produgéo de Leishmaniose tegumentar no Brasil de 1998 a 2000.

(Fonte: Boletim eletronico EPIDEMIOLOGICO-13/12/2002 - ANO 02- N° 05 —
FUNASA).

As espécies responsaveis pela LTA apresentam uma grande variedade de
manifestagdes clinicas. Ocorrem desde lesdes unicas ulceradas ou nodulares,
forma mais comum, que pode cicatrizar espontaneamente, a casos de multiplas
lesbes disseminadas. Também pode se manifestar de modo mais grave, como a
forma cutdnea difusa que apresenta grande numero de lesdes. O
comprometimento da mucosa com lesdes destrutivas e mutilantes é freqlente,
gerando deformidades e transtornos emocionais aos pacientes (MAGALHAES et
al. 1990; GRIMALDI JR e TESH, 1993; RODRIGUES et al., 2006).

Nas diversas formas de manifestacdo da LTA estdo envolvidas pelo menos 10
espécies ou subespécies de parasitos, sendo que, no Brasil, sdo identificadas
seis espécies que atuam na etiologia de casos humanos: Leishmania (Viannia)
guyanensis FLOCH, 1954; Leishmania (Viannia) lainsoni SILVEIRA, SHAW,
BRAGA & ISHIKAWA, 1987; Leishmania (Viannia) naiffi LAINSON & SHAW,
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1989; Leishmania (Viannia) shawi LAINSON, BRAGA, SOUZA, POVOA &
ISHIKAWA, 1989; Leishmania (Viannia) braziliensis VIANNA, 1911 e Leishmania
(Leishmania) amazonensis LAINSON & SHAW, 1972 (DEDET, 1993, FUNASA
2000, GONTIJO, 2003, PORTO, 2004).

Descrevemos a seguir essas espécies de Leishmanias:

1- Leishmania (Leishmania) amazonensis:
Esta espécie de Leishmania causa a forma cutaneo-localizada. Tem como
reservatérios naturais roedores (Proechimys sp. e Oryzomys sp.) e
frequentemente  marsupiais (Didelphis sp., Philander sp., Marmosa sp.,
Caluromys sp. e Metachirus sp.). Também é responsavel pela forma cutanea
difusa (LCD), caracterizada por: infiltracdes, papulas e tubérculos,
envolvendo extensas areas cutaneas. E transmitida pelo flebotominio
Lutzomya flaviscutellata e Lutzomya olmeca (SHAW, 1975; FUNASA, 2000).
As manifestagdes atribuidas a L. (L.) amazonensis tém sido assinaladas na
regido Amazobnica, no Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e no Sul do pais
(PORTO, 2004) .

2- Leishmania (Viannia) braziliensis:

A Leishmaniose Tegumentar, cuja etiologia é atribuida a L. (V.) braziliensis, é o
principal agente da forma cutdnea-mucosa, produzindo também a forma
cutanea-localizada e a forma disseminada. Apresenta ampla distribuicdo no
Brasil e ja foi identificada em todas as areas endémicas do pais (SILVEIRA et
al., 1990; BARRAL et al., 1991; PASSOS et al., 1999; MINISTERIO DA SAUDE,
2000; GRISARD et al., 2000, PORTO, 2004).

Esta doenca acomete pele e mucosa e é caracterizada por Ulcera, Unica ou
multipla. E a forma mais predominante no humano. Sua transmissdo esta
associada aos vetores Lutzomya whitmani, Lutzomya wellcomei e Lutzomya
intermédia (LAINSON e SHAW, 1973; FUNASA, 2000; GONTIJO, 2003,

PORTO, 2004). Seus hospedeiros naturais sdo mamiferos silvestres, tendo sido
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registrada em roedores ( Proechimys sp., Rhipidomys sp., Oryzomys sp.,
Akodon sp. e Rattus sp.) e em marsupiais (Didelphis sp.). O homem, assim
como os roedores domésticos, caes, equinos, gatos e mulas sdo hospedeiros
acidentais (FUNASA, 2000).

3- Leishmania (Viannia) guyanensis:

A Leishmania (V.) guyanensis causa a leishmaniose cuténea-localizada e mais
raramente a forma mucosa. E encontrada principalmente em florestas de terra
firme, onde s&o encontrados seus hospedeiros naturais como marsupiais,
preguica, tamandué e roedores. Acomete principalmente a pele. E caracterizada
por lesdes Unicas ou multiplas. A sua transmissao se da pelos vetores Lutzomya
umbratilis, Lutzomya anduzei e Lutzomya whitmani (LAINSON e SHAW, 1987;
FUNASA, 2000; GONTIJO, 2003).

4- Leishmania (Viannia) naiffi:

A sua transmissdao se da por flebotominios das espécies Lutzomya
squamiventris, Lutzomya paraensis e Lutzomya ayrozay. Tem o tatu como
reservatorio natural e causa lesdes de curso benigno. E encontrada no
Amazonas e Para (FUNASA 2000; GONTIJO, 20083).

5- Leishmania (Viannia) shawi:

Ocorre esporadicamente na Amazdnia (Amazonas e Para). Seus principais
hospedeiros naturais sd0 macacos e preguica. E transmitida pelo flebotomineo
Lutzomya whitmani (FUNASA 2000; GONTIJO, 2003).

6- Leishmania (Viannia) lansoni:

E transmitida pelo flebotomineo Lutzomya ubiquitales. O seu provavel
reservatério natural &€ a paca (Agouti paca). Ocorre na Amazénia (FUNASA
2000; GONTIJO, 2003).

O diagnostico de LTA inclui aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais, e
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a associacao de alguns desses elementos se torna freqlientemente necessario
para se chegar ao diagnéstico conclusivo. A suspeita clinica esta baseada nas
caracteristicas da lesdo associada aos dados epidemiolégicos obtidos durante a
anamnese do paciente. O diagnéstico de certeza obtém-se somente pela
demonstracdo do parasito através de diferentes técnicas parasitolégicas de
pesquisa direta e/ou indireta (FURTADO 1980; MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Tratamento:

O antimonial trivalente foi o primeiro medicamento utilizado em 1912. Apds,
entre 1920 e 1930 foram introduzidos o0s antimoniais pentavalentes na
terapéutica da leishmaniose visceral, demonstrando menor toxicidade
(MURRAY, 2000; SUNDAR, 2001; SOTO et al., 2005).

Até o momento, ndo existe terapéutica ideal para as leishmanioses, contudo os
antimoniais tém representado a base principal nas ultimas décadas, com cura de
60 a 90% dos casos, apresentando-se como a melhor opgédo terapéutica
disponivel (BERMAN, 1986; HERWARDT, 1999; NAME, 2005).

As maiores incidéncias de leishmaniose sao encontradas nas zonas rurais e a
administracdo parenteral da droga é cara e de dificil acompanhamento.
Apresentam ainda, outros inconvenientes como alteracoes eletrocardiograficas,
elevacao dos niveis de transaminase, reacdes dérmicas locais, anorexia,
nauseas, vomitos, mialgias, hepatotoxicidade e cardiototoxicidade (KATAKURA,
1999; SAMPAIO, 2003; NAME, 2005).

A necessidade de administracdo parenteral e a toxicidade da droga,
principalmente para idosos, cardiopatas e nefropatas, dificultam o seu emprego.
Embora raros, existem relatos de morte subita desencadeada pela
cardiotoxicidade dos antimoniais (SAMPAIO, 1988; SAMPAIO, 2003; NAME,
2005).
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Apesar da efetividade comprovada dos antimonias pentavalentes, como o N-
metil-glucamina deve-se levar em conta o custo, o longo periodo de tratamento,
e a resisténcia, que é um fendmeno crescente em todas as formas de
leishmaniose, com relatos cada vez mais freqlentes de tratamentos nao
responsivos (SAMPAIO, 1990; SAMPAIO, 1991; BRENDLE et al., 2002).

A pentamidina (Figura 5), utilizada como tratamento de segunda escolha em
casos nao responsivos aos antimoniais, € uma diamina aromatica utilizada
inicialmente no tratamento de infeccées por Pneumocystis carinii (SINGH, 2004;
SIVAKUMAR, 2004).

