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RESUMO

Doencas tropicais negligenciadas atingem cerca de 1,7 bilhdes de pessoas,
gerando um forte impacto na economia e problemas na Saude Publica. Dentre
as endemias mais negligenciadas, encontra-se a doenca de Chagas, que
afeta cerca de 6 milhGes de pessoas, e no Brasil, dispde-se de apenas de um
farmaco altamente toOxico contra a infeccdo. Sendo assim, existe uma
necessidade urgente para novos tratamentos. A exploracdo farmacologica de
compostos produzidos por microrganismos € de longa data e contribuiu até
hoje, com diversos farmacos aprovados. O presente projeto avaliou o
potencial anti-Trypanosoma cruzi de metabdlitos de espécies bacterianas
marinhas encontradas no litoral paulista. Para isto, foram coletados
invertebrados e sedimentos marinhos e isoladas 32 espécies bacterianas,
resultando em 12 microrganismos identificados por MALDI-TOF/MS ou
sequenciamento genético. Os extratos organicos, contendo os metabolitos
microbianos, foram avaliados quanto ao potencial anti-T. cruzi em
tripomastigotas, apresentando valores de Concentracao Efetiva 50% (CEso)
entre 1,5 e 59,0 pg/mL. Duas cepas foram submetidas a abordagem One
Strain Many Compounds (OSMAC), porém, ndo se observou aumento da
poténcia antiparasitaria. O pré-fracionamento do extrato da Olleya marilimosa,
resultou em uma fracao (FII) ativa contra os tripomastigotas (CEso 23 pug/mL),
com auséncia de citotoxicidade em fibroblastos e hemacias até 200 pg/mL. A
andlise em ressonancia magnética nuclear (RMN 'H) e espectrometria de
massas de alta resolucdo, demonstrou a presenca de 4 acidos graxos de
cadeia iso, 1 (Ci19H3702), 2 (C20H3902), 3 (C21H4102) e 4 (C22H4302). Utilizando
espectrofluorimetria, foi observado que FII induziu uma alteracdo na
permeabilidade da membrana plasmética do parasita. A andalise em
espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS), demonstrou ainda, alteracdes
do perfil proteico dos parasitas apés o tratamento. Este estudo apresentou de
forma inédita, o potencial anti-T. cruzi de metabdlitos das bactérias marinhas
estudadas. O isolamento e a caracterizacdo destes compostos, poder&o

contribuir com novos protétipos farmacéuticos para a doenca de Chagas.



Palavras-chave: Doencas negligenciadas, Doenca de Chagas, produtos

naturais, microbiologia marinha, metabdlitos, farmacos



ABSTRACT

Neglected tropical diseases affects about 1.7 billion people, generating a
strong impact on the economy and problems in Public Health. Among the most
neglected endemic diseases is Chagas disease, which affects about 6 million
people, and in Brazil, only one highly toxic drug is available against it.
Therefore, there is an urgent need for new treatments. The pharmacological
exploitation of compounds produced by microorganisms is long-standing and
has contributed to several approved drugs. The present project evaluated the
anti-Trypanosoma cruzi potential of metabolites of marine bacterial species
found on the coast of S&o Paulo. For this, invertebrates and marine sediments
were collected and 32 bacterial species were isolated, resulting in 12
microorganisms identified by MALDI-TOF/MS or genetic sequencing. The
organic extracts containing the microbial metabolites were evaluated for anti-
T. cruzi potential. crossed in trypomastigotes, presenting Effective
Concentration 50% (ECso) between 1.5 and 59.0 yg/mL. Two strains were
submitted to the One Strain Many Compounds (OSMAC) approach, however,
there was no increase in antiparasitic potency. Prefractionation of Olleya
marilimosa extract resulted in an active fraction (FIll) against
trypanomastigotes (ECso 23 ug/mL), with no cytotoxicity in fibroblasts or red
blood cells up to 200 pg/mL. Nuclear Magnetic Resonance analysis (NMR H)
and High-Resolution Mass Spectrometry demonstrated the presence of 4 iso
chain fatty acids, 1 (Ci9H3702), 2 (C20H3902), 3 (C21H4102) and 4 (C22H4302).
Using spectrofluorimetry, it was observed that Fll induced a change in the
permeability of the plasma membrane of the parasite. Analysis in mass
spectrometry (MALDI-TOF/MS) also demonstrated changes in the protein
profile of parasites after treatment. This study presented in an unprecedented
way, the anti-T. cruzi potential metabolites of the marine bacteria studied. The
isolation and characterization of these compounds may contribute to new

pharmaceutical prototypes for Chagas disease.

Key words: Neglected diseases, Chagas Diseases, natural products, marine

microbiology, metabolites
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1. INTRODUCAO

Desenvolvendo-se em climas quentes e Umidos, as doencgas tropicais
negligenciadas (DTN) podem atingir mais de 1,7 bilhdes de pessoas. As DTN
podem impedir que as criancas frequentem a escola e os adultos exer¢cam
atividade de trabalho, prendendo as comunidades em ciclos de pobreza e
desigualdade, gerando um forte impacto na economia e na Saude Publica
(OMS, 2022). Trata-se de um grupo de 22 doengas causadas por virus,
bactérias e parasitas que esta vinculado a alta mortalidade e morbidade,
sendo estimadas 500 mil mortes anuais (Rees et al, 2019). Aliado ao
desinteresse da industria farmacéutica em desenvolver novas terapias, a
pobreza e precariedade do atendimento clinico geram dificuldades para acbes
efetivas de tratamento e erradicacdo dessas doencas. Além disso, é estimada
a perda de mais de um bilhdo de doélares associados a gastos diretos com
saude, perda de produtividade e reducdo do nivel socioecondmico. Esse
grupo de doencas também é responsavel por outras consequéncias, como
deficiéncia, estigma, exclusao social e discriminagdo, e impdéem um enorme
onus financeiro e na qualidade de vida aos pacientes e suas familias
(Vanderslott, 2020; OMS, 2022).

As DTN incluidas na lista da Organizacdo Mundial da Saude sao:
doenca de Chagas, leishmaniose, tripanossomiase humana africana (doenca
do sono), dengue, chikungunya, oncocercose (cegueira dos rios), raiva, sarna
e outras ectoparasitoses, hanseniase, filariase linfatica, Glcera de Buruli,
dracunculiase, equinococose, doencas causadas por trematddeos, micetoma,
cromoblastomicose e outras micoses profundas, esquistossomose,
helmintiase, teniase/cisticercose, tracoma, treponematoses, além da

condi¢do do envenenamento por animais peconhentos (OMS, 2022).

s

A doenca de Chagas € uma doenca negligenciada que data de
milhées de anos. Surgiu como uma enzootia em animais silvestres e passou
a ser transmitida aos humanos como decorréncia da invasao de bidtopos

silvestres. Ha indicios de que a infeccéo parasitaria ocorra ha pelo menos 5

14



mil anos a.C., quando povos nbmades do deserto de Atacama (Chile)
estabeleceram uma rota entre 0 mar e as montanhas, uma vez que material
molecular de T. cruzi foi detectado em mumias da época nessa regido (Dias,
2011; Aufderheide et al, 2004).

A doenca de Chagas afeta amplamente a América Latina, sendo o
Brasil um pais endémico, dentre 21 outros (Figura 1). Também conhecida
como tripanossomiase americana, foi descoberta pelo médico brasileiro
Carlos Chagas em 1909. E causada pelo protozodario Trypanosoma cruzi e
transmitido pelo inseto triatomineo, o popular “barbeiro” (OMS,2022). Estima-
se que 70 milhGes de pessoas estao em risco de contrair a doenca, cerca de
6-7 milhdes de estéo infectados e que 14 mil mortes ocorram anualmente pelo
mundo (DNDi, 2019).

- Paises endémicos

| Paises n3o- endémicos, mas presente

Figura 1 -Distibuicdo geografica da doenca de Chagas em paises endémicos
e ndo endémicos. Adaptado de DNDi (2019).

Em 2005, a doenca de Chagas foi reconhecida como uma DTN pela
Organizag¢do Mundial da Saude. Em 2019, durante a 722 Assembleia Mundial
da Saude (Genebra/Suica), foi estabelecido o Dia Mundial ao combate a
doenca de Chagas: 14 de abril data na qual, em 1909, Carlos Chagas

diagnosticou o primeiro caso humano da doencga, uma paciente de dois anos
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de idade (OMS, 2019). Com isso, objetiva-se contribuir para a visibilidade
internacional da doenca, a politicas publicas e a potencializacdo de recursos
em pesquisa e desenvolvimento, a fim de impulsionar a¢des, no cenario
global, para aumentar o acesso ao diagndéstico e tratamento, e proporcionar
melhor qualidade de vida as pessoas afetadas pela enfermidade (Ministério
da Saude, 2020).

1.1 Vetores

Os triatomineos, insetos hematofagos pertencentes a ordem
Heteroptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae s@o os vetores da
doenca de Chagas. Esses insetos tém como caracteristicas a hematofagia,
hébitos noturnos, termofilicidade, fotofobia, e substancias anticoagulantes e
anestésicas em sua saliva (Tartarotti et al., 2004). A hematofagia infere numa
estrita relacdo com animais reservatorios. Marsupiais, desdentados (tatu,
tamandua, bicho-preguica), roedores, primatas e morcegos de varias
espécies sao reservatorios selvagens tipicos. Por outro lado, o gato, cachorro,
rato, coelho e o préoprio ser humano, sdo reconhecidos como reservatorios
domésticos (Barreto & Ribeiro, 1979).

Sado conhecidas 168 espécies de triatomineos, das quais 65 sao
identificadas no Brasil. As mais importantes na transmissdo domiciliar sdo
Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. sordida e
Panstrongylus megistus (Silveira et al. 1984; Galvdo & Paula, 2014),
exemplificados na Figura 2.

Os paises do Cone Sul fizeram durante a década de 1990 um grande
esfor¢o conjunto chamado de “Agéo para eliminar o T. infestans”. Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai investiram milhdes de délares no
controle do vetor e em testes em bancos de sangue. O T. infestans foi
praticamente erradicado do territério brasileiro, mas ainda persiste a
preocupac¢do com o aumento da populagéo de outras espécies (Molyneux &
Morel, 1998; Oliveira Filho, 1999).
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Figura 2- Exemplar fémea de T. infestans (Colecdo de Triatominae, FCFAR,
Unesp Araraquara)

E importante ressaltar que a destruicdo da natureza ao longo do
tempo levou a domiciliagdo dos triatomineos, ja que prejudicou a fauna
silvestre, e, por conseguinte, levou a escassez de alimentos para a espécie.
Outro fator contribuinte deste fenbmeno € o surgimento de habitacbes
rusticas, onde h& abrigo e sangue de animais domésticos e humano para
alimentacdo para os triatomineos. Algumas espécies destes adaptaram-se
perfeitamente a tais novos ambientes e os colonizaram. Por conseguinte, ficou
estabelecido um ciclo domiciliar independente do ciclo silvestre, com a
mudanca no cenario natural, um ciclo domiciliar independente do ciclo

silvestre (Tartarotti et al, 2004).

Além da transmissdo vetorial, a doenca de Chagas pode ser
propagada por via oral, transfusdo sanguinea, transmissdo congénita,

transplante de érgdos e acidente laboral (Moreno, 2017).

A transmissao oral foi responsavel por cerca de 70% dos casos da
tripanossomiase registrados na década de 2000 (Fiocruz, 2013). A ingestao
de alimentos contaminados por fezes de triatomineos, tais como cana-de-
acucar, banana, milho e feijao, e até mesmo a manipulacédo e consumo de
carne de cacga de animais contaminados, podem levar ao desenvolvimento da
doenca. Destacam-se ainda muitos registros de surtos epidémicos
relacionados ao consumo de acai contaminado, fruto de uma palmeira que é

habitat de triatomineos na regido amazoénica (Bruneto et al., 2021).

Existem também casos de contaminagdo durante transplantes de

orgaos e transfusdes sanguineas. O risco de um receptor desenvolver a
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doenca de Chagas via transfusdo, a partir de doador chagésico, é de 12 a
48% (Gbémez et al., 2019).

