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Resumo

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenga infecto-parasitaria com grande
disseminagdo no Continente Americano. Dessa forma, a bioprospeccdo de novos agentes anti
leishmania € essencial para o desenvolvimento de farmacos mais eficientes e com menores efeitos
colaterais para pacientes de LTA que os utilizados atualmente. Nesse contexto, 0 objetivo deste
trabalho é testar a acdo de sobrenadantes de 6 espécies fungicas (Aspergillus calidoustus; A.
fumigatus; Fusarium solani; Penicillium citrinum; P. esclerotiorum e P. purpurogenum), isoladas
do solo amazbnico contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis e L.
guyanensis. Foram realizados ensaios in vitro contra promastigotas e amastigotas incubadas com
sobrenadantes de cultura das 6 espécies fungicas nas concentra¢fes 125, 250, 500 e 750 pg/mL.
Como controle negativo foi utilizado meio de cultura (RPMI e Dmen) e Pentamidina (30 mg/mL).
Estes sobrenadantes também foram avaliados quanto a sua citoxidade sobre células humanas de
linhagem MRC-5 e quanto a producéo de NO. Antes de iniciar os ensaios in vitro foi feita uma
curva de crescimento onde foi o terceiro dia como o melhor para realizagdo dos bioensaios com
0s promastigotas de L. amazonensis e L.guyanensis. Foi observado que A. calidoustus
(C150%=6382 pg/mL), F.solani (C150%=739,2ug/mL) e P.purpurogenum (CI150%=503,67
pg/mL) durante o ensaio de atividade anti promastigota. A. calidoustus foi efetivo na
concentracdes de 500 pg/mL e 750 pg/mL apresentou atividade contra promastigotas de L.
amazonensis em 48 e 72 horas (p<0.05, ANOVA dois critérios; pos-hoc Tukey). F.solani foi
efetivo somente na concentracdo de 750 pg/mL em 72 horas contra promastigotas de L.
amazonensis. J& P. purpurogenum foi efetivo tanto nas concentragdes de 500 pg/mL quanto 750
pg/mL também contra promastigotas de L. amazonensis em 72 horas. A. fumigatus foi o Unico
sobrenadante com acéo contra promastigotas de L. guyanensis (C150=654,6 pg/mL). P. citrinum e
P. esclerotiorum ndo apresentacdo acao contra promastigotas de nenhuma espécie. Em seguida,
foram feitos teste de citotoxicidade contra fibroblastos humanos, onde apenas A. fumigatus foi
citotoxico e excluido nos testes posteriores. Em relagdo aos experimentos com amastigotas
somente A. calidoustus e F. solani apresentaram atividade contra amastigotas de L. guyanensis
reduzindo o numero de parasitas no interior de macréfagos (RAW 264.7) apds 24 horas de
incubacdo com 750 pg/mL em relagcdo ao controle negativo (p<0.05, ANOVA: um critério; pos-
hoc Tukey). Quando avaliados quanto a producdo de NO em macréfagos previamente
estimulados por LPS, todas as 6 espécies exibiram aumento significativo (p=0.01, ANOVA) na
producdo de NO em baixas concentracfes, porém o efeito ndo foi observado em concentracdes
mais altas. Entretando, este mesmo efeito ndo foi visto nos sobrenadantes de F. solani e P.
purpurogenum durante a dosagem de NO em macrofagos infectados com amastigotas de L.
amazonensis e L. guyanensis e tratados com os sobrenadantes nas concentra¢6es de 500 e 750
pg/mL. Somente os sobrenadantes de cultura de A. calidoustus na concentracdo de 750 pg/mL
apresentaram efeito, diminuindo significativamente a producdo de NO em resposta a amastigotas
de L. amazonensis.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar americana, Bioprospeccao, Fungos de solo.



Abstract

American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is an infectious-parasitic disease widespread in the
American Continent. Thus, the bioprospecting of new leishmanicidal agents is fundamental for
the development of more effective and with less side effects that those currently used. This study
is testing the action of 6 fungal species (Aspergillus calidoustus, A. fumigatus, Fusarium solanim,
Penicillium citrinum, P. sclerotiorum and P. purpurogenum) isolated from the Amazonian soil
against promastigotes and amastigotes of Leishmania amazonensis and L. guyanensis. In vitro
assays were performed against promastigotes and amastigotes incubated with culture supernatants
of 6 fungal species at concentrations 125, 250, 500 and 750 pug / mL. These supernatants were
also evaluated for their cytotoxicity under MRC-5 strain human cells and for NO production. At
the beginning of the experiments a growth curve was made where the third day was chosen for the
bioassays for L. amazonensis and L.guyanensis promastigotes. As negative control culture
medium (RPMI and Dmen) and positive control Pentamidine (30 mg / mL) were used. After
evaluation of anti promastigote activity it was observed that A. calidoustus (IC50 = 638.2 ug /
mL), F.solani (IC50 = 739.2 pg / mL) and P.purpurogenum (IC50 = 503.67 pg / mL) activity.
The concentration of 750 pug / mL showed activity against L. amazonensis promastigotes within
72 hours (p <0.05, two-way ANOVA,; post-hoc Tukey). A. fumigatus was the only supernatant
acting against L. guyanensis promastigotes (IC50 = 654.6 pg / mL). P. citrinum and P.
esclerotiorum showed no action against promastigotes of any species. Subsequently, cytotoxicity
tests were performed against human fibroblasts, where only A. fumigatus was cytotoxic and
excluded in subsequent tests. Regarding the experiments with amastigotes, only A. calidoustus
and F. solani showed activity against L. guyanensis amastigotes reducing the number of
macrophage parasites (RAW 264.7) after 24 hours of incubation with 750 pug / mL compared to
negative control. (p <0.05, ANOVA: one criterion; post hoc Tukey). When evaluated for NO
production Regarding NO dosage in macrophages previously stimulated by LPS, all 6 species
exhibited a significant increase (p = 0.01, ANOVA) in NO production at low concentrations, but
the effect was not observed at higher concentrations. However, this same effect was not seen in F.
solani and P. purpurogenum supernatants during NO dosing in macrophages infected with
amastigotes of L. amazonensis and L. guyanensis and treated with supernatants at concentrations
of 500 and 750 pg / mL. Only, only A. calidoustus culture supernatants at the 750 pug / mL
concentration had any effect, significantly decreasing NO production in response to L.
amazonensis amastigotes

Palavras-chave: American Cutaneous Leishmaniasis, Bioprospecting, Soil Fungus
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1 Introdugéo

A Leishmaniose € considerada uma doenca negligenciada de grande relevancia nos paises
tropicais e subtropicais, 0 que garantiu sua participacdo na lista de metas de erradicacdo até 2022
pela Organizagdo Mundial de Saude (2019). Ela é uma doenca causada por parasitos do género
Leishmania spp, que possuem ciclo de vida heter6xeno, ou seja, duas formas de vida em
hospedeiros distintos: um diptero flebotomineo e um mamifero (KILLICK-KENDRICK, 1999;
RATH, 2003; BANULS et al, 2007; INBAR et al, 2017). A Leishmaniose possui duas formas:
cutanea (tegumentar) e visceral (SILVA et al, 2012). Sua forma tegumentar é extremamente
disseminada no Continente Americano sendo conhecida como Leishmaniose Tegumentar
Americana (SILVA et al, 2012 ; OMS, 2019) .

No Brasil, a LTA afeta principalmente a populacéo de baixa renda que habita as regides
periurbanas e urbanas (DANTAS-TORRES, 2006; BRASIL, 2019). Segundo o Ministério da
Saude (BRASIL, 2019) a cura clinica é caracterizada pela epitelizacdo das Ulceras e a total
resolucdo da infiltracdo do eritema, que ocorre seguindo uma média de 3 a 12 meses de

tratamento.

As terapias atuais sdo baseadas em aplicagdo parenteral de antimoniais pentavalentes
durante cerca de seis meses (BRASIL, 2019). No Brasil, a droga de primeira escolha é o
glucantime (CATALDO et al, 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Contudo, tanto o
glucantime quanto as drogas de segunda escolha (Pentamidina e Anfotericina B) apresentam
muitos efeitos colaterais para os pacientes, levando a baixa adesdo ao tratamento (CAMPOS,
2012; CASTRO et al, 2017). Deste modo a busca por terapias alternativas para a LTA se mosi

de extrema relevancia.

A bioprospeccado de agentes com atividade anti leishmania, tanto leishmanicida (eliminam
0s parasitos) quanto leishmaniostatica (reduzem o crescimento dos parasitos), € um importante
caminho para a criacdo de novos farmacos mais eficientes e menos invasivos aos
pacientes.Atualmente muitos estudos estdo sendo realizados utilizando extratos fitoterapicos
baseados na medicina popular (DUARTE et al, 2016, AMEIDA-SOUZA, 2016, CARVALHO et
al, 2016; ODONNE et al, 2017). Entretanto, ainda ha pouco conhecimento sobre a utilizacdo de
substancias fungicas para esta acdo. Levando em consideracdo a grande diversidade flngica na

regido Amazénica e o uso dos fungos em diversas areas da biotecnologia, principalmente no
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desenvolvimento de medicamentos, a bioprospeccdo de fungos para atividade anti leishmania

mostra-se um campo aberto a investigacao.
2 Referencial Teorico

2.1 Epidemiologia

As Leishmanioses sdo um grupo de doengas de natureza infecto-parasitaria que ocorrem
em regides tropicais e subtropicais. Dados atualizados da OMS confirmaram sua ocorréncia em
85 paises entre 2016-2019 (OMS, 2019). A doenga é causada por cerca de 20 espécies de
protozoarios do género Leishmania e apresenta caracteristicas clinicas, imunoldgicas e
patoldgicas distintas de acordo com a espécie do parasito e com o estado imunoldgico do paciente
(GONTIJO e CARVALHO, 2003; ESPIAU et al, 2017).

As leishmanioses se manifestam principalmente em quatro formas clinicas: cutanea (LC),
mucocutanea (LMC), cutanea difusa (LCD), visceral ou Calazar ( LV ) (OLIVEIRA et al, 2011).
Também séo descritas duas formas menos ocorrentes, sdo estas: pos Calazar dérmica ( LPKD ) e
reincidente ( LR ) (Noazin, 2008).

A leishmaniose tegumentar é a forma mais comum, enquanto a LV é considerada a mais
grave segundo a OMS (2019) como visto na figura 1. Em 2017, estima-se que 90% dos casos de
LC ocorreriam em 7 paises endémicos: Brasil, Etiopia,Quénia, Somalia, India, Suddo do Sul e
Suddo. Os paises com maior ocorréncia de casos de LC entre 2016-2019 séo: Afeganistéo,
Argélia, Brasil, Colémbia, Ird, Peru, Ardbia Saudita e Siria (OMS, 2019). Nas Américas, as
Leishmanioses continuam sendo um problema de saide publica que acomete a populacdo de

baixa renda, sobretudo em paises em desenvolvimento (OMS, 2019).

Em 2016, os Estados Membros da Organizacdo Pan-Americana da Saude - OPAS/OMS -
aprovaram mediante a Resolucdo CD55.R09 do Conselho Diretivo um plano de acdo para
eliminacdo das doencas negligenciadas em conjunto com medidas posteriores a eliminacdo destas

2016-2022. Todas as formas de Leishmanioses estdo inseridas neste plano de acdo (OMS, 2019).

A Leishmaniose Cutanea e Mucosa ocorre em 20 paises do Continente Americano, sendo
endémica de 18 deles. Foram reportados um total de 940.396 casos novos de LC e LM em 17 dos
18 paises endémicos no periodo de 2001 a 2017 com média de 55.317 casos por ano. Cerca de
90% dos casos de LC relatados no Continente Americano sdo provenientes da Bolivia, Brasil e
Peru. Contudo, ainda neste relatério epidemioldico OPAS/OMS (2019) foi observado uma

reducdo de 35 % no nimero de casos de LTA no Brasil em 2016 (figura 2).
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Figura 2 NUmero de casos de Leishmaniose cutdnea e mucosa por regides, sub-regies e em paises selecionados
do continente Americano.

No Brasil foram relatados 17.528 casos de LTA em 2017 (Ministério da Saude, 2019). A
média de casos registrados no Brasil é de cerca de 21.000 casos/ano, e o coeficiente de incidéncia
de 8,6 caso0s/100.000 habitantes nos ultimos 5 anos. A regido Norte apresenta o maior coeficiente
(46,4 casos/100.000 habitantes), seguida das regides Centro-Oeste (17,2 casos/10.000 habitantes)
e Nordeste (8 casos/100.000 habitantes) como visto na figura 3.
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Figura 3 Casos de Leishmaniose Tegumentar por regides brasileiras, 2010 -2017.
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As Leishmanioses sdo endémicas na regido Amazonica. No ano de 2017 foram registrados
1.929 confirmados de LTA somente no Estado do Amazonas pelo SINAN (2019). Segundo dados
da Fundacdo de Medicina Tropical, durante o ano de 2018 foram registrados 574 casos de LTA
no Estado do Amazonas. Sendo 97,6% na forma cuténea e 2,4% na forma mucosa (FMT, 2019).