Esse composto parece atuar no DNA do cinetoplasto do parasito onde é capaz
de inibir suas funcdes. Entretanto, os percentuais de cura declinaram, o que
sugere o desenvolvimento de resisténcia dos parasitos a este farmaco
(DONKOR et al., 2001, ANDERSEN et al. 2005).

Apresentam problemas de toxicidade, entre estes, pancreatite, hipotensao,
disglicemia e anormalidades cardiacas (BLENDE et al., 2002; SAMPAIO, 2003).
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Figura 5. Férmula estrutural da pentamidina.
(Fonte: https://www.sbq.org.br/ranteriores/23/resumos/0548-1/index.html).

A Anfotericina B (Figura 6) € um antibi6tico, utilizado no tratamento de infecgdes
sistémicas causadas por fungos, e apresenta atividade contra parasitos do

género Leishmania.
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Acredita-se, que assim como nos fungos, a anfotericina B atue ligando-se ao
ergosterol da membrana celular do parasito Leishmania, o que explica sua
eficacia no tratamento (SINGH, 2004; SIVAKUMAR, 2004; SUNDAR et al.,
2004).

Suas outras formulacdes, especialmente a forma lipossomal sdo consideradas
ativas e apresenta menor toxicidade. E constituida por pequenas vesiculas
unilamelares feitas a partir de uma membrana dupla de fosfatidilcolina de soja
hidrogenada e distearolfosfatidilglicerol estabilizado com colesterol em uma
relagdo de 2:0.8:1 combinada com anfotericina B . Ela é melhor tolerada que a
anfotericina B convencional (HIEMENZ,1996; SINGH, 2004; SIVAKUMAR, 2004;
SUNDAR et al., 2004)

Ela age especificamente sobre as células alvo (macréfagos), sendo incorporada
ao meio intracelular e, assim, reduz os efeitos colaterais com maior eficacia
terapéutica, inclusive em pacientes sem resposta terapéutica ao antimonial. Seu
uso é limitado pelo alto custo e administracdo endovenosa. Apresentam eventos
adversos como febre, dor de cabeca e nefrotoxicidade (BRYCENSON, 1987;
SAMPAIO, 1989; DAVIDSON, 1991; TORRES-CISNEROS, 1993; HASHIM,
1995; BRENDLE et al., 2002).
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Figura 6. Férmula estrutural da anfotericina B.
(Fonte:http://sisbib.unmsm.edu.pe/bibvirtual/Tesis/Salud/Arias_Z_R/generalid.htm)
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A miltefosina (Figura 7) é um alquil-fosfolipidio, inicialmente desenvolvido como
um agente antineoplasico, que nos ultimos anos, foi identificado como o primeiro
tratamento oral para leishmaniose. Esta droga foi responsavel por 95% de curas
em pacientes tratados em ensaios clinicos e é ativo sobre parasitos resistentes
aos antiménios. Seu uso é desaconselhavel em mulheres gravidas e pode
causar esterilidade em caes machos (BELLIARD et al, 2003; SEIFERT &
CROFT, 2006).

Por ser um medicamento recentemente aprovado para o tratamento da
leishmaniose, nao se tem muitos dados em relacao a resisténcia dos parasitos;
porém, pode ser induzido in vitro facilimente (PEREZ-VICTORIA et al., 2003).
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Figura 7. Férmula estrutural da miltefosina.

(Fonte: http://www.prous.com/images/moleculas/144760.gif)

Outros medicamentos:

O aluporinol, analago da hipoxantina, apresenta atividade citotdxica seletiva aos
parasitos. Estes parasitos sdo incapazes de sintetizar purinas e necessitam,
portanto, de purinas pré-formadas do hospedeiro para sobreviver (SINGH, 2004;
SIVAKUMAR, 2004).

Embora este farmaco seja pouco eficaz como terapia isolada na leishmaniose
cutdnea, o aumento de sua eficacia € observado em combinagdo com outras
drogas (KOUTINAS et al., 2001; PASA et al., 2005).

Um antibiético aminoglicosideo, a paramomicina, produzido pelo Streptomyces
rimosus, utilizado em infeccdes bacterianas, demonstrou capacidade de inibir o

crescimento de protozoarios do género Leishmania. Esta tem sido usada no
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tratamento da leishmaniose visceral, tanto sozinha quanto em combinagao com
agentes antimoniais (OLLIARO et al., 2005).

Outra classe de antifungicos, os azdis, o itraconazol e o cetoconazol, tém
demonstrado ser efetivos no tratamento das leishmanioses cutaneas (ALRAJHI
et al., 2002).

Outras formas de controle da disseminacao da leishmaniose é a eliminacao das
provaveis fontes de transmissdo. E as medidas adotadas para esse controle
consistem no uso de inseticidas nos domicilios, peridomicilios e em coleiras de
caes, e 0 uso de repelentes para protecao individual (ALEXANDER e MAROLI,
2003).

A resisténcia do parasito aos medicamentos disponiveis e os longos periodos de
tratamento justificam a urgente necessidade de busca de substancias
alternativas, esquemas mais curtos e de baixo custo (SAMPAIO, 2003).

Essa resisténcia dos protozoarios do género Leishmania, em muitos casos, €
devida a expressdao da bomba de efluxo ABC. Existem vérias classes de
transportadores ABC nos parasitos de Leishmania ssp., resultando em
diferentes fenotipos na resisténcia aos farmacos (LEANDRO e CAMPINO,
2003).

Além dos distintos farmacos disponiveis para o tratamento das leishmanioses,
varias pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de se obter drogas mais
eficazes e menos toxicas para o paciente. Deste modo, a base da pesquisa na
busca de novos medicamentos com acgéo leishmanicida tem sido desenvolvida
com técnicas primarias, testes in vitro utilizando formas promastigotas, e para os
testes in vitro utilizando formas amastigotas poucos estudos estdo disponiveis
(ACESTOR, 2003; DAVIS et al., 2004).
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Produtos encontrados na natureza sdo importantes fontes de compostos
biologicamente ativos e muitos deles constituem modelos para sintese de varios
farmacos. (WALL e WANI,;1996).

As fito-moléculas representam aproximadamente 60% das substancias
antimicrobianas e antitumorais encontradas atualmente no mercado
farmacéutico (CALIXTO, 2000).

Produtos naturais desempenham ha anos uma importante fonte de moléculas
para o tratamento e profilaxia de doengas permitindo o desenvolvimento de
novos medicamentos. Plantas, animais e microorganismos séo as fontes de uso.
Entre 1981 e 2001, uma analise realizada por NEUMAN et al. (2003), mostrou
que 52% das novas substancias quimicas disponiveis no mercado sao derivadas
ou sintetizadas de produtos naturais.

Estes produtos séo indicados para o tratamento de 87% de todas as categorias
de doencas em humanos com agdo antibacteriana, anticoagulante,
antineoplasica, antiparasitaria e imunossupressora (NEUMAN et al. 2003).

Os liquens surgem como uma promissora fonte de estudo e muitos dos quais
séo exclusivos, ndo sendo encontrados em nenhum outro grupo de organismos
(MATEQS et al.,, 1993). Grande numero destes compostos apresenta acao:
antimicrobiana (XAVIER FILHO et al, 1990; YAMAMOTO et al, 1993;
ESIMONE e ADIKWU, 1999); antifungica (YAMAMOTO et al, 1993);
antiinflamatéria (HIGUCHI et al., 1993; VIJAYAKUMAR et al., 2000); antitumoral,
antiviral e imunomoduladora (HIRABAYASHI et al., 1989; CARNEIRO-LEAO et
al., 1997; STUELP-CAMPELO et al., 2002), mostrando um potencial valor

econdmico.
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Liquens:

Os liquens (Figura 8) sao definidos como organismos simbidticos de
crescimento lento que se compde por um fungo (micobionte) e uma ou mais
algas (fotobionte) (NASH, 1996; OLAFSDOTTIR e INGOLFSDOTTIR, 2001).
Estimam-se 13.500 espécies de fungos liquenizados (cerca de 600 géneros),
correspondendo a 20% dos fungos conhecidos (HAWKSWOTH, 1984; SMITH,
1987).