A migragdo de individuos chagasicos também pode disseminar a
doenca para regiées ndo endémicas. No Brasil, entre as décadas de 1970 e
2000 foi observado o aumento do numero de pessoas infectadas nas areas
urbanas devido a migracdo de pessoas de regides rurais (Tartarotti et al,
2004). Ademais, os principais destinos de pessoas infectadas com o parasita
provenientes dos paises endémicos sdo Austrdlia, Canad4, Espanha e
Estados Unidos. Neste ultimo pais, estima-se que haja, no minimo, 100.000
individuos infectados, principalmente, devido a imigrantes de paises da
América Latina (Schmunis & Yadon, 2010). Tal fato leva a compreenséo de
gue a globalizacao e seus fluxos de pessoas estabelecem um desafio para a
hemotransfusdo e transplante de 6rgdos nessas regides ndo endémicas
(Moreno, 2017).

Outra via de propagacao é a transmissao congénita. A prevaléncia
desta ocorréncia varia entre 5 e 10% dos nascidos de maes infectadas. Mais
de 60% dos recém-nascidos infectados sédo assintomaticos. Contudo, nos
paises endémicos as maes e as criangas ndo costumam passar por

diagnéstico para a doenca de Chagas (Bern et al, 2011).

1.2 Parasita

O parasita Trypanosoma cruzi pertence a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e ao subgénero Schizotrypanum. O género
Trypanosoma tem grande relevancia na familia Trypanosomatidae, por
agrupar uma série de espécies que provocam doenc¢as humanas importantes,

como a doenca de Chagas (Fiocruz, 2017).

Em tripanosomatideos, a mitocondria é Unica e ramificada e se
estende por todo o corpo celular. O cinetoplasto, regido que concentra o DNA
mitocondrial, é caracteristico dessa familia, bem como a presenca de flagelo.

A posicdo dessa estrutura em relacdo ao nucleo é relacionada a fase de
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desenvolvimento que 0 protozoario se apresenta, que sdo: amastigota,

tripomastigota e epimastigota (Fiocruz, 2017), como visto na Figura 3.

Figura 3 Formas amastigotas em musculo cardiaco de animal infectado (A);
tripomastigotas sanguineas (B) e epimastigotas (C). (Fonte: Fiocruz)

Em vertebrados, o parasita se mostra sob a forma flagelada de
tripomastigota no sangue e, nos tecidos, como amastigotas (intracelular
aflagelado). Nos vetores invertebrados ocorre um ciclo com a transformacéo
dos tripomastigotas sanguineos em epimastigotas, que depois se diferenciam
em tripomastigotas metaciclicos, que sé@o as formas infectantes acumuladas
nas fezes do triatomineo (Fiocruz, 2017). O ciclo biol6gico estéa ilustrado na
Figura 4.
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Figura 4- Ciclo de transmissao da doenca de Chagas. Adaptada de CDC
1.3 Quadro clinico

A gravidade da doenca de Chagas esta intimamente relacionada a
fatores como a cepa infectante, a via de transmissdo e a existéncia de

comorbidades. Existem duas fases da doenca:

- Fase Aguda: O parasita circula na corrente sanguinea em
quantidades expressivas. Tem como manifestacdo mais caracteristica a febre
constante e prolongada por até 12 semanas de 37,5° a 38,5°C, podendo
apresentar picos vespertinos ocasionalmente. O paciente também pode
apresentar sintomatologia inespecifica como prostracéo, diarreia, vomitos,
falta de apetite, cefaleia, mialgias, aumento de ganglios linfaticos; e
especifica, como sinal de Romafia, chagoma de inoculac¢do, edema facial e
em membros inferiores, dor toracica, palpitacdes arritmicas, pericardite,
miocardite e meningoencefalite (Pérez-Molina & Molina, 2018); (Rassi et al.,
2010). Durante o periodo, também €& possivel detectar anticorpos IgM.
Gradativamente, ha reducdo da parasitemia entre a 42 e a 62 semana de
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infeccdo e aumento do titulo de anticorpos IgG. Nesta fase, os sinais e
sintomas podem desaparecer naturalmente, e sem tratamento, a doenga
progride para a fase crbénica ou para formas agudas graves que podem levar
a Obito, o que ocorre em 5 a 10% dos casos agudos sintomaticos (Rassi et al,
2010; Ministério da Saude, 2009).

- Fase Cronica: Nesta fase, hd poucos parasitas circulantes e
majoritariamente, os sintomas sdo ausentes. Durante a fase crbnica, os
pacientes podem desenvolver a forma indeterminada, cardiaca,
gastrointestinais ou cardiodigestiva da doenca (Pérez-Molina & Molina, 2018).
Nos 10-30 anos seguintes, a infec¢cao pode resultar em morte, principalmente
devido aos danos cardiacos irreversiveis causados pelo parasita (Rassi et al,
2010; Pecoul et al., 2016).

a) Forma indeterminada: Individuos que estdo na forma
indeterminada em geral, apresentam bom prognadstico. Sdo assintomaticos e
sem sinais de comprometimento do aparelho circulatério (avaliacédo clinica,
eletrocardiograma e radiografia de térax normais) e do aparelho digestivo
(avaliacéo clinica e radiologica normais de esodfago e colon). Contudo, estima-
se que entre 10% e 30% desses individuos, desenvolvam, complicacfes

digestivas e cardiacas, respectivamente (Rassi et al, 2010).

b) Forma cardiaca: Ao acometer o sistema cardiaco, a doenca
evolui para cardiomiopatia cronica da doenca de Chagas (CCDC), quadro de
grande relevancia na morbidade e mortalidade. E a principal causa de
cardiomiopatia ndo isquémica nos paises endémicos da América Latina, bem
como, uma das maiores causas de insuficiéncia cardiaca e morte subita
(Simdes et al, 2018). Nos paises ndo endémicos da América do Norte, Asia e
Oceania, a CCDC ¢ a mais frequente e grave das manifestacdes da doenca.
(Simoes et al, 2018) Quadros de CCDC podem evoluir para miocardiopatia
dilatada, insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), arritmias graves e eventos
cardioembolicos. Tais complicacdes podem se agravar sem 0 manejo correto,
tornando necessario o uso de tratamentos de alto custo, como transplante

cardiaco, uso de desfibrilador e marcapasso (Marin-Neto, 1999).
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c) Forma digestiva: Manifesta-se pelo acometimento do eséfago e
do intestino grosso, levando ao aparecimento de megaeséfago e megacaolon,
respectivamente (Dias et al, 2016). Ocorre em 10% dos casos e pode
comprometer a qualidade de vida do individuo, mesmo com menor impacto
na morbimortalidade em comparac¢éo a forma cardiaca, que ocorrem em 30%

dos casos cronicos (Ministério da Saude, 2020).

1.4 Tratamento

O tratamento atual contra a doenca de Chagas é baseado em agentes
nitroheterociclicos desenvolvidos ha mais de 50 anos: benznidazol (BZN) e
nifurtimox (NFX) (Figura 5) O mais recente Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas da doenca de Chagas, recomenda a terapia para todos 0s casos
agudos, congénitos e de reativacao da infeccao, para criancas e também para
adultos na fase cronica entre 19 e 50 anos sem sintomas cardiacos
avancados. Naqueles com idade maior que 50 anos, o0 uso € opcional pois
ndo foram feitos estudos que comprovem o beneficio terapéutico nessa

populacao e deve ser feito acompanhamento clinico rigoroso (Conitec, 2018).

Figura 5- Estrutura quimica dos compostos utilizados no tratamento contra
doenca de Chagas (A) benznidazol; (B) nifurtimox.

Contudo, ambos séo quimioterapicos muito téxicos e induzem muitos
efeitos adversos graves, exigem longo tempo de administracdo, s&o
significativamente ineficazes durante a fase cronica e ha grande variagdo na
susceptibilidade de isolados do parasita a acdo destes agentes, além de
registros da resisténcia de parasitas a esses farmacos (Rassi et al, 2010; (Le
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Loup et al., 2011;Coura & Borges-Pereira, 2011). Ademais, BZN E NFX nédo
devem ser administrados em mulheres gravidas ou por pessoas com
insuficiéncia renal ou hepatica, nem em pacientes com a forma cardiaca
avancada da doenca ou com megaesofagia que impeca degluticdo (Rassi et
al, 2010).

O BZN (N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida) € um nitroimidazol que
inibe a sintese de DNA, RNA e proteinas de T. cruzi e gera acumulo de
superoxidos (da Silva et al.,, 2014). Foi desenvolvido pela farmacéutica
Roche® em 1972, vendido como Rochagan® ou Radanil®, e atualmente é
produzido pelo Laboratoério Farmacéutico do Estado do Pernambuco no Brasil.
Por outro lado, em paises ndo endémicos como os Estados Unidos, seu uso
foi aprovado apenas em 2017, sendo que até esse periodo, os médicos
poderiam prescrevé-los apenas sob protocolo proprio e sob sua propria

responsabilidade (Yoshioka et al., 2020).

Sua administracdo € via oral, na forma de comprimidos, e a dose varia
de acordo com idade e peso do paciente, sendo recomendado para adultos
5-7 mg/kg/dia por 60 dias e para criancas 5-10 mg/kg/dia por 90 dias. Os
efeitos adversos ocorrem em mais de 50% dos pacientes tratados, sendo 0s
principais deles: reacdes de hipersensibilidade no comeco do tratamento (7 a
10 dias) bem como dermatites com erupcdes cutaneas, febre e edema
generalizado, dor muscular e articular; toxicidade medular, trombocitopenia e
agranulocitoses (20 a 30 dias), e neuropatia periféricas (polineuropatia,
parestesia e polineurites de nervos periféricos) no final do periodo de
tratamento, geralmente apds o acumulo de 18g (Le loup et al, 2011; Viotti et
al, 2009; Conitec, 2018). A eficacia desse farmaco padrdo, benznidazol,
exceto para criancas e na fase aguda, tem média de 40% e sua seguranga
em geral € considerada baixa e pode representar uma barreira para prescricao
em adultos com condicdes clinicas variadas (Rassi et al, 2010). Este € o0 Unico

farmaco disponivel no Brasil.

O farmaco NFX (3-metil-4-(5'-nitrofurfurilidenoamina)tetra-hidro-4H-

1,4-tiazina-1,1-di6xido) é um derivado nitrofurano desenvolvido em 1967 pela
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Bayer e vendido como Lampit®. Seu mecanismo de a¢do envolve varias
reacOes de reducdo e oxidagcdo de seu constituinte nitro, levando a producéo
por enzimas parasitarias de uma variedade de espécies reativas de oxigénio
gue reagem com macromoléculas celulares e séo letais ao parasita (Da Silva
et al, 2014). O NFX também leva a inativacdo de uma enzima essencial do
parasita, a tripanotiona redutase (Zaidel et al., 2020). O NFX, teve uso
descontinuado no Brasil, porém pode ser usado como farmaco de 22 linha em

casos especificos (Conitec, 2018).

Utilizado também desde a década de 1970, o nifurtimox pode ser
encontrado em comprimidos e, similar ao benznidazol, deve ser usado em
duas ou trés dosagens diarias, por via oral, durante 60 a 90 dias. A dose
indicada também esta relacionada a idade e peso do paciente que varia de 8-
10 mg/kg/dia em adultos e 15 mg/kg/dia em criancas. Os efeitos adversos
ocorrem em mais de 80% dos tratados. Alguns dos registrados sé&o
principalmente relacionados ao trato gastrointestinal (vomitos, diarréia,
anorexia e perda de peso) e sintomas neuropsiquiatricos (irritabilidade,
distrbios do sono e neuropatias periféricas) (Le Loup et al, 2009; Conitec,
2018; Thakare et al., 2021).

Além do tratamento contra o agente etioldgico, ha o tratamento
sintoméatico contra as complica¢cfes cardiacas e digestivas da doenca. Apesar
de poucos estudos observacionais realizados, o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas indica o uso de nifedipina e de isossorbida no tratamento de
megaesbfago chagasico; e uso de amiodarona no tratamento de arritmias em
pacientes com cardiopatia chagéasica. Cirurgias corretivas também sao
levadas em consideragcédo no manejo dessas complicacdes (CONITEC, 2018).

Com isso, os farmacos disponiveis hoje sdo duas opc¢des que néao
oferecem o melhor tratamento para os pacientes, visto que cerca de 20%
deles tem o tratamento suspenso devido a efeitos adversos (Da Silva et al,
2014) e, durante a fase crdnica, quando a maioria dos pacientes é
diagnosticado, tem baixa eficiéncia (Rassi et al, 2010). Para conter a doenca,
além de maior acessibilidade da populacdo ao diagnostico e tratamento, é
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preciso um novo medicamento para os estdgios cronicos da doenca que seja
seguro e eficaz (DNDi, 2021).