2.2 Taxonomia

O género Leishmania pertence a familia Tripanosomatidae, que é caracterizada por ser
formada por parasitos que apresentam um Unico flagelo com cinetoplasto pequeno em sua base
(MASLOV et al, 2001). O termo “cinetoplasto” foi definido por Alexeieff em 1917 e refere-se a
uma estrutura especifica da ordem Kinetoplastida formada por granulos basofilicos, localizados
préximo ao corpo basal de um flagelo (CAMARGO e BASANO, 2004). De acordo com as
caracteristicas clinicas e epidemiologicas da doenca, as espécies sdo classificadas em dois sub-
géneros, Leishmania e Viannia (CAMARGO e BASANO, 2004).

Segundo Espiau et al (2017), as celulas de Leishmania em condic¢des naturais e artificiais
apresentam rapida adaptacdo ao meio e sucesso de sobrevivéncia da populacdo devido ao seu
grande potencial fenotipico . As espécies descritas e ja isoladas de pacientes na regido Amazonica
sdo: Leishmania (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi,
L. (L.) amazonensis, L. (L.) mexicana e L.(V.) lindenbergi (GRIMALDI e TESH, 1993).

Leishmania (Leishmania) amazonensis encontra-se disseminada em areas de igap0 e
varzea da Amazodnia Legal (Amazonas, Para, Ronddnia, Tocantins e Maranhdo) (BRASIL, 2019).
Seus hospedeiros naturais sdo mamiferos silvestres de pequeno porte como marsupiais e roedores,
e como vetor tem o flebotominio Lutzomyia flaviscutellata (Ordem Diptera; Familia Psychodidae;
Sub-Familia Phlebotominae), de habitos noturnos e pouco antropofilicos. J& a Leishmania
(Viannia) guyanensis distribui-se ao norte da bacia Amazbnica (Acre, Amapa, Roraima,
Amazonas e Pard) e apresenta diversos mamiferos nativos como hospedeiros naturais, como a
preguica (Choleopus didactilus), o tamandua (Tamandua tetradactyla), e a mucura (Didelphis
marsupialis). Entre seus vetores, 0 mais conhecido é o Lutzomyia umbratili, que é encontrado na
copa das arvores durante o dia, atacando intensamente o ser humano quando perturbado e que
também podem invadir habitacdes humanas a até 80 m de distancia da mata (LIMA, 2012).
Contudo, Teles et al (2017) também observou a presenca de Leishmanias do subgénero Viannia

em dipteros das espécies Trichophoromyia auraensis e Th. ruifreitasi no Acre.
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2.3 Ciclo Bioldgico
O ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania é digenético heteréxeno (LAINSON e
SHAW, 1978; GONTIJO et al, 2003), ou seja, 0 parasito necessita de mais de uma espécie de
hospedeiro para completar seu desenvolvimento (figura 4). Estas espécies se tratam do vetor
invertebrado e um hospedeiro vertebrado. Durante o seu ciclo biolégico nos organismos
hospedeiros, estes flagelados apresentam duas formas evolutivas: amastigota e promastigota.

A forma amastigota é parasito intracelular obrigatério do sistema fagocitico mononuclear
dos hospedeiros vertebrados (ESPIAU et al, 2017). As amastigotas sdo caracterizadas pelo
formato arredondado, ndo possuem flagelo aparente e sdo imdveis, e se multiplicam
obrigatoriamente dentro de células do sistema linfomonocitario (BAILEY e LOCKWOOD, 2007).
As amastigotas se alojam nos fagossomos dos mondcitos, histiocitos e macréfagos, onde se
multiplicam por divisdo assexuada até o rompimento celular, disseminando-se por via

hematogénica e linfatica, sendo entdo fagocitadas por outros macréfagos (BAILEY et al, 2017).

A forma promastigota apresenta-se como uma celula flagelada, alongada, de vida livre e
natante que é encontrada no interior dos vetores invertebrados do género Phlebotomus no Velho
Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. (LAINSON e SHAW, 1978).

De modo geral, durante o ciclo biolégico, os flebotomineos ingerem as formas amastigotas
durante o repasto sanguineo em um animal infectado. Os parasitos se alojam em partes do
intestino do flebotomineo onde se diferenciam em promastigotas prociclicas e ligam-se ao limen
do trato digestorio devido as glicoproteinas de membrana ali presentes (LESSA e CARVALHO et
al, 2007; ESPIAU et al, 2017). Segundo Almeida (2012). No sistema digestorio do diptero, os
protozoarios multiplicam-se por divisdo simples e assexuada. Em seguida passam por

modificacdes fisioldgicas e se convertem em promastigotas metaciclicas.

A forma promastigota metaciclica € reconhecida por ser mais infectiva ao hospedeiro
mamifero. Para que a promastigota prociclica se diferencie em promastigota metaciclica, ela
passa por um processo de diferenciacdo no trato digestério do hospedeiro invertebrado, conhecido
por metaciclogénese. Durante este processo ocorre uma série de mudancas estruturais e
metabolicas nos parasitos. Entre essas mudangas pode-se destacar alteracfes na expressdo de
moléculas de lipofosfoglicano (LPG) na membrana plasmatica do protozoario que favorecem a
infeccdo do vertebrado (KILLICK et al, 1974; LAINSON et al, 1987) tendo com efeito
significativo aumentar a resisténcia das formas metaciclicas a lise pelo Sistema Complemento do

hospdeiro mamifero (SACKS, 1984). Durante a metaciclogénese também ocorre a expressao
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génica de algumas proteinas exclusivas da forma metaciclica, por exemplo, a proteina META e 0
fator de transcricdo NAT-1, ambos relacionadas a viruléncia do parasito. Também ha aumento na
expressdo da glicoproteina de 63 KDaltons (GP63) (SACKS et al, 1990; BRODIN et al, 1992;
MARIN et al 2000). A metaciclogénese pode ser simulada em culturas de Leishmania spp in
vitro: durante o final da fase logaritmica é possivel identificar parasitos com caracteristicas da
forma metaciclica em grandes concentragdes. (SACKS e PERKINS, 1989; MENDES et al, 2018).

Tais mudancas permitem a liberacdo do epitélio intestinal e a migracdo para a proboscide
do inseto ap6s aproximadamente 4 a 5 dias, onde bloqueiam o proventriculo. Neste processo,
durante o repasto sanguineo as formas promastigotas séo regurgitadas e penetram na pele lesada,
iniciando a infeccdo (CAMPQOS, 2008; OLIVEIRA et al, 2011; OMS, 2019) .

Promastigotas .
iclicas ™~

Promastigotas metaciclicas
migram para a vilvula faringeana
Promastigotas metaciclicas
podem invadir ativamente ou

serem fagocitadas por
macrdlagos ou neutralilos

Promastigotas prociclicas se
multiplicam ¢ se diferenciam
em promastigotas metaciclicas

Amastigotas infectam
novos macrofagos

B
f Flcbotominco Mamifero% Promastigotas se diferenciam
Py = o 2 em amastigotas e se multiplicam
. Fémea por divisao simples

Amastigotas se diferenciam
em promastigotas prociclicas

Amastigotas deixam as

Amastigotas sio liberadas e
células infectadas

no intestino

Figura 4Esquema do ciclo de vida de Leishmania spp (ALMEIDA, 2012).

2.4 Caracteristicas imunoldgicas da Leishmaniose Tegumentar Americana
A infeccdo por Leishmania sp. se caracteriza por lesdes que variam de autocicatrizantes a
infeccOes disseminadas e fatais dependendo de fatores como variacdo genética, condigdo
nutricional e resposta imunoldgica do hospedeiro, da natureza da infeccdo e da espécie do parasito
(BOGDAN e ROLINGHOFF, 1998; SCOTT e NOVAIS, 2017). Por outro lado, o sucesso da
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sobrevivéncia intracelular do parasito depende da resisténcia do mesmo ao estresse oxidativo no
interior de macréfagos ativados (VASCONCELOS et al, 2018).

A resposta imunoldgica a entrada do parasito Leishmania sp. é descrita em fases de acordo
com as células ativadas e envolvidas (VON STEBUT, 2007):

> Primeira fase: ocorre a internalizacdo do flagelado na célula ap6s sua ligagdo aos
receptores de membrana e sua dissemina¢do nos macréfagos presentes no tecido
subcutaneo. Caracteriza-se pelo acimulo de parasitas no interior dos macrofagos
sem que ocorra a lesao;

» Segunda fase: verifica-se a migracgdo e ativacdo das células do sistema imune inato,
as lesdes se tornam aparentes;

» Terceira fase: ocorre a migracdo das células dendriticas e linfocitos T e a oclusao
da leséo;

» Fase cronica: os parasitos vestigiais contribuem para a manutencdo da imunidade

do hospedeiro de acordo com seu estado de saude.

A resposta imune inicial contra o patdgeno é marcada pela acdo da resposta imune inata,
na qual as primeiras células a atuarem contra a infeccdo s@o os neutrofilos, seguidos de
macrofagos, células dendriticas, mondcitos e células de Langerhans na epiderme (SILVEIRA et
al, 2008; VASCONCELOS et al, 2018).

ApoOs a infeccdo por Leishmania spp., 0s neutrofilos podem liberar armadilhas
extracelulares (NETs-Neutrophil Extracellular Traps) que destroem as formas promastigotas
através de um processo chamado NETosis. Além disso, tanto neutrofilos vivos quanto em
processo de necrose podem ativar as vias de expressdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
macrofagos infectados induzindo o controle parasitario (ALMEIDA et al, 2012; SCOTT E
NOVAIS, 2016) (Figura 5-A).

Os monacitos também sdo recrutados do sangue para as lesdes de acordo com a presenca e
CC-quimiocina 2 (CCR2) no local. Os mondcitos também sdo reconhecidos por serem eficientes
na eliminacdo dos parasitos através da producdo de ROS (GONCALVES et al, 2011) (Figura 5-
B). Os mondcitos e células dendriticas se dirigem para os ganglios linfaticos e promovem a
diferenciacdo das células TH1 através producdo de interleucina-12 (IL-12). As células TH1
migram para o foco da infeccdo e matam os parasitos ao induzir a produgdo de 6xido nitrico (NO)
e/ou aumentar a explosao respiratoria (SATO et al, 2000; CARNEIRO et al, 2016).
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Heinzel et al. (1993) mostrou em modelos murinos experimentais a existéncia da
dicotomia na resposta imune mediada pelos linfocitos T auxiliares (Th) CD4+, que é subdividida
funcionalmente em Thl e Th2. Os linfocitos ou células Thl conduzem a eliminacdo do patdgeno,
favorecendo a resisténcia a infecgdo, associando-se a producdo de IFN-y (interferon gama), TNF-
a e interleucina (IL)-2 em camundongos de linhagem C57BL-6 propiciando uma resposta eficaz
pela producdo de NO (SCOTT e NOVAIS, 2016). J& a resposta do tipo Th2 é associada a
producéo de IL-4, IL-5, observada em camundongos BALB/c, esta relacionada a disseminacdo do
parasito e ao desenvolvimento da forma visceral (CECILIO et al, 2014).

No entanto, antes mesmo disso, a acdo do sistema complemento elimina a maioria dos
parasitos, porém os promastigotas em fase metaciclica sdo resistentes ao sistema complemento
(MOSSER et al, 1984).

A resisténcia do parasito ao sistema complemento € associada, entre outros fatores, a
presenca de dois componentes do glicocélice da Leishmania sp., o LPG, lipofosfoglicanos e a
GP63, glicoproteina de superficie de 63 kDa (CECILIO et al, 2014). O LPG impede a formagc&o
da cascata do complemento através da prevencdo da insercdo do complexo C5b-C9 (MAC) do
sistema complemento do hospedeiro (PIRES et al, 2012; CECILIO et al, 2014;). Os
promastigotas em fase infectiva no sangue do hospedeiro sofrem mudangas em sua membrana
plasmatica, como o alongamento na estrutura do lipofosfoglicano (LPG) e a grande expressdo de
moléculas de GP63. Estas moléculas dificultam a ligacdo do complexo MAC do sistema
complemento ao parasita. O GP63 inativa o C3b, clivando-o em C3bi (SACKS, 1990;
BRITTINGHAM et al, 1995; SILVEIRA et al, 2008;).
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Figura 5 Esquemas de acdo do NO na resposta imune inata realizada por neutrdfilos (A) e mondcitos (B).
(SCOTT E NOVAIS, 2016).

Ao vencer esta primeira barreira, 0o segundo evento que precede a fagocitose por
macrofagos é a adesdo das promastigotas a membrana plasmatica da célula. Assim a fagocitose €
estimulada e a producdo de intermediarios reativos de oxigénio e de oxido nitrico pelos
macrofagos é inibida, como relatado por Wright e Silverstein (1983). Neste processo, as
moléculas C3b e C3bi atuam na opsonizacdo do parasito. Estes componentes do Sistema
Complemento entdo ficam aderidos & membrana plasmética do parasito através da ligacdo com

LPG E GP63. C3b e C3bi se ligam aos receptores CR3 e CR1 presentes na membrana plasmatica
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dos macrofagos. A ligacdo destes receptores aos componentes do complemento ndo ativam os
mecanismos oxidativos e induzem a fagocitose e a formacdo do fagossomo no interior dos
macrofagos, as promastigotas se transformam em formas amastigotas e se multiplicam. Para isso
é necessario que elas sejam capazes de inibir os mecanismos de defesa deste tipo celular.
(MURRAY, 1982; PIRES et al, 2012 ).