O talo liquénico é o resultado do crescimento da alga e do fungo juntos, e
quando cultivados separadamente ndo ha semelhanca com a alga ou com o
fungo. A constituicdo do talo liqguénico se da em sua maior parte pelas hifas do
fungo (micobiontes) e pelos filamentos da alga (fotobionte) em menor proporcéo;
apresenta uma forma definida que pode ser crustosa, foliosa ou fruticosa (JOLY,
1975; HALE, 1979; AHMADJIAN e HALE, 1993).

As espécies de fungos mais freqlientemente observadas em liquens pertencem
as classes Ascomicetos, Basidiomicetos e Deuteromicetos. Cerca de 98% dos
fungos liqguénicos sdo Ascomicetos sendo que desses, 46% sao liquenizados.
Assim, a liqguenizacdo é uma regra € ndo uma excecao nesse grupo de fungos
(CANAANI et al., 1984; HONDA e VILEGAS, 1999).

Ja os fotobiontes, aproximadamente 40 géneros de algas verdes e
cianobactérias foram descritos como fotobiontes liquénicos. Entre os mais
frequentes estdo as cloréfitas do género Trebouxia, Trentepohlia, Cocomyxa e
Dictyochloropsis e as cianobactérias do género Nostoc, Scytonema, Stigonema,
Gloeocapsa e Calothrix (FRIEDL e BUDEL, 1996).
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Figura 8. Liquen no tronco de uma arvore.

Caracteristicas morfolégicas dos liquens: o talo é o resultado do crescimento da
alga e do fungo juntos. Sua constituicdo se da em sua maior parte pelas hifas do
fungo (micobiontes) e pelos filamentos da alga (fitobionte) em menor proporcao.
O fotobionte e o micobionte crescem portanto, em equilibrio, formando um talo
integro (JOLY, 1975; HALE, 1979; SMITH 1992).

O talo é constituido de um cértex, uma medula e uma camada de algas
(fotobionte). O cortex é um tecido resistente periférico que protege as células
fotobiontes do ressecamento e da iluminacédo excessiva, enquanto que a medula
€ um tecido mais interno que facilita a troca gasosa (AHMADJIAN, 1993).

O talo liquénico apresenta uma forma definida que pode ser crustosa, foliosa ou
fruticosa, resultando em uma grande diversidade de espécies liquénicas (JOLY,
1975; HALE, 1993; AHMADJIAN, 1993).

Constituintes quimicos dos liquens: as substancias produzidas pelos liquens sao
classificadas em produtos intracelulares e extracelulares, isto de acordo com a
localizagao no talo. Os produtos intracelulares sdo denominados de metabdlitos
primarios e estdo ligados na parede celular, podendo citar os carotendides,
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aminoacidos, proteinas, glicolipideos e carboidratos (HALE, 1983; HONDA e
VILEGAS, 1999).

Os produtos extracelulares sdo chamados de metabdlitos secundarios, e sao
encontrados na medula ou cértex, raramente nas duas camadas. Constituem
uma grande variedade de compostos alifaticos e aromaticos, principalmente
acidos fendlicos fracos (ELIX, 1996; HONDA e VILEGAS, 1999).

O papel fisiologico dos carotendides no talo liquénico é de fotoprotecao, pois
estes compostos secundarios possuem a capacidade de reduzir a quantidade de
luz que atinge a alga filtrando determinados comprimentos de ondas (RODERIC,
1997).

Sao conhecidos aproximadamente 630 compostos provenientes do metabolismo
secundario dos fungos liquenizados. Entre estes estdo os acidos alifaticos (meta
e para) — depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos, dibenzofuranos, xantonas,
antraquinonas, &cido usnico, terpenos e derivados do &cido pulvinico. Alguns
metabolitos secundarios também sao produzidos por fungos de vida livre e por
plantas superiores, no entanto, a maior parte é considerada exclusiva dos

fungos liquenizados (ELIX, 1996).

Tais compostos estdo sendo utilizados com propédsitos taxondmicos. Sao
utilizados como critério na identificacdo das espécies para varios grupos (por
exemplo: Parmeliaceae e Cladoniaceae), devido a sua capacidade de reacao
com substancias quimicas especificas, produzindo reacdes coloridas, e a sua
grande especificidade de ocorréncia nos fungos liquenizados (HONDA e
VILEGAS, 1998).

Estimam-se 13.500 espécies de fungos liquenizados (cerca de 600 géneros),
correspondendo a 20% dos fungos conhecidos (HAWKSWOTH, 1984; SMITH,
1987).
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Cerca de 98% dos fungos liguénicos sao Ascomicetos sendo que desses, 46%
sdo liguenizados. Assim, a liquenizacao é uma regra € NAo uma excecao nesse
grupo de fungos (HONDA, 1999). Os Ascomicetos compreendem umas 30 mil
espécies descritas, sendo o maior dos filos do reino. As leveduras ou fermentos
sdo ascomicetos unicelulares que se reproduzem por brotamento. A maioria dos
fungos azul-esverdeados, vermelhos e pardos que estragam alimentos é
representada por ascomicetos, incluindo a Neurospora, um bolor do pao de
coloracdo salmao, o qual tem desempenhado notavel papel na histéria da
genética moderna. Embora sejam muito comuns o0s ascomicetos bem
desenvolvidos e comestiveis (como as famosas trufas européias), existem
também algumas espécies microscopicas, como o Penicillium notatum, produtor
do antibiético penicilina, e o Saccharomyces cerevisiae, que é a levedura da

cerveja.

Na industria de antibidticos, os fungos também tém papel de destaque. Afinal, foi
do Penicillium notatum que Alexander Fleming, em 1929, extraiu a penicilina,
antibiético responsavel pela salvacdo de milhares de vidas durante a Segunda
Guerra Mundial. Hoje, muitos outros antibiéticos largamente aplicados sao
conseguidos a partir de culturas de fungos.

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a acdo de
substancias liquénicas sobre formas promastigotas de Leishmania, visando
contribuir para a descoberta de novas substancias com potencial atividade anti-

Leishmania.
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OBJETIVOS
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2- OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Investigar a atividade de 9 substancias liguénicas naturais (acido perlatélico,
acido Usnico, acido norstitico, liguexantona, acido salazinico, atranorina, acido
lecandrico, acido protocetrarico, acido fumarprotocetrarico) e 10 susbtancias
liquénicas semi-sintéticas (orselinato de metila, orselinato de etila, orselinato de
n-propila, orselinato de iso-propila, orselinato de n-butila, orselinato de sec-
butila, orselinato de terc-butila, orselinato de n-pentila, orselinato de n-hexila e B-
metil-orselinato de metila) sobre formas promastigotas de Leishmania

(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) braziliensis.

Objetivos Especificos

- Fazer uma triagem de 19 substancias liquénicas in vitro sobre formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia)
braziliensis pelo método de observacao da viabilidade em microscépio invertido,

seguido da observacao pelo método colorimétrico metil-tiazol-tetrazolio (MTT).

- Determinar a concentragdo inibitéria de 50% dos parasitos (ICsy) das

substancias liquénicas ativas sobre Leishmania (L.) amazonensis.
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MATERIAIS E METODOS
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3- MATERIAIS E METODOS:

3.1- Extracao das substancias liquénicas e seus derivados

As substancias liquénicas foram extraidas e fornecidas (Anexo l) pelo grupo da
pesquisadora Prof?2 Dr2 Neli Kika Honda do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS).

3.2- Cepas de Leishmania

Foram utilizadas cepas MHOM/BR/94/MI5176 de L. (V.) braziliensis, isolada de
humano, cedida pelo Instituto Evandro Chagas de Belém e MHOM/BR/PHS8 de L.
(L.) amazonensis procedentes de Belo Horizonte, identificadas por anticorpos
monoclonais, izoensimas e reacdo em cadeia de polimerase (PCR); e
criopreservadas no laboratério de Dermatomicologia da UnB.

Uma aliquota do material foi inoculada nas patas traseiras de camundongos
C57BI/6, mantidos no Biotério da FM/FS e apds aparecimento de lesdes o0s
parasitos forma coletados com auxilio de uma seringa de 1 mL contendo 0,2-0,5
mL de solugéo salina. O material aspirado foi adicionado ao meio McNeal, Novy
e Nicolle (NNN), pH 7,2 a 22 °C por uma semana. ApGs esse periodo, a cultura
foi transferida ao meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco®
Laboratério, BRL), suplementado com 7,5% de bicarbonato de sédio, 50 mg/mL
de gentamicina e 20 % de soro fetal bovino (SFB), em pH final de 7,2.