1.5 Cenéario brasileiro

Estudos recentes estimam que a prevaléncia da doenca de Chagas
seja de 4,2%, o que equivale a 4,6 milhdes de pessoas portadoras de infeccao
por T. cruzi no Brasil. Os grupos mais reportados sdo mulheres, acima de 60
anos, residentes da regido Nordeste e Sudeste, regides e areas mistas
(urbanas/rurais) (Martins-Melo et al,2014; Ministério da Saude, 2020).

No tocante a mortalidade, no periodo de 2007 a 2017, foram
registradas 51.293 mortes pela doenca, uma média de 4.663 por ano, que
supera a média anual de 6bitos atribuidos a tuberculose e as hepatites virais
no mesmo periodo. Dentre as formas clinicas de doenca de Chagas, tem-se
a forma cardiaca como maior responsavel pela alta morbimortalidade da
doenca, que esta dentre as quatro principais causas de 0Obito por doencas

infecciosas e parasitarias no Brasil (Ministério da Saude, 2020).

Ainda entre 2007 e 2017, o estado de Minas Gerais, no sudeste
brasileiro registrou o maior nimero de 6bitos pela doenca, contudo os maiores
coeficientes médios de mortalidade foram na regido centro-oeste: em Goias
(11,67/100 mil habitantes) e Distrito Federal (7,37/100 mil habitantes)
(Ministério da Saude, 2020).

Também neste periodo, dados mostram que na regido norte do pais
a incidéncia de doencas de Chagas aguda € cerca de 20 vezes maior do que
a media nacional (Figura 6). (Ministério da Saude, 2020)
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Figura 6- Incidéncia de doenca de Chagas aguda (por 100 mil habitantes),
por regido entre 2007 e 2019. Fonte:Ministério da Saude, 2020

Nestes 12 anos, a transmissdo oral € expressivamente maior e vem
crescendo ao longo dos anos em relagdo aos outros tipos de transmisséo
(Figura 7) (Ministério da Saude, 2020).
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Figura 7- Casos de doenca de Chagas de acordo com a forma de transmissao
entre 2007 e 2019. Fonte: Ministério da Saude, 2020.
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1.6 Relevancia econdmica

A doenca crbnica nao tratada pode levar a evolucdo da doenca para
um quadro irreversivel, o que apresentara maior custo médio total por pessoa
afetada. O impacto econdmico da fase cronica em sua forma cardiaca €
dispendioso. As ultimas estimativas demonstram que US$750 milhdes anuais
sdo destinados anualmente para implantes de marcapasso e cirurgias

corretivas na América Latina (Moncayo & Silveira, 2009)

Nessa mesma regido também sdo perdidos 752.000 dias uteis
anualmente por causa de mortes precoces pela tripanossomiase americana e
7 paises da regido tem o débito de 1,2 bilhdes de ddlares por ano em
produtividade perdida. Essa estimativa significa uma perda minima estimada
de 5,6 milhdes de dolares por ano devido a abstencéo dos trabalhadores ao

servico no Brasil (Conteh et al, 2010).

Com menor impacto econbmico que a forma cardiaca, a forma
digestiva, além de questbes relacionadas a qualidade de vida, requer para
cada paciente R$3.757,00 (valor ndo ajustado pela inflagdo) apenas para
custos médicos por ano e pode vir a requerer intervencgdes cirargicas (Saggia
et al, 2007). Ademais, internacdes devido a megaesdfago e megacélon
causados pela doenca de Chagas tiveram custo médio por paciente de
R$2.155 segundo o Sistema de Internac6es Hospitalares no ano de 2018
(Ministério da Saude, 2020).

Destarte, o acompanhamento profissional ao paciente com a fase
cronica garantiria menores chances de surgirem complicacfes, reduzindo

consideravelmente os gastos publicos (Ministério da Saude, 2020).

1.7 Coinfec¢cédo SARS-CoV-2

A OMS declarou em marco de 2020 a pandemia de COVID-19,

causada pelo novo coronavirus SARS-CoV-2. Até junho de 2022, foram
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registrados mais de 515 milhdes de casos no mundo todo, sendo 30 milhdes
no Brasil e 6,3 milhdes de mortes no mundo (OMS, 2022).

A COVID-19 interage com o sistema cardiovascular em diversos
aspectos. O virus liga-se ao receptor da enzima conversora de angiotensina
2 (ECA-2) principalmente expressa nos pulmdes, coracéo e endotélio vascular
(Chen et al, 2020). As respostas iniciais imunes e inflamatorias induzem uma
severa alteracdo das citocinas e quimiocinas, frequentemente relacionadas
com a resposta inflamatdria implicada na patogénese da cardiomiopatia
causada por Chagas, como a interleucina (IL)-6, TNF-alfa, e CXCL-10 (Schett
et al,2020; de Araujo et al, 2020; Dutra et al, 2014).

Esta interacdo pode desencadear uma resposta inflamatoria que pode
levar a um aumento da leséo e disfuncéo plaquetaria, endotelial e miocardica
e até eventos trombdticos e infarto do miocardio, similarmente ao que foi
registrado em pacientes infectados por T. cruzi (Bikdeli et al, 2020; Pinazzo et
al, 2016; Nunes et al, 2018). Logo, ha uma preocupacao de que a COVID-19
tenha potencial de desencadear a reativacao da doenca de Chagas.

Esta reativacdo poderia ser causada pela modulacdo de citocinas
causada pela doenca, pelo préprio virus, ou mesmo pelo uso de alguns
tratamentos com COVID-19 como ester6ides, hidroxicloroquina e
imunomoduladores (tocilizumabe ou outros inibidores da interleucina), ja que
estas estao relacionadas com a progressao da doenca de Chagas (Echeverria
et al, 2020; Lopez et al, 2006; Keating et al, 2015).

Além disso, devido ao metabolismo hepético de BZN (95%) e NFX
(>99%), a hepatotoxicidade em combinacdo com compostos anti-COVID-19
deve ser monitorada e isto pode ser influenciado por certos fatores do parasita
(cepas, carga parasitaria) ou fatores do hospedeiro (suscetibilidade genética

e estado imune) (Zaidel et al., 2020).

Por outra perspectiva, pessoas que sofrem com a doenca de Chagas,
de modo geral, se encontram em uma situacao de vulnerabilidade social. Os

servicos de controle como a dedetiza¢cao do vetor transmissor foram afetados
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e 0 acesso a servicos de saude publica ainda mais limitados devido a
prioridade contra a COVID-19 e o isolamento social. Tal fato agravou a saude
fisica e mental da populacdo que convive com a doenca de Chagas e as
consequéncias para os coinfectados tem potencial preocupante (Zaidel et al,
2020).

1.8 Produtos naturais como protétipos para doencas

negligenciadas

A escassez de opcOes terapéuticas e as desvantagens dos atuais
farmacos supracitados para o tratamento de doencas negligenciadas
reforcam a necessidade de busca e desenvolvimento de novos compostos.
Nesse sentido, os produtos naturais (PN) tém sido reconhecidos como fonte
de protétipos de agentes terapéuticos contra essas moléstias (Cheuka et al.,
2017; Tajuddeen & Van Heerden, 2019).

A natureza tem provido ha milénios, terapias para o ser humano. O
uso de misturas de material vegetal para tratar infeccées € conhecido desde
as primeiras civilizacbes da idade do bronze (Forrest, 1982). Com isso em
vista, a medicina, a farmacologia e a quimica comecaram a invesrigar
produtos naturais com propriedades medicinais, ou seja, que interagem com
o0 sistema biolégico humano, ativando ou desativando receptores, induzindo

respostas farmacoldgicas (Santos et al., 2020; Tempone et al., 2008).

Exemplos classicos de produtos naturais em uso medicinal incluem a
artemisinina, um PN inalterado com acdo antimalarica extraido da planta
Artemisia annua (Dewick, 2009, Newman e Crag, 2020) (Figura 9); o acido
acetilsalicilico, analgésico semi-sintetizado a partir do acido salicilico presente
na casca do salgueiro branco Salix alba em 1829 (Lafont, 2007); o analgésico
morfina, PN isolado de sementes de Papaver somniferum em uso médico
desde o século XIX (Duarte, 2005); penicilina, PN antibiotico isolado do fungo

Penicillium chrysogenum com acdo observada pela primeira vez em 1928
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(Bush, 2010) e o agente anticancer paclitaxel, PN inalterado isolado do tronco
de Taxus brevifolia em 1971 (Dewick, 2009) (Figura 8). Desde entédo, muitos

organismos foram estudados para uso terapéutico.
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Figura 8- Exemplos classicos de farmacos de origem natural: &cido
acetilsalicilico, morfina, penicilina e paclitaxel.

O termo PN pode ser usado para designar compostos isolados ou
misturas complexas. Plantas, animais e microrganismos podem ser citados
como fontes de PNs que foram naturalmente otimizados através do tempo. Os
metabdlitos secundarios, geralmente compostos quimicos de baixa massa
molecular, sdo produzidos por organismos vivos com diferentes funcoes,
como a defesa, sinalizacbes e interacdes com outros organismos (Atanasov
et al., 2021; Bhat et al., 2007). Os PNs sdo compostos conhecidos por uma
grande diversidade quimica e complexidade estrutural quando comparados a
moléculas sintetizadas pelo ser humano. Tal fato € uma vantagem no quesito
bioatividade, mas também um desafio no processo de drug discovery

(descoberta de farmacos) (Atanasov et al., 2021).
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1.8.1 Classes de produtos naturais

Dentre as principais classes quimicas dos PNs podemos citar os
alcaloides, terpenos, policetideos, esteroides, saponinas, flavondides, entre
outras (Bhat et al, 2007; Spainhour, 2005, Dewick, 2009). A seguir, uma breve

descri¢ao das principais:

a) Policetideos: Os policetideos sdo metabdlitos secundarios
biossintetizados através da condensacdo enzimatica de unidades acetil ou
malonil (Daley et al, 2017). E um grupo estrutural diverso, com atividades
biolégicas e propriedades farmacoldgicas relatadas. Nessa classe de
substéancia, sdo incluidos os acidos graxos, poliacetilenos, prostaglandinas,
antibiéticos macrolideos e diversos compostos aromaticos, como
antraquinonas e tetraciclinas (Dewick, 2009). A maioria dessas substancias é
ativa em diversos sistemas bioldgicos (Daley et al, 2017; Weissman, 2004),
de tal modo que a busca por policetideos em microrganismos € uma boa
estratégia para a descoberta de novo prot6tipos naturais.

b) Alcaloides: Sdo compostos organicos nitrogenados de carater
basico, presentes em animais, vegetais e em microrganismos. Os atomos de
nitrogénio nos alcaloides originam-se de um aminoacido e, em geral, o
esqueleto de carbono do precursor de aminoacido especifico também é
mantido intacto na estrutura do alcaloide, embora o carbono do &cido
carboxilico seja muitas vezes perdido por descarboxilacdo (Dewick, 2009).
Assim, a subdivisdo de alcaloides em grupos baseados em precursores de
aminoacidos forma uma abordagem racional e muitas vezes esclarecedora
para a classificagcdo. Dessa forma, os alcaloides s&o frequentemente
classificados em: pirrolidinicos, piperidinicos, quinolinicos, isoquinolinicos,
inddlicos etc. (Dewick, 2009). A morfina € um exemplo de alcaloide de origem
natural (Figura 8).

c) Terpenos: Os terpenoides formam uma numerosa classe de
produtos naturais e sao estruturalmente diversos. Eles s&o classificados com
base no numero e organizacéo estrutural dos carbonos formados pelo arranjo
linear de unidades de isopreno C5 (2metilbuta-1,3-dieno), seguidos de
ciclizagéo e rearranjos do esqueleto carbdnico. Dependendo do numero de
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unidades isoprénicas, 0s terpenoides s&o classificados como:
hemiterpenoides (C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15),
diterpenoides (C20), etc (Ludwiczuk et al, 2017; Jan & Abbas, 2018). Esses
compostos tém uma variedade de papéis na mediacdo de interacdes
benéficas ou antagbnicas entre organismos, podendo entdo apresentar uma
diversidade de atividades biol6gicas (Ludwiczuk et al, 2017, Jan & Abbas,
2018). Muitos terpenoides sdo utilizados na industria de alimentos (como
flavorizantes) e cosmética, além de apresentarem propriedades com potencial
farmacéutico, como: atividade anticarcinogénica (paclitaxel) (Figura 8),
antimalarica (artemisinina) (Figura 9), antitlcera, hepaticida, antimicrobiana
ou diurética (glicirrizina) (Jan & Abbas, 2018).