Os parasitos também sdo capazes de modular a apoptose em macrofagos (KAMIR et al,
2008; SRIVASTAV et al, 2014), células dendriticas (VALDES-REYES et al, 2009;
GUTIERREZ-KOBEH, 2013) e células T (MUKHERJEE et al, 2006), o que também representa

um mecanismo de protecdo das amastigotas que sdo intracelulares obrigatérios.

No interior dos macrdfagos, duas moléculas sdo criticas no controle da infecgdo: o anion
superéxido (O2) e o oxido nitrico (NO). Durante a fase inicial da infec¢do, o anion superoxido €
produzido como parte do processo de explosdo respiratoria em macrofagos em resposta a
fagocitose. O segundo agente oxidante produzido pelo macrofago € o oxido nitrico (NO), que é

gerado apds a ativacdo do macréfago com IFN-y (CARVALHO et al, 2016).

O NO é um gas difusivel que em macrofagos é produzido pela enzima éxido nitrico
sintase induzida (iNOS). A sintese de NO é realizada em duas etapas: na primeira, ocorre a
hidroxilacdo de um dos nitrogénios do grupamento guanidino da L-arginina gerando um NG-
hidroxi-L-arginina (NHA), esta reacdo utiliza NADPH e O2 e, provavelmente, envolve o
complexo heme da NOS; na segunda etapa, se da a conversdo da NHA em NO e L-citrulina,
flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina
(BH4) sdo utilizados como co-fatores na reacdo (MARLETTA et al, 1988; BREDT, 1999;
OLVEIRA et al, 2018).

Em macréfagos ativos, superdxidos e NO sdo produzidos em quantidade equimolar, o
que induz a producdo de peronitrito (ONOO-), outro radical livre extremamente toxico a
patogenos (HORTA et al, 2012).

A producdo da enzima iINOS é estimulada por diversos fatores pré-inflamatérios,
como citocinas ou endotoxinas. De modo geral, as citocinas sdo importantes moduladoras da
expressdo da iINOS em macrofagos infectados: citocinas do perfil Thl (IL - 12, IFN- y e TNF-a)
induzem a sintese a INOS, enquanto as do padrdo Th2 inibem sua sintese (NATHAN e XIE,
1994).
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Um dos moduladores da sintese da iINOS é o IFN-y, que induz a explosdo respiratoria
em macrofagos, aumentando a eliminagdo dos parasitos atraves da producgdo de altos niveis de
ROS e NO (BOGDAN et al, 1993).

O NO é caracterizado pela atuacdo direta nos patégenos inibindo sua proliferacdo. Pode
também causar mutacdo no DNA, romper aglomerados de microorganismos (HORTA et al, 2012),
bloquear o metabolismo e inativar fatores de viruléncia (BOGDAN et al, 2000) ou moléculas

associadas a patdgenos infecciosos (SILVA, 2012).

O NO pode também se difundir através das membranas celulares, podendo mediar a morte
tanto de parasitas interiorizados, quanto externos aos macréfagos (OLEKHNOVITCH et al, 2014).
E considerado entdo uma molécula que, em conjunto com o uso de antibiéticos, contribui para a
eliminagdo da Leishmania sp. (OLIVEIRA et al, 2018). Foi observado em literatura que o uso do
farmaco Pentoxifilina, um agente vasodilatador derivado de dimetilxantina, em conjunto com
antimoniais pentavalentes aumentou a sintese da INOS, induzindo a producdo de NO e
potencializando o efeito dos antimoniais contra os parasitos (BRITO et al, 2014).

Notou-se a persisténcia da leséo cutanea durante a fase crénica da infeccdo causada por L.
major em camundongos tratados com um inibidor seletivo de iINOS (L-iminoetil-lisina - L-NIL)
ou em camundongos que tiveram o gene da iINOS deletados. Nos dois casos houve, também,
reducdo ou nenhuma producdo da enzima INOS durante a fase aguda da infec¢cdo como visto na
Figura 6. (DIEFENBACH, 1999)
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Figura 6. Esquema da produgdo de iNOS por dias de infec¢do durante as trés fases da infeccdo com L. major em
camundongos tratados com inibidores de iINOS L-NIL, com gene que expressa a enzima iNOS deletado e sem
tratamento. (BOGDAN et al, 2000).

2.5 Diagnostico
O diagnostico de LTA é feito a partir de um conjunto de caracteristicas epidemiologicas,
clinicas e laboratoriais (exame parasitologico e diagndstico imunologico) (GONTIHO e
CARVALHO, 2003; BRASIL, 2017).

As técnicas de diagnostico parasitoldgico constituem-se de analise de amastigotas em
esfregaco, cultura do parasito, exame histopatoldgico das lesdes e identificacdo de Leishmania
spp., por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e anticorpos monoclonais, como visto na tabela 1
(SAMPAIO et al, 2009; BRASIL,2017).

Dentre os testes diagndsticos, a raspagem cutanea é o teste mais simples e comum,
contudo possui apenas 70 a 75 % de precisdo. Fatores como a limpeza adequada e a secagem do
local sdo essenciais antes da raspagem. As raspagens sao feitas a partir do centro e da margem da
Ulcera. Sdo montadas laminas a partir de esfregacos ou bidpsias, bem como a cultura de amostras
clinicas em meio de cultivo para verificar o crescimento de formas promastigotas de Leishmania
spp. (SAMPAIO et al, 2009), essa cultura também pode ser realizada in vivo utilizando
camundongos BALB-C (Brasil, 2017). Segundo Weigle et al. (1987) para que seja feito o
diagndstico definitivo, é necessario o isolamento do agente etiolégico do material proveniente do

tecido lesionado.

28



Outro meio de diagnostico é atraves do Teste intradérmico (Intradermorreacdo de
Montenegro ou da Leishmania) que se baseia na resposta de hipersensibilidade celular tardia,
tendo a possibilidade de resposta negativa nas primeiras seis semanas ap0s 0 aparecimento da
lesio. E comum que o IDRM apresente resultado positivo a existéncia de parasitos apds esse
periodo (Brasil, 2017).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método que se baseia na amplificacdo do
DNA do parasito em diferentes tipos de amostras, tais como pele e mucosa. Sendo um teste
considerado de alta sensibilidade e especificidade por se utilizar de diversos alvos moleculares
podendo ser especifico para cada género e espécie de parasitos (Gongalves, 2018).

Os exames histopatolégicos focam em identificar a doenca por meio de suas
caracteristicas morfologicas, histologicas e patoldgicas. O quadro histopatologico tipico da LC € a
presencdo de lesdo na forma de dermatite granulomatosa difusa ulcerada. Porém somente a
visualizacdo do agente etiologico através do préprio exame histopatoldgico (utilizando técnicas
histoquimicas especiais de demonstracdo de microrganismos), por imuno-histoquimica ou por

cultura parasitaria, permite a certeza da Leishmaniose durante o diagnéstico (Brasil, 2017).

2.6 Tratamento

Em 1912, o medico Gaspar Vianna introduziu o tratamento para LTA utilizando
antimoniais trivalentes (Sb*3). Tais drogas mostraram eficacia em reduzir os niveis energéticos do
parasito por atuar diretamente nos processos de P-oxidacdo e glicdlise destes. Contudo foi
verificado que a terapia com esta droga apresenta alta toxicidade, aléem de ser de dificil
administracdo (LAISON e SHAW, 1978). Em 1937, introduziu-se a terapia com antimoniais
pentavalentes (Sb*), que demonstrou menores efeitos colaterais e toxicidade que os antimoniais
trivalentes, tornando-se a primeira opcao de tratamento recomendado pela Organizacdo Mundial
de Saude (RATH, 2003; OMS, 2017). A recomendacdo inicial para aplicacdo dos antimoniais
pentavalentes € por via endovenosa ou intramuscular em doses de 20 mg/kg durante 28 dias,
porém este tratamento pode perdurar por mais tempo de acordo com a gravidade da infeccao
(OLIVEIRA,2010; OMS, 2017).

O tratamento com antimonial pentavalente apresenta uma série de efeitos colaterais como
dor no local da injecdo, disfuncdo gastrointestinal, dores musculares difusas, enrijecimento das
articulagGes, arritmias cardiacas, pancreatite e elevacdo transitoria das transaminases hepaticas
(GASSER et al, 1994; RATH, 2003). No Brasil, a droga de primeira escolha para o tratamento

das Leishmanioses é 14-antimoniato de N-metilglucamina, Glucantime®, devido ao seu baixo
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custo e ao nivel relativamente baixo de ocorréncia de efeitos colaterais (RATH et al, 2003;
MISTRO et al, 2017; BRASIL, 2017).

Quando o tratamento com o antimonial pentavalente ndo apresenta os resultados esperados,
outras drogas também sédo utilizadas como segunda escolha como a Pentamidina (BASSELIN et
al, 1997), a Anfotericina B (TIUMAN et al, 2011), o Mitelfosine (SOTO et al, 2001) e a
Azitromicina (SINAGRA, 2007). Os farmacos conhecidos e utilizados para o tratamento das
Leishmanioses Tegumentares apresentam sérias problematicas que incluem a resisténcia do

parasito e a inducao de efeitos colaterais que limitam a utilizacdo e a eficacia destes.

A Pentamidina é utilizada principalmente em pacientes portadores de Leishmaniose
Visceral causada pela L. donovani, pacientes hipersensiveis a antimoniais ou aqueles que ndo
apresentaram resposta ao uso destas drogas, sendo, portanto, a segunda opcao para o tratamento
de Leishmaniose (RATH, 2003; OLIVEIRA et al, 2011). Sua aplicagéo é realizada em uma série
de 12 a 15 doses em dias alternados, com intervalos de duas semanas para cada série, sendo 0
tratamento mais curto que o baseado nos antimoniais pentavalentes (RATH, 2003,
MITROPQULOS et al, 2010; OMS, 2017). Esta droga possui alta taxa de toxicidade, tendo como
efeitos adversos: anorexia, nausea, vomitos, dor de cabeca, astenia, a hipoglicemia, hipotenséo,
problemas cardiovasculares, intoxicagdo dos néfrons e em casos extremos, morte repentina
(MITROPOULOS et al, 2010; OLIVEIRA et al, 2011;BRASIL, 2017).

Outra droga antileishmania com grande potencial econdmico é o desoxicolato de
anfotericina B (AmB) e sua forma lipossomal (AmBisome). A Anfotericina B atua sobre lipidios
componentes da membrana plasmatica do parasito (episterol, precursor do ergosterol) (BRASIL,
2017). A forma lipossomal da Anfotericina B diferencia-se por ser contida dentro de lipossomas
formados por fosfatidilcolina, colesterol e disterolfosfatidilglicerol, atingindo maiores
concentracdes plasmaticas que a anterior e apresentando menor nefrotoxicidade (BRASIL, 2017).
Segundo Mistro et a.l (2017), a Anfotericina B lipidica apresenta reducéo no tempo de tratamento
e dos efeitos adversos quando comparado com Amb e Antimoniato de Metilglumina. No estudo
de Solomon et al. (2007) foram observados efeitos colaterais (dispnéia mediana e eritema) em
dois de sete pacientes tratados com Anfotericina B lipossomal na dosagem de 10mg/Kg. O uso de
AmBisome® no tratamento de Leishmaniose Visceral em criancas é crescente, principalmente
quando causado por L. infantum, entretanto, sua utilizacdo no tratamento da LTA ainda necessita
de maiores estudos (MINODIER e PAROLA, 2007). Segundo o manual de vigilancia da LTA,

langado pelo Ministério da Saude (2017) o uso de Anfotericina B é contra indicado para
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cardiopatas, hepatopatas e nefropatas, sendo indicada como droga de primeira escolha em
gestantes no tratamento da LTA.

Outro medicamento em estudos, porém ndo utilizado no Brasil, é o Miltefosine, um analogo
de fosfocolina que apresenta como principal vantagem o fato de ser administrado oralmente
aumentando a adesdo do paciente ao tratamento (SOTO et al, 2001; MITROPOULOS, 2010).
Soto et al. (2004) testaram uma dose diaria dessa droga de 50 mg por 28 dias em 89 pacientes
com Leishmaniose Cutanea da Colémbia e em 40 pacientes da Guatemala e foram relatados
diversos efeitos colaterais, sendo os mais frequentes o vomito e a nausea. Na Colémbia foi
verificada a cura da lesdo em 82% dos pacientes e na Guatemala foi observada uma cura em 50%
dos pacientes, fator esse que pode ser atribuido a diferencas nas espécies de parasitos envolvidos
nas infeccbes nos dois paises. Em um estudo anterior com 72 soldados colombianos foram
testados duas concentracfes de Milfetosine: 50-100 mg/dia durante 3 semanas e 133-150 mg/dia
por 3-4 semanas, casa dose foi testada em 36 pacientes. A porcentagem de cura com a dose 50-
100 mg/dia foi de 66% de pacientes, enquanto com a dose de 133-150 mg/dia foi de 94%. Porem,
também houve registros de efeitos colaterais como citenose (mal estar durante movimentacao),
vomitos e niveis elevados de aminotransferases no sangue nos testes com diferentes
concentragdes da substancia (SOTO et al, 2001). Sundar et al. (2006), na india, mostrou cura de
LV por Milfetosine em 95% dos pacientes tratados, sendo adotada em conjunto com a
Paramomicina no tratamento de LV neste pais. Contudo, existem controvérsias quanto a sua
eficacia (HENDRICKX et al, 2015) e quanto a seguranca relacionada ao tempo de exposi¢cdo ao
composto (DORLO et al, 2014). Em estudo in vitro realizado em camundongos, amastigotas de L.
donovani e L. infantum apresentaram resisténcia ap6s reincidéncia de LV (HENDRICKX et al,
2015). Por outro lado, Sundar et al. (2015) afirmaram a efetividade de Milfetosine para o

tratamento de LV, bem como da Leishmaniose Pos-Calazar Dérmica (PKLD).