O SFB usado foi inativado a 56°C por 45 minutos em banho-maria e submetido a
aliquotas em frascos de vidros estéreis, estocados a — 20°C e, no momento do
uso, descongelado. O RPMI foi estocado a 4°C.
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3.3- Contagem dos parasitos.

Apoés replicacdo das formas promastigotas a contagem foi feita com auxilio de
uma camara de Neubauer.

Os parasitos, em fase logaritmica de crescimento, foram suspensos em uma
diluicdo contendo 10 uL do meio de cultura e 90 uL de PBS, homogeneizada e
uma pequena aliquota dessa suspensao foi utilizada para preencher a camara
de Neubauer.

A contagem dos parasitos foi feita na parte da camara utilizada para contagem

de leucécitos (Figura 9).

1
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Figura 9. Camara de contagem adaptada para microscépio de campo claro ou
de contraste de fases. A &rea marcada com L corresponde a parte da camara
para contagem de leucécitos.

Foram contados dois quadrantes opostos (area marcada com L) e calculada a
média, dividindo o niUmero de parasitos por dois.

Os critérios para contagem: N&ao foi contado rosetas ou emaranhados, foi
contado como dois as formas promastigotas em divisao avancada, foi contado
como um as formas no inicio da divisdo, formas que estavam em cima da linha
e muito préximos do quadrante também foram contados.

Apés trés contagens em camara de Neubauer e obtencao da média das formas
promastigotas, foi obtido a quantidade em volume de meio de cultura que
contem 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) braziliensis por

POGO.
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3.4- Diluicao Seriada

Na primeira fileira da placa de 96 pocgos (A) foi adicionado 8 pyL de uma solucéo
da substancia liquénica, previamente preparada, com 192 uL de meio RPMI, e
volume final de 200 uL por poco.
Nas demais fileiras (B a H), foram adicionados 100 uL de RPMI em todos os
pocos. A seguir, foi realizada a diluicao seriada como segue:

Da fileira A foi retirada 100 uL e transferido para fileira B;

Apos misturar e homogeneizar o material na fileira B, retirou-se 100 uL e foi
transferido para a proxima fileira, e assim sucessivamente até a fileira G;

No final da diluicdo, em G, restaram 100 pL que foi desprezado;

Na fileira H foram adicionou-se os controles, portanto, ndo recebeu a solucéo

liquénica.
3.5- Ensaio in vitro sobre as formas promastigotas

3.5.1- Testes in vitro das substancias isoladas de liquens

As substéancias testadas foram dissolvidas em RPMI 1640 e DMSO e colocados
em placas de 96 pogos em concentragdes descrescentes de 100 a 1,56 pg/mL.
Em cada poco, foram adicionadas 10° formas promastigotas e completado o
volume com RPMI 1640 suplementado, obtendo-se o volume final de 200 uL por
pogco. A droga Miltefosina (2 pL) foi usada para o controle positivo numa
concentragdao de 40 mg/mL, e como controle negativo DMSO 1%. Os ensaios
foram realizados em triplicata.

A atividade das amostras foi avaliada ap6s 24 e 48 h em microscépio invertido e
comparada com o controle. O efeito inibitério foi determinado por meio da
porcentagem de redug¢ao do numero de parasitos vivos (NPV) em relacdo ao
grupo controle (SAUVAIN et al. 1993).



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006 37

3.5.1.1- Leitura da viabilidade em microscopio invertido.

A motilidade dos parasitos nos pocos foi observada apds 24 e 48 horas. Seus
movimentos foram estimados de acordo com WENIGER et al. (2001):

0 = quando 100% dos parasitos estavam em movimento (substancia
considerada inativa).

+ = quando mais de 50% dos parasitos apresentavam movimento (substancia
considerada pouco ativa).

++ = quando menos de 50% dos parasitos estavam em movimento (substancia
considerada ativa).

+++ = quando 100% dos parasitos nao apresentavam movimento (substancia

considerada muito ativa).

3.5.1.2- Leitura da viabilidade pelo MTT.

O brometo de tetrazdlio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, conhecido
como metil-tiazol-tetrazélio (MTT), permite medir o metabolismo celular. Baseia-
se na reducdo deste sal por acdo dos succinato-desidrogenase mitocondrial,
ocorrendo a formacéao dos cristais de formazan, cuja producéo é proporcional ao
nuamero de células metabolicamente ativas (MOSMAN et. al., 1983).

Realizou-se a diluicdo seriada (concentracées decrescentes de 100 a 1,56
Hg/mL) das substancias e a placa foi incubada por 48 h de 22 a 27°C em estufa.
Apés este periodo 20ul de uma solugédo de MTT (5mg/ml) foram adicionados a
todos o0s pogos e a placa foi incubada por 4 h & 22°C protegida da luz (Figura
10). Depois deste periodo, foram utilizados 100 pL de duodecil sulfato de sédio
(SDS)10% para liberacao dos cristais de formazan.
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Controles: RPMI DMSO MILTEF LEISH
Figura 10. Placa de 96 pocos contendo as substancias liquénicas, meio estéril e

10° formas promastigotas dos parasitos em triplicata apds 4 h de incubagéo com
MTT.

A leitura da placa foi feita em leitor de placa de Elisa a 570 nm (Figura 11). Para
o controle positivo, foram utilizados 2 pL de miltefosina na concentragdo de 40
mg/mL. Como controle negativo, DMSO a 1%. Os experimentos foram
realizados em triplicata. O 1Csq foi determinado com auxilio do software Microsoft
Excel (ZHAI et al., 1999).
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Figura 11. Placa de 96 pog¢os no Leitor de ELISA a 570 nm para leitura da acao
das substéancias liquénicas sobre formas de Leishmania (L.) amazonensis apos
adicao de SDS 10%.

3.6- Analise estatistica.

No presente estudo foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Person para
verificar estatisticamente a existéncia de uma relagéo linear entre as variaveis
percentual de morte (%) e concentracao(ug/mL) da substancia liquénica .

O valor de correlacao varia de — 1 a +1. O sinal do coeficiente indica o sentido
da associacao e pode ser direta ou inversa.
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RESULTADOS
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4- RESULTADOS

Avaliacao da acao das 19 substancias liquénicas (acido perlatélico, acido
asnico, acido norstitico, liquexantona, &cido salazinico, atranorina, acido
lecandérico, acido protocetrarico, acido fumarprotocetrarico, orselinato de metila,
orselinato de etila, orselinato de n-propila, orselinato de iso-propila, orselinato de
n-butila, orselinato de sec-butila, orselinato de terc-butila, orselinato de n-pentila,
orselinato de n-hexila e B-metil-orselinato de metila) sobre as formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (V.)

braziliensis, através da leitura em microscopio invertido:

Uma primeira triagem (Tabela 1) realizada com 10 das 19 substancias
liquénicas permitiu selecionar cinco substancias ativas sobre L. (L.)
amazonensis: acido salazinico (5), orselinato de metila (10), orselinato de n-

propila (12), orselinato de n-butila (14) e - metil orselinato de metila (19).

As substancias orselinato de n-propila (12) e orselinato de n-butila (14)
apresentaram-se muito ativas (+++) na concentracdo de 100 pg/mL e nao
apresentaram atividade nas demais concentracdes. [B-metil orselinato de metila
(19) foi ativo (++) na concentracdo de 100 pg/mL e inativo nas demais
concentracdes (Tabela 2).

Essas trés substancias ativas: orselinato de n-propila (12), orselinato de n-butila
(14) e B- metil orselinato de metila (19) foram selecionadas para verificacdo da

atividade dos parasitos pelo método MTT.
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Tabela 1. Atividade do &cido perlatdlico, acido usnico, acido norstitico,
liquexantona, &cido salazinico, atranorina, acido lecandérico, acido protocetrarico,
acido fumarprotocetrarico, orselinato de metila, orselinato de etila, orselinato de
n-propila, orselinato de iso-propila, orselinato de n-butila, orselinato de sec-
butila, orselinato de terc-butila, orselinato de n-pentila, orselinato de n-hexila e B-
metil-orselinato de metila sobre formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
pelo método de nimero de parasitos vivos.