Uma revisdo de Newman e Craig (2020), mostrou que cerca de 56%
de 1881 produtos terapéuticos aprovados pelo FDA entre 1981 e 2019,
tiveram prototipos naturais, isto €, sua sintese teve como base, compostos
isolados da natureza. Dentre os antibidticos aprovados nesse periodo, 48%
sao categorizados como produtos naturais ou derivados de produtos naturais
(Newman & Cragg, 2020). O levantamento também mostra que no periodo
analisado, apenas 20 antiparasitarios foram aprovados para uso. Destes, dois
sao de origem natural, sete sao derivados de produtos naturais e outros 2 tem
como farmacoforo um PN (Newman & Cragg, 2020), ou seja, mais da metade
dos antiparasitarios aprovados tem como origem um protétipo natural. Alguns
deles, a artemisinina (extraida da planta Artemisia annua), moxidectina
(derivado de bactérias do género Streptomyces) e ivermectina (desenvolvido
de composto encontrado em Streptomyces avermectinius), estéo

exemplificados na Figura 9.

Por conseguinte, constata-se a importancia dos produtos naturais
como base para o desenho de novos candidatos a farmacos, especialmente

antiparasitarios.
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artemisinina moxidectina ivermectina

Figura 9- Estruturas quimicas de 3 antiparasitarios de origem natural
aprovados pelo FDA entre 1981 e 2019: artemisinina, moxidectina e
ivermectina.

Existem mais de 43 mil PN bioativos catalogados, mas apenas uma
porcentagem infima € utilizada na terapéutica humana (Bérdy, 2005). A
maioria dos produtos naturais relevantes sdo metabdlitos secundarios (MS),
que sdo definidos como moléculas ndo essenciais para a sobrevivéncia do
organismo produtor, mas que incrementam sua competitividade (Mullis et al.,
2019).

Metabdlitos secundarios representam um grupo de compostos
bioativos de baixa massa molecular estruturalmente diversos e complexos.
Microrganismos, em particular, sdo présperas “fabricas de antibidticos”, e
provaram ser uma fonte abundante de MSs que foram desenvolvidas com
sucesso como principais candidatos a farmacos (Baral et al., 2018).
Metabolitos secundarios microbianos sdo cerca de 10% de todos os PN
bioativos e, dada sua importancia, tém assumido papel central para
descoberta e desenvolvimento de novos compostos (Demain & Sanchez,
2009).

Nesse sentido, as actinobactérias, pertencentes a familia
Actinomycetaceae, sdo bem conhecidas por sua capacidade de produzir
metabdlitos secundarios, muitos dos quais sdo ativos contra microrganismos
patogénicos. Cada cepa de actinobactéria tem potencial genético para a
producdo de 10-20 metabdlitos (Bentley et al. 2002; Lam 2006).

Tradicionalmente, estas bactérias tém sido isoladas de fontes terrestres,
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embora o primeiro relato de actinobactérias de sedimentos marinhos tenha

surgido ha varias décadas (Manivasagan et al., 2014).

As actinobactérias marinhas foram recentemente reconhecidas como
uma fonte de novos compostos com estruturas e propriedades incomuns
como antiparasitarios, antibioticos, anticancerigenos, antimalaricos, antivirais,
antifingicos, citotdxicos, citostaticos, antiinflamatdrios, antioxidantes, anti-
angiogénicos, etc (Manivasagan et al, 2014). O género Streptomyces é o0 mais
representativo desse filo. Mais de 500 espécies de Streptomyces sé&o
responsaveis por 70-80% dos metabdlitos secundarios relevantes, que
possuem uma ampla gama de atividades antibacteriana, antifingica,
anticancer, antitumoral, citostatica, anti-inflamatoéria, antiparasitaria,

antimalarica e antiviral (Manivasagan et al, 2014; Arvinda swamy et al, 2013).

A tetraciclina (Figura 10) é exemplo de composto produzidos por
Streptomyces sp.. O farmaco é um antibiético de amplo espectro, mas
também vem sendo estudado quanto ao potencial para o tratamento da
malaria, de infec¢des causadas por Leishmania major, Trichomonas vaginalis,
Toxoplasma gondii e também nematddeos (Chopra et al, 2001; Smith et al,
2000; Walsh et al, 2003; Lin et al., 2002).

A paromomicina, antibiético aminoglicosideo isolado de Streptomyces
rimosus, também tem sido usada no tratamento contra criptosporidiose,
amebiase, giardiase e cestddeos (Liu e Weller, 1996). Também foi detectada
sua atividade anti-Leishmania e atualmente vem sendo incorporada ao
tratamento em associacdes terapéuticas. J& a anfotericina B, produzida por
Streptomyces nodosus, € um macrolideo com propriedades antifungicas,
amplamente utilizado. A anfotericina-B ou suas formula¢Bes lipidicas
(anfotericina-B lipossomal) também sédo usadas para leishmaniose visceral e
leishmaniose mucocutanea (Balasegaram et al., 2012). Suas estruturas

moleculares estao representadas na Figura 10.
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Figura 10 - Farmacos de origem microbiana — A. tetraciclina; B.
paromomicina; C. anfotericina-B.

Os bioativos conhecidos sdo de grande maioria provenientes do
ambiente terrestre. Contudo, a exploracdo da microbiota marinha ja se mostra
muito promissora tanto na area médica quanto na biotecnologia, mesmo

sendo relativamente recente e pouco explorada (Smith et al., 2019).

1.9 Potencial marinho como fonte de PN bioativos

A exploracdo do ambiente marinho como fonte de produtos naturais €
recente: data de meados dos anos 1970. Como 0s oceanos cobrem mais de
70% da superficie da Terra, eles sdo a fonte de uma parte substancial da
biodiversidade mundial, que vive em condigdes distintas e variadas e evoluiu
através de um longo periodo de adaptacdes metabdlicas. A exploracédo da
biodiversidade e da riqueza metabdlica dos oceanos resultou na descoberta
de milhares de produtos naturais marinhos bioativos estruturalmente Gnicos.
A exploracdo de outras fontes de organismos marinhos bioativos,
principalmente microrganismos, também levou a descoberta de novas pistas

promissoras (Santos et al, 2020; Romano et al, 2018).

Na década de 1950, deu-se o isolamento da espongotimidina e
espongouridina da esponja marinha Tethya crypta (Bergman et al, 1951;

Bergman et al, 1956; Bergman et al, 1957), que eventualmente levaram ao
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desenvolvimento do Ara-C (citarabina, um agente antitumoral) e Ara-A
(vidarabina, agente antiviral), agentes que receberam a aprovacao da FDA
em 1969 e 1976, respectivamente (Glaser e Mayer, 2009).

A aprovacdo do préximo produto natural marinho ocorreu apenas
décadas depois. Em 2004, foi liberado o uso de ziconotide (PRIALT®) isolado
de veneno do caramujo marinho Conus magus (Klotz, 2004), para o
tratamento de dor crénica severa. Em seguida, em 2007, a Unido Europeia
aprovou o uso da trabectina (Yondelis®), farmaco 6rfao para sarcomas de
tecidos moles isolado do invertebrado Ecteinascidia turbinata (Schoffski et al,
2008). Na Figura 11 alguns destes compostos estao representados de acordo

com sua data de aprovacao em agéncias regulatoérias.

A aprovacgéao de tdo poucos produtos naturais marinhos vem depois
de muitos anos de pesquisa principalmente pela comunidade académica e
apoio esporadico das principais empresas farmacéuticas (Glaser e Mayer,
2009). Uma revisdo de Pereira (2019) revelou que o ramo farmacéutico
marinho global é constituido atualmente por 30 compostos, que inclui 8
medicamentos aprovados pelas mais importantes agéncias regulatérias como
a FDA dos EUA, Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA), Ministério da
Saude do Japdo e Administracdo de bens terapéuticos da Australia e 22
candidatos a farmacos na fase I, Il ou Ill de desenvolvimento de
medicamentos (Pereira, 2019; Newman & Cragg, 2016). Sdo exemplos de
compostos em estudos clinicos a espisulosina (es-285), molécula isolada do
molusco bivalve Spisula polynyma; KRN 7000, glicolipideo sintético derivado
das agelasfinas, a-galactosilceramidas isoladas pela primeira vez da esponja
marinha Agelas mauritianus; e o discodermolido, policetideo isolado da
esponja marinha Discodermia dissoluta por Gunasekera e colaboradores.

Todos em estudos clinicos que envolvem pacientes com tumores soélidos
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Figura 11-Farmacos de origem marinha aprovados por agéncias regulatorias
entre 1969 e 2018, de acordo com origem e atividade. Adaptado de Pereira,
2019.
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Figura 12- Compostos de origem marinha em fase de estudos clinicos:
espisulosina, KRN7000 e discodermolido.

Apesar dos invertebrados marinhos como a esponja, a agua-viva,
anémona, nudibranquios e brizodrios serem reconhecidos como os maiores
produtores de PN marinhos bioativos, especialmente os pertencentes aos filos
Porifera e Cnidaria, reconhecidos como mais prolificos, a origem real da
maioria destas moléculas parece ser dos microrganismos que vivem com eles

em simbiose (Pereira, 2019; Carrol et al, 2020).

A grande maioria dos PN marinhos aprovados como farmacos ou
atualmente em ensaios clinicos vém de fontes biossintéticas bacterianas e
cianobactérias. Os Ascomycota (fungos) e Actinobacteria tém estado entre as
quatro mais amplamente coletados durante os Ultimos anos, associados aos
organismos dos filos Porifera e Cnidaria (Jimenez, 2018). A exemplo disso,
brentuximab vedotina, molécula antitumoral presente na lebre do mar
Dolabella auricularia, devido a sua dieta consistente em cianobacteria
Symploca sp (Figura 11) e salinosporamida A, anticancerigeno e
antimalarico, isolado da actinobactéria Salinispora tropica (Jimenez,
2018;Arvinda swamy, 2013) (Figura 13). Também € notavel a cianovirina-n,
proteina anti-HIV isolada da cianobactéria Nostoc ellipsosporum (Boyd et al.,
1997) (Figura 13).
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1.9.1 Compostos antiparasitéarios de origem marinha

No meio marinho, diversos compostos antiparasitarios podem ser
elencados: foi isolado o diterpeno com acédo tripanocida elangalonona
proveniente da alga marrom Bifurcaria bifurcata, (CEso= 45 yuM contra T.
brucei rhodesiense) (Galle et al, 2013) (Figura 13). Ja da alga vermelha
brasileira, Laurencia dendroidea, foram isolados os sesquiterpenos elatol
(CEso =1 pM em amastigotas de T. cruzi), obsutol (CEso= 9 pM em
amastigotas de L. amazonensis) e triqguinona (CEso = 195 pM e 219 uM, em
promastigotas e amastigotas de Leishmania sp., respectivamente) (Veiga-
Santos et al., 2010; dos Santos et al., 2010).
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Figura 13- Compostos de origem marinha: salinosporamida-A; cianovirina-n;

elangonona; elatol; obtusol e triquinona.

No ambiente marinho, ha também diversos alcaloides com acé&o
antiparasitaria descritos (Figura 14). Trés compostos isolados da bactéria
marinha Bacillus pumilus, isolados do coral preto Antipathes sp. na costa
Pacifica do Panam4, foram comprovadamente eficazes e especificos contra
T. cruzi. Sao eles: 3-hidroxiacentilindol (CEso= 20,6 pM), acetil- B-
oxotriptamina (CEso= 19,4 uM) e 3-formilindol (CEso= 26.9 uM), (Martinez-Luis
et al.,, 2012). Outro alcaloide isolado de cepa marinha, Paenibacillus sp.

DE2SH mostrou atividade antileishmania e antimalarica: a penidigiamicina- A,
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com valores de CEso de 0,75 pM (promastigotas L. major); 7,0 uM
(promastigotas de L. donovani); 0,78 uM (tripomastigotas T.b.brucei) e 9,1 uM
(P. falciparum) (Osei et al, 2018). Foi explorada também a tiolactomicina,
produzida pelo actinomiceto Nocardia sp., que mostrou inibicdo da atividade
de Trypanosoma brucei e Toxoplasma gondii (Roberts et al, 2003; Shiomi &
Omura, 2004). Desta mesma classe € possivel citar ainda as lepadinas E e F,
isolados de uma espécie de tunicado do género Didemnum, ambos alcaloides

com valor de CEsode 2,2 e 2,6 pg/mL (Wright et al, 2002) (Figura 14).
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Figura 14-Compostos de origem marinha com atividade anti-protozodria.
Alcaloides 3-hidroxiacetilindol; acetil-B-oxotriptamina, 3-formilindol;
tiolactomicina; penidigiamicina e lepadinas E e F.