Estudos recentes em Bangladesh (RAHMAN et al, 2017) demonstraram a eficiéncia e
seguranca dos tratamentos para Leishmaniose Visceral com Ambisome, Paramomicina e
Milfetosine. A Monoterapia com Miltefosine, bem como o tratamento com pentoxifilina
combinada com Sb° apresentam resultados promissores para o tratamento da Leishmaniose
mucocutanea (VENTIN et al, 2018). Contudo, para a LTA existem poucos estudos para que se

possa afirmar a eficiéncia dessas drogas.

A resisténcia dos parasitos aos tratamentos foi demonstrada em ensaios in vitro (SILVA,

2017). O abandono do tratamento pelos pacientes também pode ser um fator associado ao
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surgimento da resisténcia dos parasitos aos farmacos para o tratamento de LTA disponiveis
atualmente no Brasil (BRASIL, 2017). Fumarola et al. (2004) relatou a reincidéncia da doenca e

a auséncia de resposta durante o tratamento em pacientes co-infectados por HIV e Leishmania
spp.

Além das reformulaces dos tratamentos atuais, a bioprospeccdo de novos farmacos tem
sido uma boa alternativa para atender a crescente demanda por novas terapias mais eficientes
contra LTA. Bioprospeccdo refere-se a investigacdo sistematizada por genes, enzimas,
compostos, processos e partes provenientes de organismos vivos com possivel potencial
econdmico para desenvolvimento de um produto (SACCARO JUNIOR, 2013).

Entre 2016 e 2018 foram publicados diversos trabalhos voltados ao desenvolvimento de
fitoterapicos baseados na etnoboténica ou producdo de fitoterapicos provenientes de plantas
utilizadas na medicina popular (OLIVEIRA et al, 2016; SILVA e OLIVEIRA , 2016; ODDONE
et al, 2017).

Maquiaveli et al. (2016) demonstrou o efeito leishmanicida presente em uma fracdo n-
butandlica de Stachytarpheta cayennensis, erva conhecida como Verbnica ou Gervdo, contra
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis in vitro. Esta acdo se deu por conta da inibicdo da
via da arginase no parasito. Nessa fracdo havia uma mistura de verbascosideo e isoverbascosideo,
sendo ambos inibidores dessa via. Posteriormente foi constatado que verbascosideo nao afeta a
producdo de citocinas ou enzimas em macrofagos murinos, sendo seletiva em sua atividade
leishmanicida (MAQUIAVELI et al, 2016).

Passos et al. (2017) também relataram a atividade anti leishmania presente nas fracoes de
extrato de folhas de Serjania lethalis contra L. amazonensis. Duarte et al (2016), em seus estudos
com gengibre (Zingiber officinalis Roscoe), relatou a purificacdo de uma fracdo do extrato que
estimulou a producdo de nitrito e em consequéncia ativou a via de 6xido nitrico nos macrofagos

infectados por L. amazonensis, eliminando o parasito.

O 6leo essencial produzido a partir da resina de Ferula galbaniflua apresentou clara
atividade (95.70 = 1.82 pg/mL) contra promastigotas de L. amazonensis in vitro e baixa

citotoxicidade em células L6, mioblastos de rattus norvegicus (ANDRADE et al, 2016).

Outro bleo essencial que apresentou resultados positivos para as formas promastigotas e
amastigotas (axénicos e em macrdfagos murinos), foi o déleo obtido a partir de amostras da

Aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva). Neste mesmo trabalho também foi relatada baixa
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citotoxicidade deste 6leo para macr6fagos murinos e eritrécitos humanos (CARVALHO et al,
2016).

Existem atualmente poucos estudos sobre a atividade anti leishmania de extratos e
substancias isoladas de fungos. Dentre esses estudos, ha o realizado por Nascimento et al. (2015)
que testaram o fungo endofitico Cochliobolus sativus, que apresentou atividade leishmancida
contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Em outro estudo, foi testado o fungo
endofitico, Aspergillus terreus, que apresentou atividade contra o parasito (amastigotas e
promastigotas) relacionada a um derivado buteonolideo (ELKHAYAT et al, 2016). Fungo de solo
também podem biossientetizar nanoparticulas de metais tdxicos a parasitos em forma
promastigota e amastigota, como o Fusarium oxysporum apresentou grande atividade (0.25 e
0.50 pg/mL) contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, a partir da biossintese de
nanoparticulas de prata como demonstrado por Fanti et al. (2018). Urdapilleta (2006) isolou 19

substancias de liqguens com atividade leishmanicida.

2.7 Fungos de solo

Os fungos sdo seres eucariotos, amplamente distribuidos, podendo ser unicelulares
(leveduras) ou pluricelulares (MICHEREFF et al, 2005). Os fungos s@o seres quimiorganotroficos
e aerdbicos, isto explica a abundancia desses organismos nas camadas superficiais dos solos, visto

gue nessa regido existe maior teor de matéria organica e aeracdo (MALAVOLTA, 1980).

Existe um grande espectro de espécies de fungos reconhecidos como fungos de solo. Estes
fungos despertam grande interesse por serem fungos que causam doencas que acometem
plantagdes (NETO et al, 2000; MICHEREFF et al, 2005), fungos micorrizicos que auxiliam na
absorcdo de nutrientes (SIQUEIRA, 1994; SAGGING JR. e SIQUEIRA, 1996), por seu potencial
no ramo alimenticio, na producdo de enzimas como a celulase (KUHAD e SINGH 1993,) e no
desenvolvimento de farmacos (FLEMMING, 1929; UEDA et al, 2014).

Os géneros mais comuns de fungos de solo sdo: Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Helminthosporium, Mucor, Penicillium, Phytophthora, Pythium, Plasmodiophora, Rhizopus,
Sclerotium, Scopulariopsis, Thielaviopsis e Trichoderma (MICHEREF ET AL 2005). Dentre os
muitos géneros pertencentes a este imenso grupo, destacam-se Aspergillus, Fusarium e
Penicillium devido a abundancia no solo amaz6nico e seu grande potencial para a presenca de

atividade antimicrobiana.
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Aspergillus é um género de fungos filamentosos pertencentes a Familia Aspergillaceae
(HOUBRAKEN e SAMSOM, 2011, SAMSON et al, 2014). Possui mais de 200 espécies com
ampla distribuicdo na natureza. Apresenta importante papel na reciclagem de carbono, nitrogénio
e solubilizacdo de fosfatos (CARVALHO, 1969). Este grupo também apresenta espécimes
patogénicos (ATCHADE et al, 2017) e fitopatogénicos (CARMO et al, 2018). Na &rea de
biofarmacologia, é descrito que Aspergillus fumigatus em sua forma endofitica apresenta
potencial antifungico (LIU et al, 2004) e antibacteriano (CARVALHO, 2010; SILVA,2018),
assim como um exemplar marinho de Aspergillus sp que possui potencial antiviral (MA et al,
2017) e a espécie Aspegillus terreus que demonstrou atividade leishmanicida contra L.
amazonensis (ELKHAYAT et al, 2016).

O género Fusarium pertence a familia Nectriaceae e inclui numerosas espécies toxicas,
sendo capazes de colonizar os mais diversos ambientes (ZABKA e PAVELA, 2018;
MUNKVOLD, 2017). Existem cerca de 80 espeécies fitopatogénicas de Fusarium sp. (LESLIE e
SUMMERELL, 2006). Muitos estudos descrevem os efeitos das micotoxinas causadoras da
Fusariose, doenca que afeta a casca das plantas adultas e interfere na exportacdo de latex
(PIZETTA, 2017), na producdo de orquideas ornamentais (SRIVASTAVA et al, 2014) e na
producdo de sementes do sorgo sacarino (Sorghum bicolor), gréo importante a producdo pecuaria

por ser uma importante fonte de alimentos para os bovinos (MULLER, 2017).

Em estudos bioquimicos e biomoleculares sobre o impacto dessas micotoxinas de
Fusarium sp., foi observada a acdo destas na biotransformacdo de enzimas do complexo CYP450
podendo causar intoxicacdo alimentar em mamiferos (SCHELSTRAETE et al, 2017). Dentro do
género, Fusarium solani é a espécie mais comumente associada a lesdes internas e externas em
humanos (AL-HATMI et al, 2018). Entretanto, também existe uma aplicacdo consideravel do
género Fusarium na biofarmacologia. Estes microrganismos sdo utilizados para a obtencdo de
farmacos. Nesse género ja foram encontradas espécies com atividade anti leishmania (FANTI et
al, 2018), antimalarica, anticancerigena e antimicrobiana (IBRAHIM et al, 2017; KUMAR et al,
2017).

O género Penicillium também pertence a familia Aspergillaceae (HOUBRAKEN e
SAMSON, 2011). E um género de grande representatividade, habitando diferentes ambientes que
vao desde o solo a vegetacdo e areas fechadas (VISAGIE et al, 2014). Dentre suas muitas funcdes,
apresenta grande importancia na producdo de enzimas para diversos setores industriais
(FRIEDSVALD, 2004), na producdo de medicamentos antibacterianos (FLEMING, 1929;
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ABRAHAM et al, 1941; THOM, 1945) e na industria alimenticia (CHAVEZ, 2006). O género
também é associado ao desenvolvimento da penicilina (FLEMMING, 1929). Na natureza sua
principal importancia € na decomposicdo de substratos orgénicos, podendo também gerar doencas
nas raizes das plantas (VISAGIE et al, 2014). Além disso, entre 0s poucos casos de
patogenicidade a humanos descritos em literatura, é possivel relatar que Penicillium citrinum se
torna oportunista quando em contato com um organismo imunodeprimido como relatado por
Hesse et al. (2017).

Deste modo, todos os 3 géneros se mostram interessantes para estudos na area de

desenvolvimento de medicamentos com potencial leishmanicida.

3 Justificativa

Em vista do atual perfil dos tratamentos para LTA, com muitos efeitos colaterais e
consequente baixa adesdo por parte dos pacientes (PONTE-SUCRE et al, 2017), podemos
verificar a necessidade de pesquisas visando a producdo de novos medicamentos para esta
patologia. E de fundamental relevancia focar estes estudos em diferentes areas, tanto na criacio
de novos tratamentos, quanto na associacdo destes com novas reformulaces dos ja utilizados
(SUNDAR et al, 2006; SUNDAR et al, 2011). Aliado a esses fatores estd a proposta de
erradicacdo de doencas negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude, tornando ainda mais

importante o desenvolvimento de terapias mais eficientes contra as Leishmanioses (OMS, 2017).

A grande diversidade de fauna, flora e de microorganismo se presentes na regido
Amazonica desperta interesse de muitos pesquisadores para a producdo de terapias mais baratas e
com menores implicacdes pos-medicacdo em diferentes ramos taxondmicos. Estes focam na

producdo de medicamentos orais para a LTA.

Recentemente, muitas pesquisas estdo sendo feitas com extratos de plantas, principalmente
as utilizadas na medicina popular, tendo atividades positivas contra as duas formas do ciclo do
parasito (ODONNE et al, 2017). Contudo, o uso de plantas pode levar a futuros problemas
durante a producdo de medicamentos, pois muitos extratos sdo retirados de plantas lenhosas,
gerando grandes gastos para investimentos em producdo de larga escala (ZUANAZZI e
MAYORGA, 2010). Uma alternativa € a utilizacdo de fungos para extracdo e isolamento de
compostos com atividade anti leishmania, como ja relatado em literatura para fungos endofiticos
(ELKHAYAT et al, 2016), liguens (URDAPILLETA, 2006) e fungos de solo (FANTI et al,
2018). O uso desses microorganismos para producdo de antibidticos € historicamente difundido,

datando desde a descoberta da atividade antimicrobiana do género Penicillium (FLEMMING,
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1929). Além destes, outro fator significativo para seu estudo, é a facilidade do uso destes em
producédo em larga escala (ABREU et al, 2015).

Desta maneira, focamos nossos estudos na busca por novas formas terapéuticas para
tratamento da forma cuténea da Leishmaniose (LTA) utilizando fungos. Para tal, é necessario que
primeiro seja realizada a bioprospecgdo de novos micro-organismos com este tipo de atividade.
Desse modo, buscamos analisar in vitro a atividade anti leishmania de filtrados de sobrenadantes
das espécies fungicas Aspergillus calidoustus, Aspergillus fumigatus, Fusarium solani,
Penicillium citrinum, Penicillium esclerotiorum e Penicillium purpurogenum isolados do solo da

regiado Amazonica.