Substancias 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Controle
(Mg/mL) Mitelfosina
40 mg/mL

acido + 0 0 0 0 0 0 +++

perlatélico (1) . 0 0 0 0 0 0 s

+ 0 0 0 0 0 0 +4+

acido  Usnico 0 0 0 0 0 0 0 +++

(2) 0 0 0 0 0 0 0 +++

0 0 0 0 0 0 0 +4++

acido norstitico + 0 0 0 0 0 0 +++

(3) + 0 0 0 0 0 0 +++

0 0 0 0 0 0 +++

Liquexantona 0 0 0 0 0 0 0 +++

(4) + 0 0 0 0 0 0 i+

+ 0 0 0 0 0 0 +4+

acido + 0 0 0 0 0 0 +++

salazinico (5) 0 0 0 0 0 0 0 +++

0 0 0 0 0 0 0 +4++

Atranorina (6) 0 0 0 0 0 0 0 +++

0 0 0 0 0 0 0 +4++

0 0 0 0 0 0 0 +4++

Lecandrico (7) 0 0 0 0 0 0 0 +4++

0 0 0 0 0 0 0 +++

0 0 0 0 0 0 0 +++

acido +++ 0 0 0 0 0 0 +++

protocetrarico +++ 0 0 0 0 0 0 +++

(8) +++ 0 0 0 0 0 0 +++

acido +++ 0 0 0 0 0 0 4+

fumarprotocetr +++ 0 0 0 0 0 0 +++

arico (9) +++ 0 0 0 0 0 0 4+
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orselinato  de 0 0 0 0 0 0 0 +++
metila (10) 0 0 0 0 0 0 0 +++

0 0 0 0 0 0 0 +++
orselinato  de + 0 0 0 0 0 0 +++
etila (11) 0 0 0 0 0 0 +4++

0 0 0 0 0 0 +++

orselinato de  +++ 0 0 0 0 0 0 +++
n-propila (12) +++ 0 0 0 0 0 0 +++
+4++ 0 0 0 0 0 0 +4+

orselinato  de + 0 0 0 0 0 0 +++
iso-propila (13) + 0 0 0 0 0 0 +++

+ 0 0 0 0 0 0 +++
orselinato de  +++ + 0 0 0 0 0 +++
n-butila (14) +++ + 0 0 0 0 0 o+

+++ 0 0 0 0 0 0 +++
orselinato de  +++ +++ + 0 0 0 0 +++
sec-butila (15) +++ +++ + 0 0 0 0 +++
+++ +++ + 0 0 0 0 +++
orselinato de  +++ 0 0 0 0 0 4+
terc-butila(16) +++ 0 0 0 0 0 +++
+4++ 0 0 0 0 0 0 +4+
orselinato de  +++ +++ + 0 0 0 0 +++
n-pentila(17) +++ +++ + 0 0 0 0 +++
+++ +++ + 0 0 0 0 +++
orselinato de  +++ 0 0 0 0 0 0 +++
n-hexila (18) +++ 0 0 0 0 0 0 4+
+++ 0 0 0 0 0 0 +++
B-metil- ++ + 0 0 0 0 0 +++
orselianto  de ++ 0 0 0 0 0 0 +++
metila (19) ++ 0 0 0 0 0 +++

(0): inativo; (+): pouco ativo; (++): ativo; (+++): muito ativo. Controle positivo:
2uL (40 mg/mL) Mitelfosina(+++). Controle negativo: DMSO 1% (0).
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Tabela 2. Atividade do B-metil orselinato de metila (19), orselinato de n-
propila(12), orselinato de n-butila(14) sobre formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis pelo método de nimero de parasitos vivos.

Substancias 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Controle
(Hg/mL) Mitelfosina
40 mg/mL
B- metil ++ 0 0 0 0 0 0 4+
Orselinato de ++ + 0 0 0 0 0 +++
metila(19) ++ 0 0 0 0 0 0 +++
Orselinato de +++ 0 0 0 0 0 0 +++
n-propila(12)  +++ 0 0 0 0 0 0 +++
+++ + 0 0 0 0 0 +++
Orselianato  +++ 0 0 0 0 0 0 +4++
de n- +++ 0 0 0 0 0 0 +++
butila(14) +++ 0 0 0 0 0 0 +++

(0): inativo; (+): pouco ativo; (++): ativo; (+++): muito ativo. Controle
positivo:2uL(40 mg/mL) Mitelfosina(+++). Controle negativo: DMSO 1% (0).

O acido salazinico e o orselinato de metila ndo apresentaram agdo anti-

leishmania nas concentragcdes de 100 a 1,56 pg/mL.

Uma segunda triagem com nove substancias liquénicas (orselinato de metila
(10), orselinato de etila (11), orselinato de iso-propila (13), orselinato de n-butila
(14), orselinato de sec-butila (15), orselinato de terc-butila (16) , oselinato de n-
pentila (17), orselinato de n-hexila (18) e B-metil orselinato de metila(19))
permitiu selecionar o orselinato de sec-butila (15) e o orselinato de n-pentila (17),
que foram muito ativas (+++) na concentracao de 50 ug/mL e pouco ativa (+) na
concentragao de 25 pug/mL frente as formas L. (L.) amazonensis (Tabela 3).

As substancias orselinato de n-butila (14) e orselinato de terc-butila (16) foram
muito ativa (+++) apenas na concentracdo de 100 pg/mL e nas demais
concentragbes foram inativas. As demais substancias (orselinato de metila,
orselinato de etila e orselinato de iso-propila) foram inativas ou pouco ativas em
todas as concentracdes frente a L. (L.) amazonensis.
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Tabela 3. Atividade do orselinato de n-butila (14), orselinato de sec-butila (15),

orselinato de terc-butila (16) e orselinato de n-pentila (17) sobre formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis pelo método de niumero de parasitos

VivVOos.

Substancias 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Controle
(ug/mL) Mitelfosina
40 mg/mL

Orselianto de +++ 0 0 0 0 0 44+

n-butila (14)  +++ 0 0 0 0 0 +++

+++ + 0 0 0 0 0 +++

Orselinato de +++ +4++ + 0 0 0 0 T+

sec-butila(15)  +++ +++ + 0 0 0 0 T+

+++ +++ + 0 0 0 0 +++

Orselinato de  +++ 0 0 0 0 0 +++

terc-butila(16) +++ 0 0 0 0 0 +++

+4++ 0 0 0 0 0 +4+

Orselinato de +++ +++ + 0 0 0 0 44+

n-pentila(17)  +++ +++ + 0 0 0 0 o+

+++ +++ + 0 0 0 0 +++

(0): inativo; (+): pouco ativo; (++): ativo; (+++): muito ativo. Controle positivo:

2uL (40 mg/mL) Mitelfosina (+++). Controle negativo: DMSO 1% (0).

A avaliacdo da acdo das substancias liqguénicas orselinato de n-butila (14),

orselinato de sec-butila (15), orselianto de terc-butila (16), orselinato de n-pentila

(17) e orselinato de n-hexila (18) sobre as formas promastigotas de Leishmania

(V.) braziliensis, através da leitura em microscépio invertido, demostrou atividade

até a concentracao 12,5 pg/mL.

As substancias orselinato de sec-butila (15) e orselinato de n-hexila (18) foram

muito ativas (+++) a uma concentragdo de 50 pg/mL e ativas (++) em 12,5

ug/mL (Tabela 4) .

O orselinato de n-pentila (17) foi muito ativa (+++) na concentracao de 25 ug/mL

e ativa (++) em 12,5 pg/mL (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade do Orselinato de sec-butila (15), Orselinato de n-pentila (17)
e Orselinato de n-hexila (18) sobre formas promastigotas de L. (L.) brazileinsis
pelo método de nimero de parasitos vivos.

Substancias 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Controle
(Mg/mL) Mitelfosina
40 mg/mL

Orselinato de +++ +++ ++ + 0 0 0 +++

sec-butila(15) +++ +++ ++ + 0 0 0 +++

+++ +++ ++ + 0 0 0 +++

Orselinato de +++ +++ +++ ++ 0 0 0 +++

n-pentila (17)  +++ +++ +++ ++ 0 0 0 +++

+++ +++ +++ ++ 0 0 0 +++

Orselinato de  +++ +++ ++ 0 0 0 0 +4++

n-hexila(18)  +++ +++ ++ 0 0 0 0 +++

+++ +++ ++ 0 0 0 0 +++

(0): inativo; (+): pouco ativo; (++): ativo; (+++): muito ativo. Controle positivo:
2uL (40 mg/mL) Mitelfosina(+++). Controle negativo: DMSO 1% (0).