Compostos halogenados, fendlicos, endoperdxidos, policetideos e
esteroides também fazem parte do grupo de produtos naturais com acao
antiparasitaria. llustrados abaixo (Figura 15) estdo: pandarosideo-G-metil-
ester, saponina esteroidal isolada da esponja caribenha Pandaros
acanthifolium eficaz contra T. cruzi (CEs0=9,7 uM), T. brucei (CEs0=0,8 uM) e
L. donavani (CEs0=1,3 uM) (Regalado et al., 2010). Isolado da esponja
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Plakortis angulospiculatus, o endoperoxido plakortido-P mostrou atividade
contra T.cruzi (CEs0=6,3 pM) e acao leishmanicida em L. donovani (CEso= 5,2
uM) (Kossuga et al, 2008); o composto halogenado dimero de oroidina
dibromopalau’amina isolado do coral Axinella verrucosa demonstrou atividade
em T. brucei (CEs0=0,8 uM), L. donovani (CEs0=1,9 uM) e P.falciparum
(CEs0=2,6 uM) (Scala et al, 2010; Aiello et al, 2006). Além disso, dois novos
compostos foram isolados do coral Muricea austero, os glicosideos
esteroidais pregnantes 3'-O-acetil-3-pregna-5,20-dienil-D-arabinopiranosideo
(A) e 4'-O-acetil-3-pregna-5,20-dienil-D-arabinopiranosideo (B), com atividade
anti-P. falciparum (CEso = 32 e 38 pg/mL, respectivamente) (Figura 15).
(Gutiérrez et al., 2005).
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Figura 15 - Compostos de origem marinha com atividade anti-protozoaria.
saponina esteroidal (pandarosideo-G-metil-ester); endoperéxido (plakortido-
P); alcaloide (dibromopalau’amina); glicésidos esteroidais pregnantes 3'-O-
acetil-3-pregna-5,20-dienil-D-arabinopiranosideo (A) e 4'-O-acetil-3-pregna-
5,20-dienil-D-arabinopiranosideo (B).

1.10 Abordagem OSMAC (One Strain Many Compounds - “Uma

cepa, muitos compostos”)
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Estudos demonstram uma inconsisténcia entre 0 nimero de grupos
de genes identificados em microrganismos como potencialmente produtores
de metabolitos secundarios, e o numero real de metabdlitos secundarios
microbianos quimicamente produzidos. Esses grupos de genes séao
geralmente considerados cripticos ou “silenciosos”, sendo expressos em

condi¢bes especiais.

Para isto, diversos autores vém demonstrando que a abordagem
OSMAC ¢é de grande utilidade. E uma abordagem relativamente simples e
versatil que permite a ativacdo de diversas vias metabdlicas cripticas,
regulando a biossintese de metabdlitos secundarios através de alteracdes nos
parametros de cultivo como composi¢do do meio, taxa de aeragéo, tipo de
recipiente de cultura, sais, aminoacidos, fonte de carbono e nitrogénio, adicao
de halogénios, variacdo de pH e temperatura, cultura com aeracao, ou ainda
uma combinacédo desses fatores (Bode et al., 2002, Baral et al., 2020). Com
isso, 0 desencadeamento da expressao desses grupos gendmicos cripticos
pode resultar em um aumento da diversidade quimica que esses genes
controlam, permitindo a descoberta de novas biomoléculas de interesse

farmacéutico (Romano et al., 2018).

Desse modo, alterar alguns desses parametros visando a maior
producdo de metabdlitos microbianos marinhos pode ser interessante tendo
em vista todo o potencial destes microrganismos descrito anteriormente,

podendo trazer moléculas inéditos de interesse farmacologico.
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1.11 Justificativa

Considerando a problemética da terapia para doenca de Chagas e o
potencial de microrganismos como fonte de opc¢des terapéuticas associado
com a expressiva biodiversidade encontrada na costa litoranea brasileira, o
presente estudo visou isolar e caracterizar novos protétipos farmacéuticos
ativos no parasita em estudo, disponibilizando novas moléculas que poderiam
ser utilizadas para o desenho de novos farmacos antiparasitarios.
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2 OBJETIVOS

O presente projeto visou isolar e caracterizar espécies bacterianas

marinhas e avaliar o potencial anti-Trypanosoma cruzi de seus metabdlitos.
Especificos:

1. Coletar, isolar e caracterizar por MALDI-TOF-MS ou
sequenciamento genético, bactérias de invertebrados marinhos e sedimentos
coletados no litoral paulista.

2. Preparar extratos organicos e avaliar a atividade antiparasitaria
dos metabdlitos secundarios em tripomastigotas de T. cruzi.

3. Avaliar as Concentragcbes Efetivas 50% dos extratos
microbianos em tripomastigotas de T. cruzi.

4.  Selecionar uma espécie bacteriana que apresente o extrato com
atividade anti-T. cruzi para estudos OSMAC.

5. Selecionar um extrato com atividade anti-T. cruzi para pré-
fracionamento biomonitorado, utilizando a extracdo em fase sélida.

6.  Caracterizar quimicamente a fragao ativa utilizando ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM).

7. Determinar a Concentracdo Efetiva 50% in vitro da fracéo ativa
em tripomastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi.

8.  Avaliar in vitro a atividade hemolitica e a citotoxicidade da fragéao
ativa em células de mamiferos.

9. Estudar possiveis alteracbes proteicas de tripomastigotas
tratados com a fracao ativa por meio de espectrometria de massas.

10. Estudar a permeabilidade da membrana plasmética de

tripomastigotas tratados com a fragcao ativa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.0 Materiais

Os meios de cultura Marine Agar e Marine Broth foram obtidos da
Difco. PBS (Phosphate-buffered saline - “Tampé&o fosfato salino”), RPMI-1640
(Meio Roswell Park Memorial Institute), Alamar-Blue™ (rezazurina), MTT
(brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio), DMSO
(dimetilsulfoxido), Triton™ X-100 (éter terc-octilfenilico de polietilenoglicol)
acido formico e TFA (acido trifluoroacético), agua destilada ultrapura (Milli-Q®)
foram adquiridos de Sigma Aldrich/Merck. Solventes organicos grau HPLC
(acetato de etila, metanol, etanol e acetonitrila) foram adquiridos de JTBaker.
Kit Wizard e Go Taq Master Mix foram adquiridos da Promega e o kit QIAquick
da Qiagen. Acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (HCCA) de Bruker-Daltonics. O
fluor6foro Sytox ™ Green foi adquirido de Thermo Fisher, assim como Soro
Fetal Bovino (SFB). Corantes para coloracdo de Gram (violeta genciana, lugol
fraco, solucdo alcool-acetona e fucsina) foram adquiridos da Laborclin.
Cartuchos de extracdo em fase soélida C18 Bond Elute foram adquiridos de

Agilent.

3.1 Coletade corais e sedimentos:

As coletas foram realizadas em fevereiro de 2020 por meio de
mergulho autbnomo na regido de Sao Sebastido com o auxilio do CEBIMar-
USP sob licenca permanente para coleta de material zool6gico numero
10186-2 concedida pelo SISBIO (Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade). Os corais foram coletados em quantidades minimas para nao
causar impacto ambiental. Os invertebrados marinhos foram posteriormente
identificados pelo Dr. Alvaro E. Migotto. Os sedimentos do mar, uma mistura
de materiais orgéanicos e inorganicos depositado no fundo do oceano, foram
coletados com auxilio de uma draga no Canal de Sdo Sebastido (a 35 metros
de profundidade) (S 23°49°40.7” W045°24°44.7”), como também na llha dos
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Blzios, por meio de mergulho autbnomo (13 metros de profundidade) (S
23°48'05.2" W 45°08'32.2") (Figura 16).

Sao Sebastidao

e/

Figura 16- Mapa dos locais das coletas. A seta preta aponta a ilha de Buzios

e a vermelha o Canal de Sdo Sebastido. Fonte: Google Maps.

3.2 Isolamento e cultivo de microrganismos

Apos a coleta, as amostras foram imediatamente processadas no
CEBIMar sob condicbes estéreis e o conteudo do interior coralino e das
amostras de sedimentos foram inoculados em placas de Petri de 90x15 mm
em estufa B.O.D. a 25°C, em um meio &gar rico em nutrientes e especifico
para bactérias marinhas heterotroficas (Marine Agar, Difco). A partir disso,
obteve-se varios isolados. Os isolados foram armazenados em meio liquido
especifico para bactérias marinhas heterotréficas (Marine Broth, Difco) e
DMSO (Merck) a 15% em freezer a -30°C.

3.3 Coloragcédo de Gram

Isolados bacterianos foram levados ao teste da coloracdo de Gram
padrdo. Algumas colbnias foram transferidas do meio de cultivo agar e
diluidas em 20 pL de agua marinha. A suspensao foi depositada e distribuida

em lamina. ApOs secagem a temperatura ambiente, adicionou-se violeta
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genciana por toda a lamina por 10 segundos. Lavou-se em agua corrente e
foi depositado lugol fraco por 10 segundos. Repetiu-se a lavagem e a seguir
a lamina foi aplicada a solucdo descorante de alcool e acetona. Novamente,
lavou-se em agua corrente e em seguida a lamina foi coberta com solucao
diluida de fucsina (1:10) por 30 segundos. A lamina foi lavada em &gua
corrente e seca ao ar e levada a analise em microscépio optico, admitindo
como gram-positivas as cepas que mantém a cor roxa do corante violeta
genciana e como gram-negativas as que sao descoradas com o alcool-

acetona e coradas por fucsina, aparentando cor mais avermelhada.

3.4 Identificacdo de cepas por espectrometria de massas
(MALDI-TOF/MS)

Para identificagdo dos microrganismos foi utilizada a técnica
protedGmica Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight
(“Espectrometria de massas por lonizagao e dessorcao a laser assistida por
matriz — Tempo de voo”). As amostras foram extraidas em tubos de 1,5 mL ou

diretamente na placa.

Na extracdo em tubos, algumas colénias (até 5) foram suspendidas
em 300 pL de agua ultrapura (Milli-Q) e submetidas ao vértex. Foram
adicionados 900 pL de etanol, vortex e centrifugacédo a velocidade maxima
por 1 minuto. Todo etanol foi retirado com pipeta. Ao pellet foram adicionados
50 pL de acido férmico a 70% e a mesma quantidade de acetonitrila. Os
extratos foram centrifugados novamente por 2 minutos. O sobrenadante foi
distribuido em duplicatas (1 pL) em uma placa de 96 pocos para MALDI-
TOF/MS (Bruker-Daltonics) e seca ao ar. A matriz, acido a-ciano-4-hidroxi-
cinamico (HCCA) (Bruker-Daltonics), foi preparada a uma concentracao de 50
mg/mL em 50% de acetonitrila e 50% de agua com 2,5% de TFA, e foi

adicionada (1 pL) na amostra seca.

Na extracdo direta, algumas colbnias (até 5) foram transferidas para

a placa de 96 pocos e cobertas com a matriz conforme descrito acima.
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Um extrato de proteina DH5-alfa de Escherichia coli (Bruker-
Daltonics) foi adicionado na placa para controle externo. As analises foram
realizadas no espectrébmetro de massas MALDI-TOF/MS Microflex (Bruker-
Daltonics) com um laser de nitrogénio (337 nm) operando em modo linear com
extracdo retardada (260 ns) a 20 kV de voltagem de aceleragdo. Cada
espectro foi coletado automaticamente no modo de ion positivo como uma
meédia de 500 disparos de laser (50 disparos de laser em 10 posicbes de
pontos diferentes). Uma faixa de massa entre 3.000 e 20.000 m/z (relacéo
massa/carga) foi selecionada para coletar os sinais com a ferramenta Auto
Xecute do software de aquisicdo flexcontrol (Versao 2.4; Bruker-Daltonics).

Apenas picos com relacédo sinal / ruido foram considerados (Mouri et al, 2014).

3.5 Identificagcdo por sequenciamento do gene parcial 16S rRNA

Algumas cepas que nao foram identificadas pelo método de MALDI-
TOF/MS foram selecionadas para sequenciamento genético realizado pelo
Dr.Carlos Henrigue Camargo, do Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo
Lutz. O DNA genOmico da cultura bacteriana foi isolado utilizando o kit
Wizard® Genomic DNA Purification, com algumas modificacBes. Neste
protocolo modificado aumentamos o periodo de incubacédo com a Proteinase
K e utilizamos uma maior concentracdo de RNase. A amplificacdo parcial do
gene 16S rRNA foi realizada com o kit GoTaq Master Mix e primers universais

para eubactérias.