4 Objetivo

4.1 Objetivo Geral
-Avaliar in vitro a agdo anti leishmania de sobrenadantes de culturas de fungos isolados de
amostras solo da regido Amazodnica contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis

e L. guyanensis.

4.2 Objetivos Especificos

- Verificar a citotoxicidade dos sobrenadantes de cultura de fungos sobre o crescimento e

sobrevivéncia das formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis.

- Avaliar a citotoxicidade dos sobrenadantes de cultura de fungos sobre células humanas
de linhagem MRC-5;

-Calcular o indice de concentracdo inibitéria de 50% para cada filtrado de fungos sobre as

formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis.

5. Material e Métodos

No presente estudo, serdo realizados testes in vitro com sobrenadantes de culturas de
espécies fungicas isoladas de solo amazénico. Os fungos foram cedidos pela Colecdo de
Microorganismos de Interesse Médico do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia- INPA. A

obtencdo dos sobrenadantes de cultura foi realizada no Laboratério de Micologia do INPA. O
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cultivo, crescimento dos parasitos e 0s ensaios bioldgicos para determinacdo da atividade
antileishmania e citotoxidade foram realizados nos laboratérios de Bioguimica de Proteinas da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM e na Colecdo de Microorganismos de Interesse
Médico do INPA, simultaneamente. As células de linhagem MRC-5 e RAW 264.7 foram cedidos
pelo Laboratorio de Anéalises Biologicas (Biophar) da Faculdade de Farmacia da UFAM. Os

experimentos foram realizados seguindo a ordem do organograma observado na figura 7.

Isolamento dos fungos Liofilizacdo dosfungos

Curvade crescimento do
parasito
(L.a.eLg.)

Avaliacdo de acéo anti-
promastigota por SCF
(125-750 pg/mL)

Teste de Citoxidade SCF
em células MRC-5 - s
(1,56-125 pg/mL)

Dosagemde producdo de
NO por SCF em
Macréfagos RAW 264.7
(1,56-125 pg/mL)

Avaliagdo de acdo anti-
amastigota dos SCF
(500 pg/mL e 750 pg/mL)

Dosagemde producédo de
NO por SCF em
Macréfagos RAW 264.7
(500 pg/mL e 750 pg/mL)

Andlise de dados
estatisticos

Figura 7 Organograma de realizacdo de experimentos com sobrenadantes de cutura de fungos (SCF).
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5.1 Obtencéo de sobrenadantes de culturas fungicas

5.1.1 Espeécimes fangicos

Os sobrenadantes de culturas fangicas foram obtidos por meio de bioprocessos utilizando
seis espécies de Ascomicetos isoladas de amostras de solo da regido Amazdnica na Reserva
Florestal Adolpho Duke e depositadas no INPA pela equipe do Dr. Jodo Vicente Braga de Souza.
As espécies escolhidas, seguidas por codigo e nimero de depdsito foram:

1. Aspergillus calidoustus - LM5744

2. Aspergillus fumigatus- LM6020

3. Fusarium solani - LM5733

4. Penicillium citrinum - LM5749

5. Penicillium esclerotiorum - LM5772
6. Penicillium purpurogenum - LM5994

5.1.2 Obtencéo dos sobrenadantes de cultura fingica

O bioprocesso para producédo dos sobrenadantes de cultura de fungica foi feito por meio de
cultivo submerso, realizado previamente pelas bolsistas de iniciacdo cientifica Deisiane Aroucha
Passos e M? do Socorro Ribeiro em projeto anterior. Foram preparados 50 mL de Caldo Batata
Dextrose (120 g/L de batata, 10 g/L de dextrose) para cada Erlenmeyer (volume de 150 mL).
Nesse meio foram inoculados 1x10* esporos/mL dos fungos a serem estudados e em seguida, as
amostras foram incubadas por 14 dias, sob agitacao orbital 130 RPM a 25 °C. Ap0s esse periodo,
a biomassa foi separada por filtracdo (filtro qualitativo tipo celulose Whatman n.4). O filtrado foi
submetido a microfiltracdo a 0,22 um (Millipore) e depois liofilizado. O concentrado obtido foi
reconstituido em meio RPMI 1640 (Inlab Diagnostica) e submetido a determinagdo da atividade

anti leishmania.

5.2  Atividade anti leishmania dos sobrenadantes fingicos contra as formas

promastigotas in vitro.
5.2.1 Manutencao dos parasitos e preparo de massa parasitaria

Foram utilizadas duas cepas de referéncia de Leishmania spp.: Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147)

cedidas pela Fundagéo de Medicina Tropical (FMT). Os parasitos foram cultivados em garrafas
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de cultivo em meio RPMI 1640 completo (Inlab Diagnostica), suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado (aquecido a 56°C por 1h) — SFBi (Gibco), pH 7.0 e mantidos em estufa a
25°C de acordo com Jaffe et al. (1984). Para a criopreservacdo das formas promastigotas, as
culturas foram centrifugadas a 130 g por 10 min a 10°C e o precipitado foi ressuspendido em 1
mL de meio RPMI 1640 (Inlab Diagnostica) completo e passado para microtubos de 1,5 mL. Em
seguida, os parasitos vivos foram centrifugados em 1800 g por 15 minutos a 10 °C. Foi feita
entdo a retirada do sobrenadante e a adicdo da solucdo de criopreservacdo ao precipitado. Em
sequida, foi realizado o processo de congelamento: primeiramente o tubo com parasitos foi
resfriado em refrigerador a 4°C por 20 minutos, seguido por freezer -20°C por mais 20 minutos e

por fim a amostra foi conservada em freezer a -80°C.

5.2.2 Curva de crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp.

Para a avaliacdo do crescimento das formas promastigotas de Leishmania spp.,1x10°
promastigotas/mL foram inoculadas em meio de cultura RPMI completo e incubadas em estufa a
25°C +/- 1°C - pH 7, por dez dias em garrafa de cultivo. A cada 24 horas, foram retiradas
aliquotas, diluidas ( 10upL da cultura de parasitos em 740uL de NaCl 9%) e em seguida foram
adicionados e 250uL azul de tripan 10%. Em seguida, foram retirados 10 pL desta diluicdo para
quantificacdo em camara de Neubauer (RGB), com o auxilio de microscopio optico em aumento
de 400 X. A média aritmetica das contagens foi utilizada para calcular o nimero de parasitos em
1mL de cultura. Para os estudos, foram utilizadas as formas promastigotas de cultivo axénico na
fase inicial logaritmica, na qual ocorrem as formas consideradas infectantes (FUMAROLA et al,

2005). A curva foi construida utilizando o software Excel®Microsoft.

5.2.3- Determinacao da atividade anti leishmania e da concentracéo inibitéria 50% (CI150)

Antes dos experimentos, foi realizada observacdo da motilidade flagelar e morfologia do
parasito (BRAZ, 2014). A atividade anti leishmania dos compostos foi avaliada utilizando-se dois
parametros: o crescimento (atividade leishmaniostatica) e a mortalidade (atividade leishmanicida)

das formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis

Para a realizacdo do bioensaio, as formas promastigotas foram centrifugadas a 1800 g por
15 minutos, lavadas em solucdo salina estéril, diluidas e contadas em camara de Neubauer e

ajustadas para obtengdo da concentragdo parasitaria de 1,5x10° parasitos/mL.
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Os caldos metabdlicos liofilizados foram solubilizados em meio RPMI completo. Os
controles negativo e positivo foram: meio RPMI completo e Glucantime™ na concentragdo de
3x10* pg/mL, respectivamente. As concentragdes para avaliagdo dos extratos filtrados foram de
750 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL e 125 pg/mL. Cada aliquota apresentou volume final de 200
uL por réplica contendo in6culo com 1,5x10° parasitos/mL, concentragdes amostrais de extratos
filtrados trabalhadas e meio RPMI. O experimento foi realizado em triplicata.

A atividade dos extratos foi avaliada pela inibigdo do crescimento e pela mortalidade de
promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis apds incubacdo nas diferentes concentragdes por
de 24, 48 e 72 horas, na temperatura de 25°C em estufa. Os parasitos foram diluidos em aliquotas
de (1:100) e corados com Azul de Tripan (Vetec), em seguida foram retirados 10 pL que foram
quantificados por contagem em camara de Neubauer em microscépio optico (400X). Em seguida,
foram calculadas as médias e desvios padrdo do numero absoluto e porcentagens de parasitos
vivos e mortos. Os valores de Clso foram calculados através do célculo de regressdo da reta no

programa Excel®Microsoft.
5.3. Atividade anti-leishmania in vitro em amastigota

5.3.1 Obtencéo, cultivo e criopreservacdo de macrofagos de linhagem RAW 264.7

Os macrofagos de linhagem RAW 264.7 foram cedidos pelo laboratorio de Analises
Biologicas da Faculdade de Farméacia da UFAM. A manutencgdo, o cultivo e a analise das células
RAW 264.7 foram realizados no Laboratorio de Virologia do INPA. As células foram cultivadas
em garrafas de 45 mL para cultivo celular com 5 mL de meio RPMI 1640, pH 7, completo
suplementado com glicose e 10% de SFBi e mantidas em estufa com 5% de CO a 25°C. A cada
dois dias a garrafa foi observada para verificacdo de contaminacgéo e crescimento celular. Quando

necessario foi realizada a troca de meio e criopreservacao de células.

Para a criopreservacdo o meio foi retirado e descartado, e a garrafa lavada com 5 mL de
salina tamponada com fosfato (PBS).Entdo, foram adicionados 3 mL de tripsina 0,05% (Gibco).
Apo6s 3 minutos, foram adicionados 6 mL de meio RPMI 1640 na garrafa para inativacdo da
enzima. O liquido com Tripsina, meio e células que se soltavam da parede da garrafa foram
centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado e
0 pellet ressuspendido em 1 mL de RPMI+10% SFBi. Em seguida, retiravam-se 10uL de

suspensdo para contagem em camara de Neubauer. O meio de cultura foi acrescentado para
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obtencdo de volume com 50% de células, 40% de SFBi (400 pL) e 10%de DMSO (100 pL) em
um tubo de criogénico. O tubo entdo era levado ao refrigerador a 4°C por uma hora, em seguida
para o freezer -80°C por 48 horas a 72 horas para entdo ser criopreservado em nitrogénio liquido
(-185°C).

5.3.2 Ensaios de citotoxicidade in vitro com fibroblastos de pulméo (MRC-5)

A linhagem celular utilizada foi MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano). As células
foram cultivadas em meio de cultivo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de Penicilina (100 U/mL™) - Estreptomicina (100 pg/mL™) (Gibco), mantidas em estufa com
atmosfera com 5%de CO, a 37°C. Os caldos metabdlicos fungicos liofilizados foram
solubilizadas em &gua, e, para o ensaio, as amostras A. calidoustus, F. solani, P. esclerotiorum, P.
citrinum e P. purpurogenum foram diluidas seriadamente em meio de cultura nas concentragdes
de 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 e 100 pg/mL.

Com o intuito de analisar a viabilidade celular das células da linhagem MRC-5 na
presenca de diferentes concentracbes das substéncias testadas, o teste do Alamar Blue foi
realizado conforme metodologia descrita por Ahmed et al (1994). As células foram cultivadas em
garrafa de cultura com meio DMEM alta glicose completo, e transferidas para placas de 96 pogos
na concentracio celular de 0,5 x 10* células/ poco. A placa foi entdo mantida em cultura por 24 h
em estufa a 37°C, pH 7, com atmosfera de 5 % de CO2. Apos este tempo, foram adicionados os
sobrenadantes fungicos nas concentracfes supramencionadas. O grupo controle negativo recebeu
somente meio de cultura, enquanto no controle positivo foi utilizado o farmaco Doxorrubicina na
concentracdo de 20 uM. Decorridas 24 h de tratamento, foram acrescentados dez microlitros da
solucdo de uso de Alamar Blue (solucdo estoque 0,4%, 1:20 em meio de cultura sem soro fetal
bovino) em cada poc¢o da placa. Apds 3 h de exposicdo ao Alamar Blue, retirando-se da estufa
meia hora antes do término, foi realizada a leitura em leitor de microplacas de Elisa (marca
Beckman e Coulter) na faixa de 540 nm excitacdo e 585 nm de emissdo. Os dados foram
analisados em relacdo ao controle positivo utilizando o Programa de estatistica GraphPad Prisma

versao 5.0.

5.3.3 Infeccé@o dos macréfagos com Leishmania spp
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Os sobrenadantes de cultura testados foram A. calidoustus, F. solani e P. purpurogenum
que obtiveram resultados negativos quanto a citotoxicidade em células de linhagem humana e

positivos quanto a atividade contra as formas promastigotas.

Macréfagos de linhagem RAW 264.7 foram cultivados em meio Dmen (Gibco),
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, 1% de Penicilina (100 U/mL™) -
Estreptomicina (100 pg/mL™) e glicose. As células foram mantidas a 37 °C em estufa com 5% de
COzdurante o cultivo. 10* células/mL foram incubados em meio Dmen (Gibco) em estufa a 37 °C
por 48 h para adesdo das células a laminulas dispostas em placa de cultivo celular com 12 pocos.
Apos este periodo, os macréfagos foram infectados com 10° promastigotas de L. amazonensis e L.
guyanensis por mL amostral. Em seguida, os pogos foram lavados com tampdo fosfato para a

remocdo dos promastigotas néo interiorizados.