- Resultados da avaliacdo da viabilidade das formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis através do método MTT:

A determinacédo da viabilidade celular do acido salazinico (5), orseliato de n-
propila(12) , orselinato de n-butila(14) e B- metil Orselinato de metila (19) foi
avaliada pelo método do MTT com auxilio de um leitor de ELISA, com
comprimento de onda de 570 nm.

Com os valores das absorbancias obtidos pelo leitor de ELISA (Anexo Il), foi
possivel calcular o valor mais proximo do IC50 (Tabela 5), indicando a
concentracao das substancias liguénicas que diminuem 50% dos parasitos,
substancias 5, 12, 14 e 19 citadas acima com auxilio do software Microsoft Excel
pelo coeficiente de correlacdo de Pearson.

A avaliagéo da atividade leishmanicida pelo MTT do B-metil Orselinato de metila
(19) demonstrou valor de IC50 79,73 pug/ml (Figura 12); contra as formas de L.

(L.) amazonensis, tendo agao anti-leishmania razoavel.
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O valor obtido do ICso do orselinato de n-butila (14) foi de 58,20 ug/ml (Figura
13) e para o orselianto de n-propila (12) foi 57,73 ug/ml (Figura 14). Estas
substancias foram consideradas como os melhores resultados frente as formas
de L. (L.) amazonensis na metodologia do MTT por terem as menores

concentracdes, demonstrando uma boa acao anti-leishmania.

Tabela 5. Calculo do 1Csy do B- metil orselinato de metila (19) , do orseliato de n-
propila(12),do orselinato de iso-propila (13) e do acido salazinico (5), sobre
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis pelo coeficiente de correlagdo de
Pearson.

Substancias(ug/mL) Calculo do ICsq Resultado do ICs
B-metil orselinato de metila(19) y =1,2666 . 50 + 16,407 79,73 Pg/mL
Orselianato de n-butila (14) y =0,8359 . 50 + 16,407 58,2 g/mL
Orselinato de n-propila (12) y =0,8606 . 50 + 16,407 57,73 Pg/mL

IC50 do B- metil Orselinato de metila
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Figura 12. Concentracao do - metil Orselinato de metila (19) que inibe
50 % do crescimento dos parasitos(ICso) de L. (L.) amazonensis.
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IC50 do Orselianato de n-butila
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Figura 13. Concentracao do orselinato de n-butila (14) que inibe 50 % do
crescimento dos parasitos (ICso) de L. (L.) amazonensis.
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Figura 14. Concentracao do orselinato de n-propila (12) que inibe 50 %
do crescimento dos parasitos (ICso) de L. (L.) amazonensis.
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DISCUSSAO
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5- DISCUSSAO

Os eventos adversos provenientes do uso das drogas atualmente disponiveis
para o tratamento das leishmanioses tém motivado a busca por novos agentes
terapéuticos (CROFT, 2003; NAME, 2005). O presente estudo descreve a
atividade in vitro de substancias liquénicas frente as formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis e L. (L.) braziliensis com os controles positivo (Miltefosina 40
mg/mL) e negativo ( DMSO 1%).

Foram utilizadas formas promastigotas na fase estacionaria de cultivo, onde se
espera maior quantidade de formas metaciclicas (forma infectante). Os indculos
de cultura de material utilizados foram coletados da pata de camundongo com
lesao clinica. Este procedimento de “passagem” pelo animal e cultivo de tecido
infectado foi realizado para recuperar a viruléncia das cepas utilizadas no
presente estudo, mantidas em estoques por periodos longos e que sofreram
varios repiques (GRIMALDI, 1984; LOUASSINI, 1998; PAULA, 2004).

O antimoniato de meglucamina (Gluncatime®), droga de 12 escolha no
tratamento da LTA, ndo foi utilizado como controle nos testes in vitro do presente
trabalho, pois um estudo realizado por JARAMILLO et al., em 2000, mostrou que
a concentracdo minima necessaria para a atividade in vitro deste farmaco é de
4,1 mg/mL. A concentragdo mais observada na literatura para avaliagao in vitro
da atividade anti-leishmania foi de 100 ug/mL (RIOS, 1988, WEINGER et al.,
2001).

Na revisao bibliografica realizada até outubro de 2006, poucas referéncias de
atividade anti-Leishmania para as substancias isoladas de liquens foram
encontradas. Um estudo similar realizado por FOURNET et al. (1997) demostrou
que a substancia liguénica acido Usnico, testadas in vitro em L.braziliensis, L.
amazonensis e L. donovani, obteve uma acao leishmanicida total do acido
asnico em uma concentracao de até 25 pg/mL. Sobre L. amazonensis e L.

braziliensis a lise foi de 80-90% na concentracdo de 10 pg/mL de acido Usnico, e



Urdapilleta, A. A. A. Atividade de substancias isoladas de liquens sobre formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, 2006 51

frente a L.donovani a atividade anti-Leishmania foi total. J& as depsidonas
panarina e 1'-cloropanarina foram ativas somente em concentragées iguais ou

maiores de 50 pg/mL.

Foi relatado na literatura por JOTA et al.(1997) a atividade de substancias
liquénicas sobre L. chagasi , avaliaram os depsideos atranorina e acido
difractéico nas concentracoes de 10 a 40 ug/mL, e obtiveram 50% de lise (ICsp)
dos parasitos nas concentragdes de 30 e 40 ug/mL respectivamente.

O interesse pelos fungos liguenizados que se apresentam como fonte de novas
moléculas farmacologicamente ativas aumenta gradativamente. Muitos liquens
apresentam um numero grande de compostos secundarios, dos quais muitos
sao exclusivos e ndo sao encontrados em nenhum outro organismo (VICENTE,
1991; MATEOS et al. , 1993; PORTER e FOX, 1993).

Atividades bioldgicas reportadas para as substancias isoladas de liquens
utilizadas neste trabalho sdo antimicrobianas, antifingicas, antiinflamatérias,
antitumoral, antiviral e imunomoduladora (SANTOS et al. 2004), mas ndo ha
dados na literatura, com exce¢do do acido Usnico e atranorina, da atividade
dessas substancias frente a Leishmania ssp.

Os testes biologicos foram realizados com a concentragdo de 100 pg/mL e
decrescemos até, aproximadamente, 1,56 pg/mL, em diluicdes seriadas
(WENIGER et al. , 2001). Somente as substacias capazes de causar lise de pelo
menos 70-80% dos parasitos foram testadas pela 2° vez, e submetidos ao
método colorimétrico MTT.

No presente trabalho o orselianto de n-pentila € considerado a substancia
liquénica mais ativa, a atividade leishmanicida observada ocorreu em uma
concentragdo em torno de 12,5 pg/mL em formas promastigotas de L.(V.)

braziliensis e 25 pg/mL em formas promastigotas de L.(L.) amazonensis.
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Resultado compativeis com os descritos na literatura para outras susbtancias
liquénicas, ja que no orselianto de n-pentila este teste é inédito.

As formas promastigotas de L. braziliensis foram as mais suscetiveis frente aos
orselinato de sec-butila, orselinato de n-pentila e orselianto de n-hexila,
apresentando acgao inibitéria entre 25 e 12,5 pg/mL. Este € um resultando
importante, pois a L. braziliensis é a espécie mais prevalente no homem. E
encontrada em todas as areas endémicas do pais, € geralmente esta associada
a presenca de infeccdo em animais domésticos. E considerada a mais resistente
das Leishmanias aos diversos tratamentos (MINITERIO DA SAUDE, 2000;
NAME, 2005).
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CONCLUSOES
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6- CONCLUSOES

Um estudo de triagem de 19 substancias liquénicas com acao sobre Leishmania
(L.) amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis permitiram selecionar: orselinato

de sec-butila, orselinato de n-hexila e oselinato de n-pentila.

As substancias orselinato de sec-butila e oselinato de n-pentila apresentaram
6tima atividade nos testes in vitro sobre formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis com lise total dos parasitos até a concentracdao de 50 pug/mL :

muito ativas (+++).