Os produtos de PCR foram purificados com um kit de purificacao
QIAquick e sequenciados usando o ABI 3730 DNA Analyzer, um sistema de
analise de DNA de 48 capilares (Applied Biosystems). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas usando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) e as execucdes realizadas em
capilares (36 cm) usando o polimero POP7. As sequéncias foram analisadas
usando o software BioNumerics v.8.0 (Applied Maths, BioMerieux)
ChromasPro (versao 2.0, Technelsium DNA Sequencing Software, Australia,

http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/), em comparagdo com as
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sequéncias presentes no banco de dados Ezbiocloud e Microbenet para
espécies-tipo e também no NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) usando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). As sequéncias

genéticas foram depositas no banco de dados GenBank (NCBI).

3.6 Extracdo de metabdlitos secundarios em meio agar marinho

Cepas bacterianas isoladas e identificadas foram semeadas em
placas de Petri (140x15 mm) e cultivadas por 120 h a 25°C. As coldnias foram
raspadas com raspador de células (Corning) e diluidas em &gua ultrapura
(Milli-Q) em frasco de vidro. ApGs agitacdo em vértex por 2 minutos e banho
de ultrassom por 10 min, foram adicionados 200 mL acetato de etila (JT Baker)
e a solucao foi transferida para o banho de ultrassom por 40 min. Apds este
periodo, o material foi transferido para um funil de separacédo. Apos parti¢ao,
a fase organica foi filtrada em funil sinterizado e solvente eliminado sob
evaporacao rotativa a 40°C. A fase aquosa, foi adicionado novo volume de
AcOEt (200 mL), repetindo-se o processo a partir desse ponto por 3 vezes. O

extrato assim obtido foi seco e armazenado em freezer a -20°C.

3.7 Extragdo de metabdlitos secundarios em meio liquido

Nessa variacdo de cultivo que configura uma abordagem OSMAC,
colénias isoladas do meio sélido foram transferidas para 20 mL de meio liquido
especifico para bactérias marinhas (Marine Broth) e cultivadas por 24h. A
densidade Optica dessa cultura foi mensurada e ajustada para corresponder
a 0,5 na escala de McFarland, ou seja, 1,5x108 UFC/mL. Em um frasco de
vidro com capacidade de 1 L, foram adicionados 250 mL do meio liquido e 1%
do volume (2,5 mL) da cultura bacteriana ajustada anteriormente. O cultivo foi
mantido a 25°C em agitador orbital e sem agitacdo por 96 h. ApOs esse
periodo, as culturas foram transferidas para tubos conicos de plastico com
capacidade de 50 mL e levados a centrifugacdo a 4000g por 20 min. O

precipitado celular foi separado do sobrenadante e concentrado em 100 mL
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de &gua ultrapura (Milli-Q). Apds agitagdo em vortex por 2 minutos e
sonicagdo em banho de ultrassom por 10 min, foram adicionados a essa fase
aguosa 100 mL acetato de etila. A partir disso, a extragdo seguiu como ja

descrito no tépico 3.6.

3.8 Cultivo em meio modificado com antigenos parasitarios

Nessa abordagem OSMAC, culturas de Leishmania infantum e
Trypanosoma cruzi foram concentradas e levadas para congelamento, banho
de ultrassom e adi¢cdo de agua marinha para garantir a morte parasitaria. Ao
agar marinho (Difco) foi adicionada a concentracdo de 1x108 /mL parasitas
processados como descrito acima (L. infantum ou T. cruzi) em 40mL do meio
em placas de Petri (140x15mm). A cepa bacteriana marinha Shewanella
pneumatophori foi semeada nesse meio com 0s antigenos parasitarios e o
cultivo deu-se por 120 h. O grupo controle caracterizou-se pelo crescimento
da cepa bacteriana em meio agar sem a presenca de antigenos. A partir disso,
foi seguido o protocolo de extracdo de metabdlitos descrito no tépico 3.6. Os
extratos brutos foram avaliados quanto sua atividade tripanocida como

descrito em 3.12.

3.9 Extracdo em Fase Sélida (Solid Phase Extraction - SPE)

Para fracionamento do extrato em AcOEt em fracdes de diferentes
polaridades, foi utilizado um cartucho SPE Bond Elute C18 (1 g) (Agilent), o
qual foi ativado previamente com 10 mL de metanol (100%) e condicionada
com 10 mL metanol em agua a 10% (v/v). O extrato (50 mg para cada
cartucho) foi dissolvido em 20 mL de metanol em agua (10% v/v). A amostra
foi entdo aplicada e eluida a uma vazao de 1 mL/min para adsor¢cao dos
metabalitos. Diferentes concentracdes de metanol em agua foram aplicadas
para a eluicdo dos metabdlitos (30, 60 e 100%). Deste processo, foram
coletadas 4 fragbes de 20 mL, cujo solvente foi eliminado em evaporador

rotativo a 40°C. Para o estudo biomonitorado, as fracdes (FO, FI, FIl e FllI)
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foram dissolvidas em metanol e testadas contra tripomastigotas de T. cruzi
(item 3.12).

3.10 Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria De
Massas De Alta Resolucao

Aliquotas de cada fracéo ativa do extrato microbiano da cepa SCSB
6022 (Olleya marilimosa), foram analisadas por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN de *H) pelo Prof. Dr. Jodo Henrique G. Lago na
Universidade Federal do ABC. Os espectros foram registrados em metanol
deuterado (Sigma-Aldrich) em espectrometro Varian, modelo INOVA 500,
operando a uma frequéncia de 500 MHz, sendo o sinal residual do solvente
empregado como referéncia interna. Os espectros foram processados no
software MNova v.12.0.1-20560, da Mestrelab Research S. L.

Os espectros de massas em alta resolucdo dos compostos foram
obtidos em espectrémetro Bruker-Daltonics MicroTOF QIl, usando uma fonte

de ionizacao por electrospray, operando no modo negativo via injecao direta.

3.11 Cultivo de parasitas e células

Tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram cultivados em células LLC-
MK2 em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de SFB a temperatura de
37°C em estufa com 5% COz. Células NCTC foram cultivadas em meio RPMI-
1640 com 10% de SFB em estufa a 37°C com 5% de CO..

3.12 Determinacdo in vitro da atividade antiparasitaria e da
concentragdo efetiva 50% (CEso) dos extratos e fracoes em
tripomastigota (biomonitoramento):

Os diferentes compostos (fracbes e farmacos padrbes) foram
dissolvidos em DMSO, diluidos em meio de cultura e incubados com o0s

parasitas em diferentes concentragbes com o objetivo de se determinar as
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respectivas CEso. A concentracao do solvente ndo ultrapassou 0,5% (v/v) para
nao causar danos aos parasitas.

As formas tripomastigotas, obtidas no primeiro dia da cultura de
células LLC-MK2, na concentracdo de 1x10° /poco em placas de 96 pocos
foram tratadas com os diferentes extratos microbianos em diluicdes seriadas
de 200 pg/mL a 1,56 pg/mL em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de
SFB. As placas foram incubadas a 37°C em estufa de 5% COz por 24 horas e
a viabilidade dos tripomastigotas foi determinada pelo método colorimétrico
usando a resazurina (Alamar Blue™), analisada no comprimento de onda (A)
570 nm em espectrofotdmetro (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader,
Molecular Devices). O farmaco benznidazol foi usado como controle positivo
do ensaio (100% morte) e, como controle negativo (100% de células vivas),
utilizaram-se as células néo tratadas. Todos os ensaios foram realizados em
duplicatas.

Na avaliacdo biomonitorada da atividade das fracbes de Olleya
marilimosa (FO a FIlll) e dos extratos OSMAC de Shewanella sp (SCSB
6.0.2.1), os tripomastigota (1x10°/poc¢o) foram incubados com os extratos na
concentragdo de 150 pg/mL meio RPMI-1640. Apés incubacdo em estufa a
37°C 5% CO:2 por 24 horas, avaliou-se a efetividade dos extratos visualmente
e atividade tripanocida foi determinada de acordo com motilidade e morfologia
do parasita considerando (+):baixa atividade; (++): média atividade e (+++)

alta atividade tripanocida ou N/A (n&o ativo).

3.12.1 Avaliagdo dos Mecanismos de Agéo
Para determinacdo de parametros de tempo de incubacdo e concentragao
ideais para os estudos de mecanismo de acéo, foi realizado um ensaio de
Concentracao Efetiva 50%. Desse modo, os parasitas (tripomastigotas de T.
cruzi) foram incubadas na concentracédo de 2x10° células/poco em placas de
96 pocos com a fracéao de extrato bruto Fll serialmente diluida em base 2 (200
a 1,6 uM) em meio HBSS suplementando com NaHCOz3 (4,2 mM) e D-glicose
(10 mM), a 24°C por 1, 2, 3 e 4h. Apos o periodo de incubacgédo, a morfologia

celular foi avaliada visualmente em microscopio invertido (Nikon Eclipse
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TS100) e a viabilidade celular foi determinada utilizando o método
colorimétrico com resazurina(Alamar Blue®). A leitura da placa foi realizada
em espectrofotdmetro (FilterMax F5Multi-Mode) com comprimento de onda de
570 nm.

3.13 Determinacdo da citotoxicidade in vitro e concentracao
citotéxica 50% (CCso):

A fracéo ativa do extrato de Olleya marilimosa (FIl) foi distribuida de
acordo com uma diluicdo seriada da concentracdo de 200 pg/mL a 1,56
ug/mL. Foram adicionadas células NCTC 929 na quantidade de 1x108 /poco
em em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de SFB em placas de 96
pocos. As placas foram incubadas a 37°C em estufa de 5% CO2 por 48 horas.
A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico usando o
cromégeno MTT, analisada no comprimento de onda (A) 570 nm em
espectrofotometro (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular
Devices) (Tada et al., 1986; Mesquita et al, 2014).

3.14 Atividade hemolitica

Eritrécitos (BALB-c) foram centrifugados (500 rpm, 10 minutos) e
utilizados para obter uma solucdo a 3% em PBS. Em uma microplaca de
titulacdo com fundo U, a fracdo do extrato bacteriano ativo (FII) foi distribuido
em diluicdo seriada de 200 pg/mL a 1,56 pg/mL. A seguir foi adicionado a
suspensao de eritrocitos (100 puL/poco) por 2 horas a 24°C. O sobrenadante
foi coletado e a densidade Optica determinada no comprimento de onda (A)
570 nm (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices). A
hemolise méaxima foi obtida usando suspensdo de hemacias em agua
destilada ultrapura (Milli-Q®) (controle positivo) e hemécias néo tratadas como

controle negativo.
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3.15 Determinagdo in vitro da atividade antiparasitaria e da
Concentracao Efetiva 50% (CEso) da frac&o Fll de Olleya marilimosa em
amastigotas:

Macréfagos (1x10° células/poco) foram adicionados em placas de 16
pocos (NUNC®) e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO 2 por 24h. Em
seguida, as células foram infectadas (10:1 parasita/macré6fago) com 1x10°
tripomastigotas/pogo por 2 horas. Adicionou-se a fragdo ativa Fll de Olleya
marilimosa diluido seriadamente em base 2 (100 - 0,78 uM). As formas
intracelulares do parasita permaneceram incubadas durante 48 horas. Ao final
do ensaio, as células foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa e
observadas em microscopio Optico com objetiva de imersdo (100x). Para
determinacao da CEso, foi utilizado o indice de infecgéo (IF), obtido através da
contagem diferencial de 200 macréfagos/poco. O IF é calculado com a
multiplicacdo do numero de macrofagos infectados pelo numero de

amastigotas totais, dividido pelo nimero de macrofagos totais.