5.4.1 Quantificacdo de nitrito (NO)

A producdo de oxido nitrico (NO) foi mensurada pela dosagem de seu produto de
degradacéo, nitrito, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o nitrito primeiramente reage
com a Sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Alemanha) em meio acido para formar um composto
intermediario, o sal de diazonio. Em seguida, este sal reage com Naftil-1-etilenodiamina (Merck,
Alemanha) formando um composto azo estavel de coloracdo purpura que pode ser quantificado
espectrofotometricamente GREEN et al, 1982). Para a determinacdo da producao de 6xido nitrico,
50 uL/mL do sobrenadante celular foi submetido a reacdo com igual volume dos reagentes de

Griess (sulfanilamida + naftil).

Para o preparo do reagente de Griess foram utilizadas solucGes estoque de naftil-1-
etilenodiamina 0,1% em agua destilada e de sulfanilamida a 1% em acido fosférico HzPO4 (CFQ -

Quimica) a 5%. As solucdes foram misturadas na propor¢éo 1:1 formando o reagente de Griess.

Ap0s a incubacdo por 15 minutos das amostras com o reagente de Griess, estas foram lidas
em leitor de microplaca (DTX 800, Beckman Colter) a 560 nm. Esta etapa do experimento foi
realizada no Laboratério da Cultura de Célula da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal da Amazonas-UFAM.

Foram testadas nesta etapa as amostras que apresentaram atividade contra promastigotas
de parasitas do género Leishmania: A. calidoustus, F. solani, P. citrinum, P. esclerotiorum, P.

purpurogenum.
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5.4 Avaliagdo da producéo de Oxido Nitrico (NO) em células de linhagem MRC-5

Fibroblastos da linhagem MRC-5 foram cultivados em placa de 96 pogos na concentracéo
de 1x10° células/pogo. Apds incubagdo por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO», 0 meio
RPMI (contendo células ndo aderidas) foi retirado ¢ foi adicionado a cada pogo 100 uL. de meio
RPMI suplementado com 1% de SFB contendo 1ug/mL de lipopolissacarideo (LPS) extraido de
Escherichia coli sorotipo 0111:B4 (Sigma-Aldrich). Aos pogos também foram adicionados 0s
sobrenadantes de culturas de A. calidoustus, F. solani, P. esclerotiorum, P. citrinum e P.
purpurogenum nas concentracdes de 1,56 a 50 pg/mL. Como controle positivo foi utilizado meio
RPMI 1640 com LPS e como controle negativo meio RPMI 1640 sem LPS. Foi também feita um
segundo controle positivo com 20 uM de dexametasona, farmaco com atividade anti-inflamatoria
reconhecida. Depois do tratamento, as células foram incubadas por 24 h a 37°C, 5% de CO», e 0
sobrenadante celular foi coletado para dosagem de oxido nitrico (NO).

5.5 Determinacédo da atividade anti amastigotas de Leishmania spp. dos sobrenadantes de
cultura— Ensaios in vitro

Os macrofagos infectados conforme item 5.3.3 foram incubados na presenca dos
sobrenadantes das culturas fungicas que apresentaram maior potencial atividade anti leishmania
contra promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis. As amostras utilizadas foram Aspergillus
calidoustus, Fusarium solani e Penicillium purpurogenum nas concentracdes de 500ug/mL e 700

pg/mL. No controle negativo foi utilizado meio Dmen (Gibco) e no positivo Glucantime™,

Os sobrenadantes filtrados nas concentraces de 500uL e 750 puL foram adicionados aos
pocos. O experimento foi realizado em triplicata. Apds duas horas de incubag¢do em estufa a 37°C
e 5% de CO., foi realizada uma lavagem com salina tamponada com fosfato (PBS) e foi
adicionado um novo meio de cultura, as amostras foram entdo, incubadas novamente por 24 horas
em estufa 37°C e 5% de CO2. ApOs esse periodo, as laminulas de vidro foram removidas e as
células infectadas foram fixadas e coradas utilizando método Panético adaptado de acordo com
Romanowski (1968).

Realizou-se a contagem do nimero de macrofagos infectados e do niUmero de amastigotas
por macrofagos. A avaliacdo destes pardmetros foi realizada através de observacdo em

microscopio 6ptico em aumento de 400x.
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5.5 Avaliacdo da producéo de Oxido Nitrico (NO) por macréfagos RAW 264.7 infectados
com Leishmania spp

Esta etapa do experimento foi realizada no Laboratério da Cultura de Células da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Amazonas-UFAM. Os
sobrenadantes do ensaio deescrito no item 5.4 foram utilizados para a dosagem de NO apos a
infeccdo por amastigotas e tratamento com as amostras de filtrados fagicos. A producdo de éxido
nitrico (NO) foi realizada pela dosagem do nitrito utilizando o reagente de Griess adaptado de
Green et al.(1982).

Para tal, foram recolhidos 50 pL/mL do sobrenadante celular que foram transferidos para
uma placa de 96 pocos e submetidos a reacdo com igual volume dos reagentes de Griess
(sulfanilamida + naftil). Foram incubados por 15 minutos e as amostras foram lidas em leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman & Colter) a 560 nm. Além das amostras e controles utilizados
anteriormente, foram feitos dois brancos, um com meio Dmen (controle negativo para producéo
de NO) e uma amostra com células RAW 264.7 estimuladas com LPS (controle positivo para

producdo de 6xido nitrico).

5.6 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada de acordo com Zar (1999) no programa Biostat 5.0™,
Para diferencas estatisticas significativas foi considerado o valor de p<0.05. Para analise de
normalidade foi utilizado o teste de Lilifors. Para Analise de varidncia em promastigotas foi
realizado teste de ANOVA dois critérios para dados paramétricos e Teste Friedman para dados
ndo parametricos. Para o numero de amastigotas internalizados e macréfagos contaminados foi
utilizado ANOVA: um critério para dados paramétricos e Teste de Kruskal-Wallis para dados
ndo-paramétricos. O calculo de concentracdo de inibicdo de 50% (CI150%) das células viaveis foi

realizado através do calculo de regressao da reta.
6. Resultados

6.1 Curvas de Crescimento

Para analisar a dindmica do crescimento dos parasitos de Leishmania spp., foi realizada a
curva de crescimento parasitaria, adaptada de Brenner (1961). Em nossos experimentos, foi
observado um padrdo de crescimento distinto entre as espécies de parasitos. A espécie

Leishmania amazonensis (Figura 7 — A) apresentou fase logaritimica até o quarto dia de cultivo e
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inicio de fase estacionaria no quinto dia. Contudo, para Leishmania guyanensis foi verificado o
final de sua fase logaritimica no segundo dia e inicio da fase estacionéria no terceiro dia (Figura 7
-B).

Deste modo, foi escolhido o terceiro dia para realizacdo dos experimentos, pois, é durante
o final da fase de Log e inicio da fase estaciondria quando h& maior concentracdo de
promastigotas metaciclicas, que sdo consideradas as formas mais infectantes (Mendes et al, 2018).

L. amazonesis L. guyanensis
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Figura 8 Curvas de crescimento de L. amazonensis (A) e L. guyanensis (B) em 10 dias de cultivo in vitro.

6.2 Atividade anti leishmania e CI 50 % em promastigotas de L. amazonensis e L.
guyanensis

Neste trabalho foram testadas diferentes concentracdes de sobrenadantes filtrados dos
fungos A. calidoustus, A. fumigatus, F. solani, P. citrinum, P. esclerotiorum e P. purpurogenum

isoladas do solo amazonico.

O filtrado de cultura de A. calidoustus apresentou atividade significativa quanto ao nimero
de individuos mortos quando comparado com o controle negativo nas concentracdes de 750
pg/mL (48 horas) e 500 pg/mL (72 horas) contra a espécie L. amazonensis - p=0.013 (ANOVA) -
como visto na figura 8. O ClI50%para esta espécie foi de 807,22 pg/mL (Tabela 2). O
sobrenadante de cultura também causou um percentual de mortalidade de parasitos semelhante
aquele observado com o Glucantime para L. amazonensis (Tabela 1). Nado houve diferenca
estatisticamente significativa na eliminacdo de promastigotas de L. guyanensis quando comparado
com o controle negativo (Figuras 8 - B).
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O sobrenadante de cultura de A. fumigatus ndo apresentou atividade contra L. amazonensis
(Figura 9-A). Entretanto, este, exibiu maior percentual de individuos mortos (60%) em 72 horas
que o controle positivo (51,8%) como pode ser observado na Tabela 1, essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa. Por outro lado, este mesmo sobrenadante mostrou potencial
leishmanicida contra promastigotas de L. guyanensis na concentragdo de 750 pg/mL em 72 horas,
apresentando diferenca significativa em relacdo ao numero de parasitos mortos quando
comparado ao controle negativo (p= 0.019; ANOVA) como observado no Gréafico 9- B. Obsevou-
se também uma mortalidade superior aquela observada com o controle positivo (Tabela 1). O
IC50% foi de 654,6 pug/mL (Tabela 2).

O sobrenadante de cultura de F. solani, apresentou atividade contra promastigotas de L.
amazonensis em todas as concentracdes testadas, porém apenas a concentracdo de 750 pg/mL
mostrou diferenca significativa em relagdo ao controle negativo em 72 horas (p=0.0367;
ANOVA) — Figura 10/A. Corroborando com nosso resultado, o C150% deste sobrenadante contra
L. amazonensis foi de 730,2 pg/mL (Tabela 2). Nas amostras tratadas com 750 ug/mL do
sobrenadante de F. solani observou-se percentual de mortos de 59,7% em L. amazonensis em
relacdo aos 46,4% mortos pelo Glucantime (Tabela 2). Contudo, ndo foi detectada atividade anti

leishmania do sobrenadante contra promastigotas de L. guyanensis (Figura 10-B; Tabela 1).

Entre os sobrenadantes de cultura obtidos a partir de espécies do género Penicillium,
apenas P. purpurogenum apresentou potencial anti-promastigotas de L. amazonensis nas
concentracdes de 750 pg/mL e 500 pg/mL apés incubacdo por 72 horas (p=0.0119, ANOVA),
como pode ser observado na Figura 11-A. Observou-se percentual de 83.3% de parasitos mortos
na concentracdo de 750 pg/mL, percentual bastante superior aquele observado no controle
positivo (55,6% de parasitas) (Tabela 1). O CI50% do extrato de P. purpurogenum para L.
amazonensis foi de 503,67 pg/mL (Tabela 2).

Tanto os extratos de P. citrinum, quanto os de P. esclerotiorum ndo apresentaram
diferenca significativa em suas atividades quando comparados ao controle negativo para as duas

espécies de Leishmania testadas neste trabalho (Figuras 12 —-A/B e 13- A/B).
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Figura 9 NUmero de parasitos vivos em controles e concentracdo de extrato de A. calidoustus em L.
amazonensis (A) e L. guyanensis (B). * Indica diferenca entre a concentracdo e o controle negativo (p<0.05,
teste de Tukey).
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Figura 10 NUmero de parasitos vivos em controles e concentragdo de extrato de A. fumigatus em L. amazonensis
(A) e L. guyanensis (B). * Indica diferenga entre a concentracdo e o controle negativo (p<0.05, ANOVA,;
Tukey).
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Figura 12 NUmero de individuos vivos durante 72 horas em L. amazonensis (A) e L. guyanensis (B) em
diferentes concentragdes de extrato de P. purpurogenum.
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concentracOes de extrato de P. esclerotiorum.
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Tabela 1 Percentual de parasitos mortos as 72 horas de cultivo durante tratamento com extratos filtrados.

Controle (+)* 750ug/mL 500ug/mL
Extratos fungicos
La Lg La Lg La Lg

A. calidoustus 69.8% 46.8% 46.9% 68.3% 69.8% 28,3%
A. fumigatus 51.85% 78.3% 60% 61.2% 58.3% 36.6%
F. solani 43.4% 44.9% 59.8% 53.8% 21.2% 49.8%
P. citrinum 51.2% 44.8% 65% 53.9% 52.6% 49.8%
P. esclerotiorum 47.3% 88.9% 68.3% 12.2% 64.4% 100%
P. purpurogenum 55.6% 0% 83.3% 26.7% 63.9% 14%

*Glucantime®( 3x10* pg/mL). La corresponde & L. amazonensis e Lg a L. guyanensis, respectivamente.

Tabela 2 Valores de Concentracdo Inibitéria de 50 % de promastigotas de Leishmania spp apds 72 horas de
exposicdo a sobrenadantes de cultura fungica. ClI 50 >1000 g/mL foram considerados sem atividade anti-
promastigota relevante para o desenvolvimento do estudo.

Promastigotas

Sobrenadantes de cultura Clso pg/mL

L. amazonensis L. guyanensis

A. calidoustus 807,2 >1000

A. fumigatus >1000 654,6

F. solani 730,2 >1000

P. purpurogenum 503,6 >1000

P. citrinum >1000 >1000

P. esclerotiorum >1000 >1000

6.3 Citotoxidade dos sobrenadantes fungicos contra fibroblastos humanos de linhagem
MRC-5.

Depois da avaliacdo da atividade contra as formas promastigotas de Leishmania dos
sobrenadantes das culturas fungicas, foram realizados os ensaios para avaliar a citotoxicidade in
vitro dos sobrenadantes de A. calidoustus, A. fumigatus, F. solani, P. citrinum, P. purporogenum
e P.esclerotiorum contra células de mamiferos (fibroblastos humanos da linhagem MRC-5).