Os orselinatos de sec-butila, n-hexila e n-pentila apresentaram excelente
atividade nos testes in vitro sobre fomas promastigotas de Leishmania (V.)
braziliensis com lise total dos parasitos até a concentragdo de 50 pg/mL : muito

ativo (+++) para os orselinatos de sec-butila e n-hexila .

Para o orselinato de n-pentila a concentracao de lise total dos parasitos foi de

25 pg/mL : muito ativo (+++)

Os teste in vitro do orselinato de sec-butila, orselinato de n-hexila e orselinato
de n-pentila ndo tém dados reportados para atividade anti-leishmania.
O orselinato de n-pentila € promissor para novos estudos a fim de obter novas

alternativas tratamento da LTA.
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PERSPECTIVAS
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7- PERSPECTIVAS

- Avaliar a acao in vitro das substancias liquénicas (orselinato B-metil
orselinato de metila, orselinato de n-butila, orselinato de n-propila, orselinato
n-butila, orselinato de sec-butila, orselinato de terc-butila e orselinato de n-
pentila) sobre formas amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e

Leishmania (V.) braziliensis.

- Testar a citotoxicidade das substancias liqguénicas ativas sobre células de

mamiferos.

- Avaliar a influéncia das mesmas substancias liqguénicas ativas sobre a

producao de éxido nitrico.

- Avaliar a atividade das substancias liquénicas (orselinato B-metil orselinato
de metila, orselinato de n-butila, orselinato de n-propila, orselinato n-butila,
orselinato de sec-butila, orselinato de ferc-butila e orselinato de n-pentila) in

Vivo.
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ANEXO |

1. Obtencao dos Liquens

Os liquens Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale e Parmotrema dilatatum
(Vain.) Hale foram coletados na regiao de Piraputanga, em Mato Grosso do Sul.
O liqguen Cladonia verticillaris (Raddi Fr.) foi coletado em Alhandra, Paraiba.
Cladina confusa (Sant.) Folmm. & Ahti, Ramalina peranceps Nyl. e Parmotrema
lichexanthonicum Eliasaro & Adler foram adquiridos em lojas de produtos para
decoracdo em Campo Grande-MS.

A homogeneidade das amostras para andlise quimica foi garantida
mediante observacédo dos talos dos liquens em lupa. Esse procedimento permite
separar os talos ndo danificados e livres de incrustacdes de musgos e residuos
sélidos para a analise quimica. Apds remogao de substratos e outros residuos
que acompanham os talos dos liquens, estes foram secos ao ar a temperatura
ambiente. A seguir foram fragmentados com auxilio de tesoura e os fragmentos
foram triturados em almofariz com auxilio de pistilo.

As condicdes para extracdo das substancias fenodlicas presentes nos
liquens em estudo foram estabelecidas mediante a avaliacdo preliminar de
extracao de uma pequena porcéao (100 mg) do pd de cada liquen, com diversos
solventes e em diferentes temperaturas (temperatura ambiente, 45-50°C e 60-
70°C) e a andlise cromatografica em camada delgada de silica gel (CCD) dos
extratos obtidos.

O critério para estabelecer o nimero de extragcdes com cada solvente
baseou-se na auséncia de residuo solido ou de matéria de natureza lipidica no
baldo, apds a evaporacao do solvente de cada extracdo em evaporador rotativo.

Os fracionamentos cromatograficos em coluna foram realizados com
silica gel (70-230 mesh) e foram realizados em coluna aberta a pressao

atmosférica.
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Cladina confusa - O p6 do liquen (70 gramas) foi tratado preliminarmente

com hexano a temperatura ambiente, com a finalidade de extracdo de matéria
de natureza lipidica presente nos talos do liquen. Foram realizadas 03 extracdes
sucessivas por um periodo de 24 a 36 horas cada extracdo. Apos a remogéao de
matéria de natureza lipidica pela acao de hexano, o pé do liquen foi seco em
capela e a seguir foi tratado com cloroférmio com a finalidade de extrair as
substancias de natureza fendlica. A extragdo foi conduzida a temperatura
ambiente por um periodo de 24 horas cada extragdo. Foram realizadas 04
extracoes.
Os extratos obtidos foram concentrados sob pressado reduzida em evaporador
rotativo. O extrato cloroférmico concentrado foi cromatografado em camada
delgada de silica gel no eluente hexano: acetona (5:2 v/v). A revelagéo sob luz
UV 254 nm e com metanol: acido sulfurico (9:1v/v) seguido de aquecimento em
chapa elétrica indicou a presenca de duas substancias majoritarias. Para a
separacao e purificacdo dessas substancias 1,0 g do residuo seco obtido da
extragdo com cloroférmio foi fracionado em uma coluna contendo 50,0 gramas
de silica gel. A eluicao foi conduzida iniciando com hexano seguido de gradiente
crescente de polaridade da mistura hexano: acetato de etila (1 a 80%) e acetato
de etila. Foram recolhidas 80 fracdes de 50 mL cada. A eluicao foi monitorada
por CCD e as fragbes com a mesma composicao foram reunidas. Foram
isoladas duas substancias puras: Acido perlatélico (Figura 15) e acido Usnico
(Figura 16).

Ramalina peranceps Nyl. — O pé do liquen (70 gramas) foi extraido
inicialmente com cloroférmio a temperatura de 45-50°C em banho-Maria. Foram
realizadas 03 extracdes, cada um por um periodo de 6 horas. Os extratos foram
concentrados em evaporador rotativo. O extrato concentrado e seco (0,300g) foi
fracionado em coluna de silica gel (15,0g9). A eluicdo foi iniciada com hexano
seguido de gradiente de hexano com cloroférmio (1 a 80%) e cloroférmio. Foram
recolhidas 30 fragdes de 20 mL. A eluigao foi monitorada por CCD de silica gel.

As fracdes com a mesma composi¢ao foram reunidas. Das fracdes eluidas com
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hexano: cloroférmio (60%) foi isolado o &cido Usnico. Apdés a extracdo com
cloroférmio o pd do liquen foi seco em capela e extraido 03 vezes com acetona,
durante 6 horas cada uma, em banho-Maria a temperatura média de 45-50°C.
Os extratos obtidos foram concentrados sob pressédo reduzida em evaporador
rotativo. Devido a intensa adsorcao da substancia principal contida no extrato
concentrado sobre silica gel, ndo foi possivel o uso de cromatografia em coluna
de silica para a purificacdo desse extrato. O método alternativo baseou-se na
adicdo de pequenos volumes (aproximadamente 10 mL) de acetona resfriada
em banho de gelo ao extrato acetbnico concentrado (semi-sélido) e a mistura foi
centrifugada. O tratamento dos extratos concentrados com solventes em
temperaturas abaixo da temperatura ambiente, visa a remocao de pigmentos
presentes nesses extratos sem causar acentuada dissolugdo das substancias
fendlicas. O p6 branco sedimentado foi identificado como acido norstitico
(Figura 17).

Parmotrema lichexanthonicum. - O pé do liqguen (50 gramas) foi extraido 03

vezes com cloroférmio a temperatura de 45-50°C em banho-Maria. Apos a
extracao com cloroférmio. O extrato cloroférmico, apés a evaporacdo do
solvente, foi fracionado em coluna cromatografica de silica gel (1,0 grama de
extrato: 50 gramas de silica). A eluigéo foi realizada com hexano e gradiente de
polaridade hexano: cloroformio (1 a 50%) e cloroférmio e a eluicdo foi
monitorada por CCD. Foram coletadas 50 fragbes de 50 mL. Obteve-se o
componente majoritario desse extrato que foi identificado como liquexantona
(Figura 18).
Apbs a extracdo com cloroférmio, o p6 do liquen foi extraido com acetona (05
vezes) a temperatura de 45-50° C em banho-Maria, por um periodo de 05 horas.
Apbs a evaporacao do solvente o extrato concentrado (semi-sélido) foi tratado
com acetona resfriada em banho de gelo (10 mL) e a mistura foi centrifugada. O
processo foi repetido 04 vezes e o pd branco sedimentado foi identificado como
acido salazinico (Figura 19).
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Parmotrema tinctorum - O pd obtido (50 gramas) foi extraido com
cloroférmio em banho-Maria a temperatura de 45-50°C. Apds 03 extragdes o po
do liquen foi seco e extraido com acetona nas mesmas condigdes. Os extratos
obtidos foram evaporados sob baixa pressdao em evaporador rotativo.