3.16 Avaliacao do Perfil Proteico de tripomastigotas de T. cruzi

Tripomastigotas (1x107/poco) foram tratados com Fll de Olleya
marilimosa (25 pg/mL e 50 pg/mL) e benznidazol (40 pM) durante 24 horas
em meio RPMI. Apdés este periodo, as suspensdes de amostras das culturas
expandidas foram centrifugadas, o sobrenadante removido e o precipitado foi
lavado duas vezes em agua Mili-Q. O precipitado foi ressuspendido em 300
puL de agua Mili-Q antes de adicionar 900 pL de etanol 70%. Apds nova
centrifugacéo, 20 pL de &cido férmico a 70% e 20 pL de acetonitrila foram
adicionados ao precipitado e a solucdo foi agitada em vortex e centrifugada.
Cada etapa de centrifugacao foi realizada a 10.000 g por 10 min em
temperatura ambiente. Parasitas ndo tratados foram usados como controle
(Mouri et al, 2014). O sobrenadante foi distribuido (3 pL) em duplicatas em
uma placa de 96 pocos de aco para MALDI-TOF/MS (Bruker-Daltonics) e seca
em temperatura ambiente. A matriz, acido a-ciano-4- hidroxi-cinamico (HCCA)
(Bruker-Daltonics), foi preparada a uma concentragéo de 50 mg/mL em 50%
de acetonitrila e 50% de agua com 2,5% de TFA, e foi adicionada (1 pL) na

placa. Um extrato de proteina DH5-alfa de Escherichia coli (Bruker-Daltonics)
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foi adicionada na placa para controle externo. As analises foram realizadas
em um espectrometro de massa Bruker-Daltonics Microflex MALDI-TOF/MS
com um laser de nitrogénio (337 nm) operando em modo linear com extracédo
retardada (260 ns) a 20 kV de voltagem de aceleracdo. Cada espectro foi
coletado automaticamente no modo de ion positivo como uma média de 500
disparos de laser (50 disparos de laser em 10 posi¢des de pontos diferentes).
Uma faixa de massa entre 3.000 e 20.000 m/z (relacdo massa/carga) foi
selecionada para coletar os sinais com a ferramenta Auto Xecute do software
de aquisicdo FlexControl (Verséo 2.4; Bruker-Daltonics). Apenas picos com
relagéo sinal/ruido foram considerados (Mouri et al, 2014).

3.17 Avaliacdo de Permeabilidade de Membrana Plasmética

Para determinar possiveis alteracbes de permeabilidade da
membrana plasmatica celular, foi utilizado Sytox® Green, um marcador
fluorescente de acidos nucleicos, impermeavel a células viaveis. Os parasitas
tripomastigotas de T. cruzi (2x10° parasitas/poco) foram adicionados em
placas pretas de 96 pocos e incubados com Sytox® Green (1 pM) em meio
HBSS suplementando com NaHCOs (4,2 mM) e D-glicose (10 mM),
juntamente com a fracdo de extrato ativa de Olleya marilimosa (FIl) a 24°C
por 15 min. Posteriormente, foi realizada uma leitura basal da placa, apds essa
leitura, o composto foi adicionado e a fluorescéncia foi monitorada por 3 horas.
As leituras foram realizadas no espectrofluorimetro (FilterMax F5 Multi-Mode
Microplate Reader) com filtros de excitacdo de 485 nm e emissao de 535 nm
(Chicharro et al.,2001). A permeabilizacdo méxima foi obtida na presenca de
Triton X-100 0,5% (v/v) e parasitas ndo tratados foram utilizados como

controle negativo (100% viabilidade, membrana integra).

3.18 Analise estatistica
Valores de CEso e CCso foram calculados a partir de curva sigmoidal
dose-resposta. Salvo indicacdo em contrario, os dados relatados sdo a média

* desvio padrédo de pelo menos dois experimentos independentes realizados
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com amostras duplicadas. Para andlise da atividade hemolitica e
permeabilidade de membrana plasmética foram feitas analises de variancia
One-way ANOVA com teste de Comparacao Mdultipla de Tukey, aplicadas
para os testes de significancia (p valor<0.05) usando o software GraphPad
Prism 6.0. As amostras foram testadas em duplicata/triplicata e os

experimentos repetidos pelo menos duas vezes.
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4 RESULTADOS

4.1 Coleta e Identificacéo

Em colaboragdo com o CEBIMar-USP, foram coletados por meio de
mergulho autdnomo e por meio de dragagem no Canal de S&o Sebastido e
na llha de Buzios, 4 diferentes espécies de invertebrados marinhos e 2
amostras de sedimentos que serdo descritos nesse trabalho de acordo com
as siglas correspondentes (Tabela 1). A profundidade da coleta variou de 5 a
35 metros (Tabela 1). Na Figura 17 estdo representa os exemplares

coletados. Os invertebrados foram identificados pelo Prof. Dr. Alvaro Migotto.

Tabela 1- Origem dos microrganismos associados a corais ou sedimentos

Sigla Origem Profundidade (metros)
TC Tubastraea coccinea 5
MH Mussismilia hispida 10
PC Palythoa caribaeorum 5
MD Madracis decactis 10
SCSB Sedimento do Canal de Sdo Sabastidao 35

SIBUZ Sedimento da llha de Buzios 13

pn O

Figura 17- Invertebados coletados - TC: Tubastraea coccinea; MH:
Mussismilia hispida; MD: Madracis decactis; PC: Palythoa caribeorum. Fotos
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de Alvaro E. Migotto. e Marcelo Visentini Kitahara. Disponiveis no Banco de
imagens Cifonauta (Universidade de S&o Paulo).

4.2 Isolamento e Identificacdo de Espécies Bacterianas

Marinhas.

Destes invertebrados, a microbiota associada foi isolada sob
condicbes estéreis. Deste processo, constituimos um acervo de 32
microrganismos isolados (anexo | e Il), os quais foram submetidos a
identificacdo por MALDI-TOF-MS e armazenados a -80°C.

Na identificacdo destes microrganismos atraves da técnica de MALDI-
TOF/MS (Bruker-Daltonics), apds a extragdo das proteinas, as moléculas sédo
ionizadas, separadas de acordo com sua relacdo massa/carga, e €
determinado o tempo que leva para que o0s ions viajem até o detector, gerando
um fingerprint de proteinas caracteristico que, comparado ao banco de dados,
permite a identificacdo a nivel de espécie, de acordo com sistema logaritmico
de pontuacao intrinseco do programa que atribui um grau de confiabilidade
(score) ao resultado (Tabela 2). Os valores acima de 2,0 garantem a
identificacdo de género e espécie.

Tabela 2- Identificacdo de 12 isolados isoladas de corais e sedimentos
marinhos de acordo com score de MALDI-TOF ou sequenciamento

*
Sigla Gram € Identificacéo Score
morfologia
TC 2.0.2 NEG - bacilos Alteromonas macleodi S
2.25
TC 2.2 NEG- bacilos Vibrio alginolyticus 212
2,28
MH 3.0 NEG - bacilos Vibrio harveyi 291
2,31
MH 3.3 NEG - bacilos Vibrio alginolyticus 216
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2,27

NEG - . .
PC4.0.1 cocobacilos Vibrio harveyi 217
2,3
MD 5.0 NEG - bacilos Vibrio harveyi 2 29
SCSB6.0.2.1 NEG - bacilos Shewanella S
pneumatophori
SCSB 6.0.2.2 POS- bacilos Olleya marilimosa S
SCSB 6.1 POS- bacilos Bacillus megaterium ggg
SCSB 6.2 NEG- bacilos Vibrio harveyi gég
2,35
SIBUZ7  NEG- cocobacilos Vibrio harveyi 517
SIBUZ 7.2.2 NEG- cocos Halomonas aquamarina S

*score obtido no MALDI TOF-MS de dois estudos independentes. Scores acima de 2
confirmam género e espécie ; S: identificacdo por sequenciamento genético. NEG=gram-
negativo. POS=gram-positivo; TC (Tubastraea coccinea), MH (Mussismilia hispida), PC
(Palythoa caribaeorum), MD (Madracis decactis), SCSB (Sedimentos do Canal de S&o
Sebastido) e SIBUZ (Sedimentos da llha dos Buzios)

Com a coloracdo de Gram, constatou-se que a maioria destes eram

bacilos gram-negativos (Tabela 2).

N&o foi possivel a identificacdo de alguns isolados por este método,
por ndo apresentarem similaridade com nenhum padrdo proteico das
bactérias disponiveis no banco de dados do equipamento. Por isso, algumas
delas foram selecionadas para identificacdo por sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA.

A estrutura molecular do RNA ribossémico (rRNA), nomeadamente o
16S rRNA, é a base para a maioria dos meétodos utilizados na investigacao da
ecologia microbiologica. A sequéncia genética do gene 16S rRNA é a
sequéncia é mais frequentemente utilizada como marcador filogenético para
a ecologia microbiologica, segundo Innui (2009). Dado o grande nivel de

conservacgao visivel na sequéncia do gene 16S rRNA, a distancia filogenética
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entre microrganismos pode ser calculada. Através do sequenciamento e
andlise de amplicons obtidos da area do 16S rDNA utilizando uma base de
dados onde foram depositadas sequéncias do gene 16S rRNA, é possivel
identificar rapidamente bactérias com base em suas sequéncias

ribossbmicas.

Logo, apds sequenciamento, as sequéncias de nucleotideos (Anexo
[II) microbianos marinhos foram comparadas as depositadas nos bancos de
sequencias EzTaxon (https://www.ezbiocloud.net/), SepsiTest
(http://www.sepsitest-blast.de/en/index e Microbenet
(https://microbenet.cdc.gov/). A Tabela 3 mostra os respectivos percentuais
de similaridade baseado no sequenciamento do gene parcial 16S rRNA, de
forma que os organismos identificados sdo compativeis com as bactérias
marinhas Alteromonas macleodii. Shewanella pneumatophori, Olleya
marilimosa e Halomonas aquamarina, respectivamente. As sequéncias
genéticas foram depositas no banco de dados GenBank (NCBI) sob os
seguintes cédigos: OP163900, OP163958, OP163959.

Tabela 3- Identificacdo de cepas marinhas por sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA.

. . . . . . Comprimento de
Sigla Microrganismo Similaridade Completude Identidade ainhamento

SCSB Shewanella 1442
6.0.2.1 pneumatophori 99,72% 97,3% 99,7%; (99,7%)
SIBUZ Halomonas 1430
7.2.2 aguamarina 99,4 - 99,6% (100,0%)
TC Alteromonas
2.0.2 macleodii 99,4% 93,8% 99,8%  1385(99,9%)
SCSB Olleya
6.0.2.2 marilimosa 95,5% 100% - -

Com isso, o estudo apresenta 12 cepas identificadas ao todo, sendo
7 diferentes espécies: Alteromonas macleodii (1), Vibrio harveyi (5), Vibrio
alginolyticus (2), Bacillus megaterium (1), Shewanella pneumatophori (1),

Olleya marilimosa (1) e Halomonas aquamarina (1).
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4.3 Obtencédo de Extratos de Metabdlitos Bacterianos

Visando avaliar o potencial anti-Trypanosoma cruzi dos metabolitos
microbianos, partiu-se para a obtencdo de extratos organicos brutos, apos
cultivo em meio Marine Agar em placas de Petri de 140x15 mm. Para isto,
utilizou-se um total de sete placas e cultivo por 120 horas para cada espécie.
Os extratos organicos das 12 cepas isoladas de invertebrados marinhos e

sedimentos, foi obtida uma quantidade total de 2 a 11 mg (Tabela 4).

Tabela 4- Quantidade de extrato bruto obtido das extra¢des de metabdlito das

12 cepas identificadas.

Sigla Cepa Quantidade (mg)
TC 2.0.2 Alteromonas macleodii 2,6
TC 2.2 Vibrio alginolyticus 2,1
MH 3.0 Vibrio harveyi 11,4
MH 3.3 Vibrio alginolyticus 8,4
PC 4.0.1 Vibrio harveyi 7,9
MD 5.0 Vibrio harveyi 3,4
SCSB 6.0.2.1 Shewanella pneumatophori 5,5
SCSB 6.0.2.2 Olleya marilimosa 4,8
SCSB 6.1 Bacillus megaterium 2,7
SCSB 6.2 Vibrio harveyi 3,9
SIBUZ 7 Vibrio harveyi 8,9
SIBUZ 7.2.2 Halomonas aquamarina 3,2

TC (Tubastraea coccinea), MH (Mussismilia hispida), PC (Palythoa caribaeorum), MD
(Madracis decacactis), SCSB (Sedimentos do Canal de Sdo Sebastido) e SIBUZ (Sedimentos
da llha dos Buzios)

4.4 Avaliacdo da Concentracao Efetiva 50%
Com os extratos organicos foram realizados ensaios para avaliar a

Concentracao Efetiva 50% em formas tripomastigotas de T. cruzi. Dentre os
12 extratos testados, 100% destes apresentaram atividade antiparasitaria,
com valores de CEso encontrados variaram entre 1,5 + 0,25 pg/mL e 59,9 +

0,1 ug/mL. O extrato mais ativo foi obtido de Vibrio harveyi, encontrada no
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coral Palythoa caribaeorum. O extrato menos ativo foi da cepa de Bacillus

megaterium, isolada em sedimentos do Canal de Sdo Sebastido (Tabela 5).