Apenas A. fumigatus apresentou atividade citotoxica contra os este tipo celular na concentragdo

de 20 pg/mL (Tabela 3).
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Nenhuma das outras amostras fungicas apresentou toxicidade nas concentracfes testadas,
somente o farmaco de morte Doxorrubicina testado na concentracdo de 20 pg/mL apresentou
valor de Clso de 0.3401uM (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de viabilidade celular das substancias na linhagem MRC-5, apds 24 horas de exposicdo. Os
dados estéo representados como Cls (intervalo de confianga de 95%).

Amostras Clso pg/mL

(Intervalo de Confianca)*

A. calidoustus >100

F. solani >100

P.citrinum >100

P.esclerotiorum >100

P.purpurogenum >100
Doxorrubicina 0.3401 (0.2662 — 0.4345)* uM

6.4- Atividade anti-inflamatdéria em macrofagos RAW 264.7

Também foi investigada a atividade dos sobrenadantes de culturas de fungos sobre a
producdo de o6xido nitrico por macrofagos da linhagem RAW 264.7 pré-estimulados com LPS.
Observou-se que macrofagos dessa linhagem quando estimulados com LPS produzem uma
concentracdo maior de Oxido nitrico quando comparada ao controle negativo (ndo estimulado)

conforme revisto por Schumann (1992).

Quando baixas concentragcdes de extratos fangicos (Aspergillus calidoustus, Fusarium
solani, Penicillium citrinum, Penicillium esclerotiorum, Penicillium purpurogenum) foram
adicionadas aos macrofagos tratados com LPS observou-se um aumento significativo (p<0.01;
ANOVA) na producdo de oxido nitrico por estes. Em concentragdes mais altas, este efeito deixa
de ser observado, pode-se até mesmo notar uma tendéncia a inibicdo da producdo de 6xido nitrico
(Figurald A-E).
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Aspergillus calidoustus Fusarium solani
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Figura 15 Quantificacdo do NO nos extratos de A. calidoustus (A), F. solani (B), P. purpurogenum (C), P.
citrinum (D) e P. esclerotiorum (E). * Denota diferenca estatistica significativa entre controle com
LPS/meio RPMI P<0.01 (ANOVA).
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6.4 Atividade de dos sobrenadantes de culturas fungicas contra amastigotas de L.
amazonensis e L. guyanensis

N&o houve diferenca estatistica entre as atividades do controle negativo e das diferentes
concentragdes testadas de sobrenadantes de cultura de A. calidoustus (Figura 15- A) ou F. solani
(Figura 16- A) L. amazonensis tanto quanto a porcentagem de macréfagos infectados quanto ao

ndmero de amastigotas de L. amazonensis internalizados (Figura 15- C e 16 - C).

Observou-se atividade de A. calidoustus e F. solani contra amastigotas de L. guyanensis
na concentracdo de 750 pg/mL apds 24 horas de exposicdo aos sobrenadantes. Houve diferenca
significativa entre o controle negativo e as concentragdes testadas de A. calidoustus e F. solani
contra amastigotas de L. guyanensis (Figura 15 B-D e 16 B-D) quanto a porcentagem de
macrofagos infectados (p<0.05; Kruskal-Wallis) e quanto ao ndmero de amastigotas
internalizados (p<0.05; Kruskal-Wallis).

N&o foi observada diferenca estatistica entre o controle negativo e o tratamento com P.
purpurogenum quanto a porcentagem de macréfagos infectados e o nimero de amastigotas

internalizados para de L. amazonensis ou para L. guyanensis (Figura 17 A-B-C-D).

ApoOs o tratamento dos macrofagos RAW 264.7 infectados com amastigotas de L.
amazonensis e L. guyanensis com o0s sobrenadantes fungicos nas concentraces de 500 e 750
pa/mL, foi realizada a dosagem de NO produzido pelos macrofagos nos sobrenadantes de cultura.
Também foi realizada dosagem de NO em macrofagos infectados ndo tratados com os
sobrenadantes fungicos (controle negativo), macrofagos infectados tratados com Glucantime

(controle positivo) e macréfagos nao-infectados estimulados com LPS.

Nesse ensaio, foi observada inibicdo significativa da producdo de NO apenas pelo
sobrenadante de cultura de A. calidoustus na concentragdo de 750 pg/mL em macrofagos
infectados com L. amazonensis (Figura 18- A). Este resultado sugere que quando utilizado na
concentracdo mais alta, o sobrenadante de A. calidoustos pode ter atividade antiinflamat6ria em
macrofagos infectados com L. amazonesis. Por outro lado sobrenadantes de cultura de F. solani e
P. purpurogenum ndo apresentaram efeito na producdo de NO quando comparado ao controle
negativo em todas as concentrag@es testadas em macrofagos infectados com L. amazonensis ou L.

guyanensis (Figura 18 A-B).
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Figura 16. Atividade anti-amastigota em macréfagos de camundongo de linhagem RAW 264.7: Percentual
de macréfagos infectados com amastigotas de L.amazonensis (A) e L.guyanensis (B) em durante 24 horas
de exposicdo ao sobrenadante de cultura de A. calidoustus. Média de nimero de amastigotas de L.
amazonensis (C) e L. guyanensis (D) internalizadas por macréfagos apds 24 horas de exposicdo aos
sobrenadantes de A. calidoustus. * denota diferenca estatistica significativa entre controle negativo
formado por meio de cultura e a concentra¢do 750 pg/mL de amostra.
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Figura 17 Atividade anti-amastigota em macrofagos de camundongo de linhagem RAW 264.7: Percentual de
macrdfagos infectados com amastigotas de L.amazonensis (A) e L.guyanensis (B) em durante 24 horas de
exposicao ao sobrenadante de cultura de F. solani. Média de nimero de amastigotas de L. amazonensis (C) e
L. guyanensis (D) internalizadas por macrofagos apds 24 horas de exposi¢édo aos sobrenadantes de F. solani. *
denota diferenca estatistica significativa entre controle negativo formado por meio de cultura e a concentragédo
750 pg/mL de amostra.
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Figura 18. Atividade anti-amastigota em macrdfagos de camundongo de linhagem RAW 264.7:
Percentual de macrofagos infectados com amastigotas de L.amazonensis (A) e L.guyanensis (B) em
durante 24 horas de exposi¢do ao sobrenadante de cultura de P. purpurogenum. Média de nimero de
amastigotas de L. amazonensis (C) e L. guyanensis (D) internalizadas por macréfagos ap6s 24 horas de
exposicao aos sobrenadantes de P. purpurogenum.
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Figura 19. Inibicdo da producdo de NO em macréfagos de linhagem RAW 264.7 infectados com
amastigotas de L. amazonensis (A) e L. guyanensis (B) apds 24 horas de exposi¢do aos sobrenadantes de
fungos A. calidoustos, F. solani e P. purpurogenum nas concentragdes de 500 pug/mL e 750 pg/mL. *
conota diferenca estatistica significativa ente o tratamento e controle negativo formado por Meio
Schneider; p <0.05(Kruskall-Wallis).

7 Discussao

Existem poucos trabalhos investigando a atividade de produtos fangicos contra parasitos
do género Leishmania, tornando nosso trabalho pioneiro ao trabalhar com fungos isolados do solo
amazoénico, considerando-se que adaptacdes aos aspectos ecoldgicos deste ambiente podem afetar
a producdo de metabdlitos secundarios (FERRARA, 2006).

Neste trabalho também foi analisado o efeito destes sobrenadantes fungicos sobre células
de linhagem humana, verificando-se sua citotoxicidade para estas células e sua capacidade de

interferir na producéo de Oxido Nitrico.

Inicialmente foi realizada uma curva de crescimento parasitario que é de grande

importancia para caracterizar e identificar os diferentes estagios de desenvolvimento das espécies
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de Leishmania quando estas sdo cultivadas in vitro (CAMPQOS, 2008). Existem 3 estagios de
maior importancia durante o ciclo de vida do parasito: amastigota (forma arredondada, sem
flagelo aparente, encontrada no interior de células do sistema mononuclear fagocitico),
promastigotas pré-ciclicas e promastigotas metaciclica (ambas formas alongadas, com flagelo
aparente, encontradas no trato digestério do inseto vetor).

Durante seu desenvolvimento os parasitos do género Leishmania apresentam duas formas:
amastigota e promastigota (Shaw, 1990), no entanto a forma promastigota se subdivide em duas
as promastigotas prociclicas (ndo-infectiva) e metaciclicas (infectiva). De acordo com Mendes
(2018) em experimentos in vitro cada fase € alcangada de acordo com os dias de cultura. Por
exemplo, para L. amazonensis apresenta promastigotas em forma infectiva durante a fase
estacionaria e final da fase de log entre o terceiro e sétimo dia cultivo (ACUNA et al, 2017). J4 L.
guyanensis entraria na fase estaciondria no quarto dia de cultivo, apresentando maiores

concentracdes de promastigotas prociclicas até o sétimo dia de cultivo (MENDES et al, 2018).

Durante a realizacdo da curva de crescimento foi possivel observar diferencas
morfologicas entre os parasitos de acordo com a descricdo de Sacks e Perkins (1989). Sacks e
Perkins (1989) descrevem a forma promastigota infectiva (metaciclica) com um corpo alogado e
um flagelo aumentado que o diferencia da forma ndo-infectiva. Destaca-se que pelos resultados
obtidos na curva de crescimento e pela observacdo morfoldgica das promastigotas determinou-se
os dias mais favoraveis para a realizacdo dos experimentos, favorecendo a utilizacdo da forma
mais infectiva do parasita (final de fase logaritmica ou inicio de fase estacionaria). A partir das
curvas realizadas (Figura 7 - A/B) conseguimos verificar diferencas claras no perfil de
crescimento das cepas estudadas: Leishmania amazonensis (PH8) e Leishmania guyanensis
(M4147).

A fase de log de L. amazonensis ocorreu entre o primeiro e terceiro dia. No quinto dia foi
observado o final da fase estacionaria e o inicio da fase de declinio (Figura 7 - A). A curva de L.
amazonensis apresentou resultados condizentes com aqueles encontrados na literatura (CAMPQOS
2008; ALMEIDA, 2012; CUNHA, 2017) nos quais o parasito entrou na fase estacionaria no

quarto dia e declinio ao sétimo dia.

A curva de L. guyanensis mostrou um crescimento exponencial acelerado onde no
segundo dia de contagem onde foi alcancada a fase estacionaria. (Figura 7 - B). Nossos resultados
foram similares aqueles descritos por Falcdo et al (2010), nos quais a fase logaritmica ocorreu

entre o primeiro e terceiro dia de cultivo de promastigotas.
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O padrdo de diferenciagcéo do parasito na fase de metaciclogénese pode variar por fatores
intrinsecos a espécie e cepa de Leishmania. E também, por fatores externos como o tipo de meio
de cultura utilizado, pH, suplementacdo e temperatura ambiente também podem influenciar no
processo levando a fase estaciondria de crescimento a ocorrer mais répida ou tardiamente
(SACKS e PERKINS, 1989; BIFELFD e CLOS, 2015; MENDES et al , 2018).

Considerando todos estes aspectos o terceiro dia de cultivo foi escolhido para realizagdo
dos ensaios tanto com L. amazonensis quanto de L. guyanensis. Os parasitos coletados neste dia
foram utilizados nos ensaios in vitro para avaliacdo da acdo leishmanicida dos sobrenadantes

fungicos.

Como visto no Item 6.2, constatamos que dentre as seis espécies de fungos testados: A.
calidoustus, A. fumigatus, F. solani, P. purpurogenum, P.citrinum e P. esclerotiorum, apenas 0s
quatro primeiros citados apresentaram atividade anti-promastigotas. A. calidoustus (Figura 8 - A),
F. solani (Figura 10 - A) e P. purpurogenum (Figura 11 - A) apresentaram atividade contra
promastigotas de L. amazonensis e A. fumigatus apresentou atividade contra promastigotas de L.
guyanensis (Figura 9 - B). O tempo de acdo contra 0os promastigotas também variou de acordo

com a espécie de fungo do sobrenadante utilizado e a espécie de parasito.

Essas diferencas nas respostas dos parasitos para 0s sobrenadantes confirmam as
diferencas entre as espécies de Leishmania ja& descritas na literatura: diferencas metabdlicas
(ESPIAU et al, 2013), quanto a sua resisténcia a resposta imunoldgica do hospedeiro (SCOTT E
NOVAIS, 2016) e quanto a sua viruléncia (BIFELD e CLOS, 2015).