Devido a presenca de pigmentos de cor verde o extrato cloroférmico
concentrado (semi-solido) foi tratado com etanol resfriado em banho de gelo.
Apbs centrifugacdo da mistura, o residuo menos pigmentado (0,25g) foi
cromatografado em coluna de silica gel. A coluna foi preparada com 12,5g de
silica e a eluicao foi conduzida com hexano seguido de gradiente crescente de
polaridade de hexano: cloroférmio (1 a 70%) e cloroférmio. Foram recolhidas 30
fracoes de 25 mL. A eluicdo foi monitorada por CCD. As fracdes eluidas com
hexano: cloroférmio (60%) apresentaram uma unica substancia que foi
identificada como atranorina (Figura 20). O extrato aceténico concentrado foi
dissolvido em éter etilico e a solucao foi tratada com bicarbonato de sédio a 5%
em funil de separacdo. A fase aquosa foi separada e tratada com solugcédo de
acido sulfurico 0,5 M até precipitacdo completa do acido lecanérico (Ahmann e
Mathey 1967). O precipitado branco-amorfo obtido foi dissolvido em éter etilico e
a solucao tratada com sulfato de s6dio anidro para remocao de umidade. Apds a
evaporacao do éter obteve-se o acido lecandérico (Figura 21).

Parmotrema dilatatum - 50 gramas do p6 do liqguen foram extraidos com
cloroférmio a temperatura ambiente. Apds 03 extragdes o pdé do liquen foi
extraido com a e acetona nas mesmas condigdes. Os extratos foram
evaporados em evaporador rotativo e os residuos foram fracionados. O residuo
obtido do extrato de cloroférmio foi fracionado em coluna de silica gel. A eluicao
foi conduzida com hexano, hexano: cloroférmio e cloroférmio. Foram recolhidas
30 fracoes de 50mL e foram isoladas duas substancias: atranorina e &cido

Usnico.
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O extrato acetbnico concentrado foi tratado com acetona resfriada em
banho de gelo e a mistura centrifugada. O processo foi repetido até obtencao de
um po branco que foi identificado como acido protocetrarico (Figura 22).

Cladonia verticillaris - O pd do liquen (50 gramas) foi extraido com
cloroférmio (04 vezes) seguido de acetona (06 vezes) em banho-Maria a
temperatura de 45-50°C. O extrato acetonico foi evaporado e o residuo obtido foi
tratado com pequenas porcoes de acetona gelada e centrifugado. O processo foi
repetido até obtencdo de pd branco e este foi caracterizado como &cido
fumarprotocetrarico (Figura 23).

A elucidacao estrutural ou a confirmacao das estruturas de todas as
substancias foi feita mediante a analise dos espectros de RMN 'H, '*C, DEPT
135 (Huneck & Yoshimura 1996, Sudholm & Huneck, 1981). O grau de pureza
de todas as substancias (> 95%) foi avaliado por cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ressonéancia
magneética nuclear (RMN).

1.2 Reacdes de modificacées estruturais do acido lecandrico e da
atranorina — Reacodes de alcodlise

Acido lecanérico: 200 mg (0,3 mmol) com 50 mL de &lcool (metanol,
etanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol, sec-butanol, terc-butanol e pentanol)
foram aquecidos a temperatura de 60°C. e a reagdo foi monitorada por CCD.
Depois da reagdo completa, a mistura reacional foi fracionada em coluna de
silica gel com gradiente de polaridade entre hexano e acetona. Os orselinatos
foram eluidos com hexano: acetona 10% e o acido orselinico e &acido lecanérico

foram eluidos com hexano: acetona 50%.
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COOH
acido lecanérico orselinatos

acido orselinico

Esquema 1 - Reagbes de alcodlise do acido lecandrico (7) produzindo
orselinatos de metila (Figura 24), de etila (Figura 25), de n-propila (Figura 26)
de iso-propila (Figura 27) de n-butila (Figura 28), de sec-butila (Figura 29), de
terc-butila (Figura 30). n-pentila (Figura 31) e n-hexila (Figura 32) (R = -CHs, -
CH,>CHjs, -CH>CH,CHg, -CH(CH3)CHg,

-CH»(CH3)2CHg3, -CH(CH3)CH2CH3, -C(CHs)s, -CH2(CH2)3sCHs , -CH2(CH2)4CH3 ),

Atranorina — 150 mg (0,4 mmol) com 50 mL de metanol, foram aquecidos
a temperatura de 60°C. Apds reagdo completa, a mistura foi concentrada em
rotavapor e fracionada em coluna de silica gel com cloroférmio: tolueno 1:1 v/v.
Foram obtidos os compostos: B-metil-orselinato de metila (Figura 33) B -formil-

orselinato de metila.

CH3
CH3 0
CH3

COOCH
COOCH3 CH3 8

Atranorina ( B-formil-orselinato de metila p-metil orselinato de metila

(19)

Esquema 2 - Reacdo de alcodlise do depsideo atranorina produzindo B-metil

orselinato de metila.
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Estruturas quimicas das substancias liquénicas:

CH30
3 OH OH

COOH

Figura 15. Acido perlatélico

O CHg

HO 0 OH

CHO 4
o ©°
HO

Figura 17. Acido norstitico

CHs O
o CHZOH
HO O OH
CHO
— 0
\O/
HO

Figura 19. Acido salazinico

CHsg

OH

Figura 16. Acido Usnico

CHz O OH

CH30 : o : OCH4

Figura 18. Liquexantona

CH3 O
HO OH
OH

CHg COOCH3

Figura 20. Atranorina
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CHg O CHz ©
HO OH OH HO 0 OH
CHO
CHy  COOH CHg  COOH
Figura 21. Acido lecanérico Figura 22. Acido protocetrarico
CHz ©
o) CH ,0COCH=CHCOOH
CHs O
HO O OH
OCH3
CHO
CHjg COOH HO OH

Figura 23. Acido fumarprotocetrarico ~ Figura 24. Orselinato de metila

CHg O CHy O
OCH2CH, OCH,CH,CH3
HO OH HO OH
Figura 25. Orselinato de etila Figura 26. Orselinato de n-propila
CHg O CHz O
OCH(CH3) » OCH,CH,CHoCH 3
HO OH HO OH

Figura 27. Orselinato de iso-propila  Figura 28. Orselinato de n-butila
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CHz O
OCH(CHg) CHoCHg

HO OH

Figura 29. Orselinato de sec-butila

HO OH

Figura 31. Orselinato de n-pentila

CHz ©

OCH3

CH3

Figura 33. B-metil-orselinato de metila

CHyz ©
OG(CH3) 5

HO OH

Figura 30. Orselinato de terc-butila

OCH,(CH) 4CH 4

HO OH

Figura 32. Orselinato de n-hexila
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Anexos Il

Valores das absorbéancias do - metil orselinato de metila (19) , orseliato de n-

propila(12), orselinato de iso-propila (13) e &cido salazinico (5) sobre formas

promastigotas de L. (L.) amazonensis obtidos através do leitor de ELISA 570 nm

Substancias (ug/mL) 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56
Absorbancia do 0.805 1.077 1.044 1.291 0.973 1.062 1.074
B-metil orselinato de
metila (19)
0.819 1.049 1.069 1.327 0.939 1.111 1.090
0.796 0.998 0.958 1.157 0.868 0.967 1.030
Absorbancia do 0.783 1.754 1.325 1.018 1.221 1.203 1.215
orseliato de n-propila
(12)
0.794 1.136 1.059 1.120 1.074 1.101 1.135
0.765 1.106 0.668 0.990 1.139 1.079 1.176
Absorbéancia do 0.895 1.067 1.015 1.275 0.931 0.991 0.981
orselinato de n-butila
(14) 1.087 1.084 1.068 1.462 1.021 1.101 1.146
0.944 1.130 0.707 1.254 1.088 0.997 1.067
Absorbéncia do acido 1.629 1.199 1.009 1.220 0.885 1.013 1.059
salazinico (5)
1.741 1.152 0.944 1.136 0.840 0.937 0.976
1.465 1.151 0.993 1.194 0.857 0.980 1.016