Observamos também que L. amazonensis respondeu pouco ao Glucantime®, droga de
primeira escolha utilizada no tratamento da LTA. E descrito que L. amazonensis é uma espécie
com maior resisténcia ao Glucantime (BIFELD e CLOS, 2015) de modo que se sugere 0 uso de
pentamidina, a terapia de segunda escolha no Brasil durante o tratamento de LTA causada por L.
amazonensis (BRASIL, 2019). No entanto devemos resaltar que a identificacdo da espécie
causadora da patologia ndo é feita rotineiramente durante o diagndstico, assim a adoc¢éo do regime
de tratamento mais adequado s6 ocorre tardiamente, caso ndo haja resposta do paciente a droga de
primeira escolha. Embora existam poucos estudos caracterizando molecularmente a espécie
Leishmania guyanensis, sabe-se que esta espécie também apresenta grande resisténcia as terapias
utilizadas para leishmaniose (MENDES, 2018).
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Em nossos resultados observamos que o0s sobrenadantes que apresentaram maior
efetividade estavam em suas maiores concentracfes tanto contra promastigotas quanto em
amastigotas. Esse uso de altas concentracbes também pode remeter a pouca atividade anti-

leishmania pelos sobrenadantes de cultura utilizados no experimento.

Tanto P. citrinum quanto P. esclerotiorum apresentaram percentual de mortalidade maior
que o controle positivo formado pela concentracdo comercial da droga de primeira escolha.
Contudo, ndo houve diferenca estatistica significativa quanto ao nimero de parasitos vivos para
com o controle negativo (Figuras 11- A/B e 12 /B). Entretanto, também ndo houve diferenca
significativa quanto ao nimero de vivos entre os controles: positivo e negativo, sugerindo que as

cepas de Leishmania utilizadas poderiam ser resistentes ao farmaco de primeira escolha.

A. fumigatus é reconhecido por seu potencial patogénico, sendo o responsavel pela
Aspergillose (BEN-AMI et al, 2010). Em literatura A. fumigatus € descrito como oportunista e
causa infeccOes dermatoldgicas (VAN BURIK, 1998) e sistémicas (BRIEGEL, 2005). Apesar de
sua patogenicidade, A. fumigatus tambem apresentou atividade inibitéria in vitro contra
Mycobacterium turbeculosis (SILVA et al, 2018). Em ensaios realizados por Nascimento, 2018,
sobrenadantes deste fungo também apresentaram atividade anti-promastigota para L. amazonensis
e L. guyanensis, 0 que corrobora nossos dados (Item 6.2). Também ja foi observado em literatura
acdo leishmanicida contra L. amazonensis por um metabolito proveniente de uma
biotransformacdo realizada pelo A. fumigatus o derivado-1-da 2-fenilquinolina - DFQ1
(MISCHIATTI, 2016).

Os valores de ICso (Tabela 2- Item 6.2.) confirmam a acdo leishmanicida dos
sobrenadantes de A. calidoustus (Clso= 638,2 pg/mL), A. fumigatus (Clso= 654,6 pg/mL), F.
Solani (Clso= 730,2 pg/mL) e P. purpurogenum (Clso= 503,67 pg/mL) por apresentarem

atividade em concentracdes entre 500 e 750 pg/mL.

Dentre os quatro sobrenadantes, o que apresentou menor ICsp em 72 horas foi P.
purpurogenum. A concentracdo de inibicdo de 50 % dos parasitos é um dado importante para
melhor entendimento da efetividade das substancias analisadas (OSORIO et al, 2007). O CI 50%
é um valor estimado para a concentracdo da substancia capaz de matar ou inibir o crescimento de
50% de uma populacdo celular, é um valor que pode ser absoluto ou relativo, dependendo do
namero de réplicas feitas e intervalo de erro ou desvio (SEBAUGH, 2011). Com base neste
aspecto, quanto menor o CI50% maior sua atividade anti-leishmania. Em nossos resultados vistos

na tabela 2- Item 6.2, percebemos que nos extratos de P. esclerotiorum e P. citrinum o CI50%
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estava acima de 1000 pg/mL nos levando a acreditar que ndo ha atividade anti leishmania contra
promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis. Enquanto isso A. calidoustus, A. fumigatus e F.
solani apresentaram CI50% com valores préximos as concentraces mais altas estudadas

apontando que houve atividade anti-leishmania nas concentragdes estudadas.

Em seguida, foram realizados os ensaios de citotoxicidade em células humana. Por se
tratar de um trabalho que visa a bioprospeccdo de um possivel farmaco para tratamento de uma
doenca que acomete humanos, é fundamental que se teste in vitro a toxicidade dos sobrenadantes
em células humanas antes de se dar continuidade aos experimentos (CAMPOS, 2008). Assim, a
citotoxicidade dos sobrenadantes foi testada em fibroblastos humanos (células MRC-5) seguindo
0 protocolo de Green et al, 1982 para verificar a viabilidade celular. A linhagem de células
utilizadas no ensaio sdo provenientes de uma linhagem de fibroblasto humanos normais com
grande utilizacdo em teste para andlise de producdo de reativos de oxigénio e Oxido nitrico
(ZUCHOWSKA et al, 2015).

Em nossos resultados, foi utilizado um intervalo de confianca de 95% de sobrevivéncia
celular para que a toxicidade fosse descartada. Dentre 0s nossos sobrenadantes apenas A.
fumigatus foi citotdéxico aos fibroblastos humanos de linhagem MRC-5, matando 100% das
células na concentracdo de 20 pug/mL. Por outro lado, nenhuma das amostras restantes apresentou
citoxidade contra as células MRC-5. O farmaco de morte celular utilizado como controle positivo
neste experimento apresentou 1C50% de 0.3401 (0.2662 — 0.4345) uM.

A forma amastigota é de dificil estabelecimento em cultura uma vez que apresenta
facilidade para contaminacdo e necessita de cuidados diferenciados durante sua cultura,
necessitando de equipamentos proprios para seu cultivo e manutencdo. Assim, nossa triagem
inicial da atividade dos sobrenadantes fungicos foi realizada com promastigotas, por apresentar
estabelecimento de cultura mais facil, além de ser a forma que dé inicio & infeccdo causadora da
doenca. Apenas 0s sobrenadantes com atividade contra promastigotas foram utilizados nos

ensaios com amastigotas.

Com relacdo a sensibilidade das formas amastigotas, foram testados apenas o0s
sobrenadantes de A. calidoustus, F. solani e P. purpurogenum que foramao mesmo tempo, ativos
contra promastigotas e ndo apresentam citotoxicidade contra células humanas. Destes
sobrenadantes testados, apenas os de A. calidoustus e F. solani apresentarem atividade anti-

amastigotas contra L. guyanensis com diferenca significativa em relacdo ao controle negativo.
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Como relatado anteriormente, o género Aspergillus é reconhecido por sua patogenicidade
(VAN BURICK, 1998). Porém ndo foi constatada atividade citotoxica contra células humanas por
sobrenadantes de cultura de A. calidoustus no presente trabalho, sugerindo que €é seguro trabalhar
com este sobrenadante para uso farmacéutico. No entanto, ensaios mais detalhados devem ser
feitos para averiguar a patogenicidade da linhagem, como, por exemplo, o teste em outros tipos

celulares humanos.

Varios sobrenadantes de cultura e substancias isoladas de fungos do género Aspergillus ja
foram testados quanto a sua atividade anti-leishmania. Elkhayat et al (2015), testaram compostos
butenolideos isolados do fungo A. terreus isolado das raizes de Carthamus lanatus (Asteraceae),
que inibiram o crescimento de Leishmania donovani. Silva et al (2017) mostrou que outra
linhagem de A. terreus — F7 — possui 3 compostos, chamados terreina, butirolactona | e
butirolactona V, que apresentaram atividade moderada contra L. amazonensis. Martinez-Luis et al
(2012) também encontrou atividade contra L. donovani, T. cruzi e P. falciparum em testes in vitro

com Aspergillus sp. cepa F1544 isolada da folha de Guapira standleyana (Nyctaginaceae).

Dentro do género Fusarium, a espécie Fusarium oxyspporum apresentou acdo contra L.
amazonensis tanto na forma promastigota quanto na forma amastigota (FANTI et al, 2018). Essa
atividade deu-se em funcdo de particulas de prata biogénicas produzidas por F. oxysporum.
Quando comparamos esta atividade anti-leishmania com aquela obtida em nossos ensaios,
observamos uma efetividade muito menor de nosso sobrenadante de cultura. Faz-se necessaria a

investigacdo de qual tipo de molécula esta relacionada a esta atividade.

A atividade do sobrenadante de cultura de F. solani foi maior que a observada no controle
positivo (isotionato de metilglutamina em dose comercial) (tabela 2), ou seja, sua efetividade na
eliminacdo tanto de formas promastigotas quanto de amastigotas € mais alta que a vista na droga
de primeira escolha. Estudos posteriores serdo realizados para investigar a natureza das moléculas

envolvidas nessa atividade bioldgica.

O sobrenadante de Penicillium purpurogenum apresentou acao contra promastigotas de L.
amazonensis, porém ndo observamos atividade contra amastigotas. Este sobrenadante também
ndo apresentou citotoxidade contra células humanas. P. purpurogenum apresenta grande potencial
farmacoldgico possuindo muitos representantes bioativos (MARINHO et al, 2007). Por exemplo,
foram isolados varios policetideos bioativos do fungo Penicillium janthinellum, a citrinina, que

mostrou a¢ao na inibi¢do de crescimento de Leishmania mexicana (MARINHO et al, 2007).
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Em literatura, é descrita uma grande quantidade de metabodlitos secundérios por espécies
do género Penicillium apresentam atividade antimicrobiana. Comoo P. brevicompactum, P.
carneus, P. citrinum, P. crhysogenum, P. dipodomyis, P. expansum P. flavigenum, P. funiculosum,
P. griseofulvio, P. nalgiovense, P. nordicum, P. persicinum (FRISVAD e SAMSOM, 2004;
COELHO et al, 2012).

Foi realizado teste colorimétrico com MTT in vitro para avaliacdo da producdo de 6xido
nitrico em macrofagos RAW 264-7 ndo estimulados, estimulados apenas com LPS ou estimulados
com LPS e com os sobrenadantes fungicos. O teste colorimétrico com MTT também foi realizado
com macrdfagos infectados com L. amazonensis e L. guyanensis e tratados com os sobrenadantes

de cultura.

O LPS é um lipopolissacarideo altamente toxico derivado de membrana celular externa de
bactérias Gram-negativas que pode se ligar a receptores do tipo Toll-like (TLR4) de macrofagos e
estimular a producdo de NO (SILVA, 2016). Pudemos observar que quando os macrofagos foram
tratados com baixas concentragdes dos sobrenadantes de cultura houve aumento da producéo de
NO quando comparado com o controle, sugerindo uma possivel atividade pré-inflamatoria em
pequenas concentracdes (Figura 14). O sobrenadante de A. calidoustus nas concentracdes de 500
e 750 pg/mL causou uma diminuigdo significativa na producdo de NO quando comparado ao
controle negativo (P<0.05; Kruskall-Wallis) (Figura 18 — A sugerindo uma possivel atividade

anti-inflamatoria.

A producdo de NO é essencial para que resposta imunologica contra a infeccdo causada
por Leishmanias seja bem-sucedida (HORTA et al, 2012). O NO é liberado em consequéncia da
infiltracdo celular, sendo produto da catalise de L-arginina em NO e citrulina pela enzima éxido
nitrico sintase induzida (iNOS) no macréfago. A presenca do NO durante a resposta imunologica
pode determinar o desfecho da infeccdo causada pelo parasito (COOKE, 2002; SILVA, 2016)
pois, 0 NO é um importante mediador para a morte de parasitos do género Leishmania no interior
do vacuolo parasitéforo (OLEKHNOVITCH et al, 2014).

Neste contexto, dentre os sobrenadantes fungicos testados nesse trabalho, A. calidoustus
parece ser 0 mais promissor para isolamento de susbstancias que comprovem sua atividade anti-
leishmania nas duas formas. Contudo F. solani e P. purpurogenum também apresentam potencial
para diferentes farmacos, visto que ambos apresentaram atividade contra promastigotas e auséncia

de citoxidade.
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No caso de F. solani também foi possivel verificar atividade leishmanicida contra
promastigotas de L. amazonensis e contra amastigotas de L. guyanensis. P. purpurogenum por sua
vez sO apresentou acdo contra promastigotas de L. amazonsis, porém foi o que apresentou menor
CI50% para essa forma, mostrando-se o sobrenadante mais efetivo contra os promatigotas de L.
amazonensis. Infelizmente A. fumigatus mostrou-se citotoxico a células humanas, revalidando seu

potencial téxico a humanos.

8 Consideracdes finais

Os sobrenadantes de filtrados flangicos P. esclerotiorum e P. citrinum ndo apresentaram
atividade leishmanicida contra nenhuma espécie de Leishmania na forma promastigota.
Entretanto, A. calidoustus, F. solani e P. purpurogenum apresentaram acdo de carater espécie-
especifica contra promastigotas de L. amazonensis e A. fumigatus contra promastigotas de L.

guyanensis.

Nenhum sobrenadante nas concentragdes testadas com atividade anti-promastigotas de L.
amazonensis foi citotoxico contra fibroblastos humanos — MRC-5, por outro lado A. fumigatus
apresentou alta citotoxicidade contra promastigotas de L. guyanensis e células humanas. Somente
A. calidoustus e F. solani apresentaram atividade leishmanicida fraca contra amastigotas de L.
guyanensis. A. calidoustus apresentou indicios de atividade anti-inflamatdria na concentracdo de

750 pg/mL em macrofagos infectados com L. amazonensis.
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