Além disso, ndo se pode deixar de notar a diferenca de atividade entre
0s extratos metabdlitos de Vibrio spp, obtidos de diferentes amostras de corais
e sedimentos marinho. Os valores de CEso dos extratos obtidos das cepas V.
harveyi (MH 3.0, PC 4.0.1, MD 5.0, SCSB 6.2 e SIBUZ 7) variaram entre 1,5
e 51,3 yg/mL e dos obtidos de V. alginolyticus (TC 2.2 e MH 3.3) variavam
13,9 e 25,4 pg/mL.

Tabela 5- Avaliagdo da Concentracdo Efetiva 50% em tripomastigotas de T.
cruzi dos12 extratos organicos microbianos de cepas marinhas identificadas

Sigla Cepa CEso £ DP (ug/mL)

TC 2.0.2 Alteromonas macleodii 31,2+2,6
TC 2.2 Vibrio alginolyticus 13,943,0
MH3.0 Vibrio harveyi 51,3+1,1
MH3.3 Vibrio alginolyticus 25,4+1,2
PC4.0.1 Vibrio harveyi 1,5+0,2
MD 5.0 Vibrio harveyi 18,31£2,6
SCSB 6.0.2.1 Shewanella pneumatophori 15,1+3,3
SCSB 6.0.2.2 Olleya marilimosa 17,9+0,7
SCSB 6.1 Bacillus megaterium 59,9+0,1
SCSB 6.2 Vibrio harveyi 32,8+3,9
SIBUZ 7 Vibrio harveyi 8,0+0,7
SIBUZ 7.2.2 Halomonas aquamarina 15,440,5

Valores de CEso calculados a partir de curva sigmoidal dose-resposta DP: desvio padrao;
CEso: Concentracdo Efetiva 50%; TC (Tubastraea coccinea), MH (Mussismilia hispida), PC
(Palythoa caribaeorum), MD (Madracis decactis), SCSB (Sedimentos do Canal de S&o
Sebastido) e SIBUZ (Sedimentos da llha dos Bazios).

Com base nas curvas sigmoidais dose-resposta (Figura 18), foi
possivel verificar que sete extratos mataram aproximadamente 100% dos
parasitas nas maiores concentracoes testadas, sendo estes: TC 2.2, MH 3.3,
PC 4.0.1, SCSB 6.0.2.2, SCSB 6.2, SIBUZ 7, SIBUZ 7.2.2. Além disso, com
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base no método de viabilidade celular utilizando a resazurina pela atividade
mitocondrial, p6de-se verificar que todos os extratos apresentaram atividade

tripanocida.
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Figura 18 Curvas dose-resposta dos extratos organicos bacterianos deTC
(Tubastraea coccinea), MH (Mussismilia hispida), PC (Palythoa caribaeorum)
e MD (Madracis decactis), SCSB (Sedimentos do Canal de S&o Sebastido) e
SIBUZ (Sedimentos da llha dos Buzios) em tripomastigotas de T. cruzi.
Concentracao efetiva 50% determinada pelo método colorimétrico utilizando
resazurina (A=570nm) (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular
Devices). (CEso: Concentracao Efetiva 50%).

4.5 Abordagem One Strain Many Compounds (OSMAC).

|. Shewanella pneumatophori- Cultivo com Antigenos Parasitarios.

A selecédo desta bactéria foi baseada nos seguintes critérios: i) extrato
bruto com 50% de morte do T. cruzi; ii) primeiro estudo de atividade
farmacoldgica de seus metabdlitos. Para isto, o cultivo foi realizado em placas
contendo antigenos de Leishmania ou T. cruzi e a extracdo dos metabolitos
foi obtida em acetato de etila. Apos a incubacao dos tripomastigotas com os
respectivos extratos na concentracdo maxima de 150 pg/mL, néo foi

observado diferenca de poténcia entre os mesmos (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi por microscopia O6ptica
(morfologia e motilidade) de tripomastigotas de T. cruzi incubadas com
extratos da cepa SCSB 6.0.2.1 (Shewanella pneumatophori). Abordagem
OSMAC com cultivo de antigenos de Leishmania infantum e T. cruzi:

Sigla Quantidade Atividade
Cultivo de Anti- T.cruz
extrato(mg)
I-SCSB 6.0.2.1 S.pneumatophori 1,7 ++
II-SCSB 6.0.2.1+LI S. pneumatophori + Leishmania infantum 1,1 ++
[II-SCSB 6.0.2.1 +TC S. pneumatophori + Trypanosoma cruzi 1 ++

SCSB: Sedimentos do Canal de Sao Sebastido; ++ 50% atividade anti-T. cruzi

[I. Olleya marilimosa - Cultivo em Meio Sélido e Liquido (Estatico/

Movimento)

A selecéo desta bactéria foi baseada nos seguintes critérios: i) extrato

bruto com 100% de morte do T. cruzi; ii) coletado pela primeira vez em aguas
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tropicais no Oceano Atlantico e iii) primeiro estudo de atividade farmacolégica
de seus metabdlitos. Foi realizado um estudo para comparagéo da producéo
de metabdlitos em diferentes condi¢cdes de crescimento, sendo estas: i) meio
sélido Marine Agar; ii) meio liquido Marine Broth em movimento e iii) meio

liguido Marine Broth estético (Tabela 7).

Tabela 7- Comparacao do rendimento e atividade antiparasitaria de extratos
obtidos de bactérias cultivadas em meio liquido e solido.

Meio de cultura Qntd. de extrato(mg) CEso (ng/mL)
Caldo 3,1 53,0
Caldo + rotagdo 100rpm 8,5 147.,5
Agar 3,2 18,4
Controle caldo 0,7 Ativo a 100 ug/mL (+++)

CEso: Concentracao efetiva 50%; +++: Alta acdo tripanocida

4.6 Fracionamento biomonitorado e estudos espectroscopicos

Para tal, procedemos com a obtencéo de 500 mg de extrato bruto em
acetato de etila. O extrato total foi fracionado em cartucho de extracéo de fase
sélida, resultando em quatro fracdes distintas (FO a FlIl) de acordo com a
porcentagem de metanol utilizada. As frac6es eluidas com 30 e 60% de
metanol ndo apresentaram a cor amarelada, caracteristica das fra¢cdes FO e
Flll. A fracdo eluida com 60% de metanol em agua (Fll) foi a que apresentou
a maior poténcia contra os tripomastigotas de T. cruzi, eliminando 100% apds
24 h de incubacao (Tabela 8).

Tabela 8- FracOes obtidas por SPE do extrato organico bruto de Olleya
marilimosa de acordo com porcentagem de metanol utilizada, quantidade e
atividade antiparasitaria.

Fracdo %MeOH Qntd.(mg) Atvd.

FO 10% 158,7 N/A
Fl 30% 119 N/A
Fll 60% 10,2 +++
Flll 100% 161,6 ++

N/A:ndo ativo; ++ 50% média atividade tripanocida; +++ 100% alta atividade tripanocida
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Sendo Fll a fracdo de maior atividade anti-T. cruzi, a mesma foi
analisada por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
por espectrometria de massas (EM) de alta resolucdo para avaliar
qualitativamente os possiveis metabolitos presentes (Figura 19 e Anexo 1V).
A Fracdo FlIl também foi analisada em RMN (Anexo V), mas foi decidido
prosseguir os estudos com a fracéo Fll, de maior atividade tripanocida.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma técnica analitica de
espectroscopia usada para determinar a estrutura molecular e a composigéo
guimica de uma amostra. Nesta analise, um campo magnético externo induz
certos nucleos em moléculas a absorverem radiofrequéncias seletivas. A
energia absorvida causa uma transicdo de spin nuclear, que pode ser

observada na espectroscopia de RMN.

Inicialmente, o espectro de RMN de *H indicou a presenca majoritaria
de material graxo devido, dentre outros sinais, ao simpleto intenso em 6 1,2
ppm, caracteristico de cadeias metilénicas. No entanto, o sinal referente a
terminag&o da cadeia carbdnica, comumente observado como um tripleto em
80,8 ppm, foi detectado como um dupleto (J = 6,5 Hz) sugerindo a presenca

de &cidos graxos iso (Figura 19A e Anexo V).

Na tentativa de se identificar tais compostos, foi registrado o espectro
de massas de alta resolucdo em modo negativo, para que fossem observados
apenas os ions [M — H] dos &cidos graxos (Figura 19B).

A Figura 19B mostra que foram observados quatro ions majoritarios
com m/z 297,2790, 311,2954, 325,3104 e 339,3260, compativeis com as
formulas moleculares Ci19H3702 (calculado 297,2794), C20H3902" (calculado
311,2950), C21H4102 (calculado 325,3106) e C22H4302" (calculado 339,3263),

todos com um grau de insaturacdo, ou seja, uma carbonila.
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Figura 19- A. Espectro de RMN de 'H da fragédo ativa Fll de Olleya marilimosa
obtidos em em espectrémetro Varian, modelo INOVA 500, a 500 MHz, sendo
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o sinal residual do solvente empregado como referéncia interna. B. Espectro
de massas de alta resolucao da fracdo ativa Fll de Olleya marilimosa obtidos
em espectrometro Bruker-Daltonics MicroTOF QIl, usando uma fonte de
ionizagao por electrospray, operando no modo negativo via injegao direta.

De acordo com a literatura (Nichols,2005), a presenca de acidos
graxos do tipo iso foi descrita anteriormente na espécie em estudo. Desta
forma, foi proposta a ocorréncia de tais acidos graxos com variagdo na
extensdo da cadeia lateral. Os compostos identificados nessa fracdo ativa
foram os 4 desenhados a seguir pelo Prof. Dr. Jodo Henrique G. Lago
(UFABC) (Figura 20):

2.120:0 4.i22:0

12 OH 14 OH

Figura 20- Estruturas moleculares dos 4 acidos graxos de cadeia iso,
presentes na fracdo FII de Olleya marilimosa. 1. Ci9H3702; 2. C20H390:2 ;3.
C21H4102; 4.C22H4302.

4.7 Estudos de atividade biolégica de Fll: CEsoe CCso

ApOs a caracterizagdo estrutural dos constituintes dessa mistura,
prosseguimos com a atividade biolégicas desses metabolitos. O valor de CEso
contra a forma tripomastigota foi de 17,7 ug/mL apés 48 horas e 23,8 pg/mL
em amastigotas. Na Figura 21 podemos observar que nas concentracdes

mais elevadas da Fll houve 100% de morte dos parasitas. Os estudos em
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células NCTC clone 929 revelou que a fracdo ndo apresentou citotoxicidade
até a concentracdo maxima testada de 200 pg/mL (Tabela 9).
Tabela 9- Determinacdo da Concentracdo Efetiva 50% (CEso) em

tripomastigota e amastigotas de T. cruzi e Concentracdo Citotoxica 50%
(CCs0) em NCTC da fragéo FIl do extrato de Olleya marilimosa.

Tripomastigotas Amastigotas
Amostra CExo +DP CEq +DP CCso +DP
Fll 17,7 £ 3,5 pg/mL 23,8 £ 2,7 uyg/mL >200 pg/mL
Benznidazol 14,0 + 3,5 uyM 9,9%0,5 uM >200 uM

Valores de CEso calculados a partir de curva sigmoidal dose-resposta. DP: desvio padréo;
CEso: Concentragdo Efetiva 50%; CCso:Concentracéo Citotoxica 50%

L 100 {\

50 504

%viabilidade
% viabilidade
()

r T

-1 0 1 2

C T 1
-1 0 1 2

log concentraggo(ug/mL) log concentragéo (ug/mL)

A B

Figura 21- Curvas dose-resposta de CEso da fragéo Fll de Olleya marilimosa
em tripomastigota(A) e amastigotas(B) de T. cruzi, pelo método colorimétrico
utilizando resazurina em espectrofotdbmetro de placas (A=570 nm) (Filter Max
F5, Molecular Devices).

4.7.1 Determinagéo da Concentragéo Efetiva 50% Para Estudos
De Mecanismo De Acao

Os tripomastigotas foram tratados com a fracdo FIl por até 4 horas
para determinar o tempo e a concentracdo dos ensaios de permeabilidade de
membrana plasmatica e perfil proteico. Os resultados mostraram que apés
2h de tratamento, foi obtido um valor de CE so0 de 56,18 pg/mL. Com isso, 0s

estudos citados foram realizados com a concentracao de 50 pg/mL da fragcéo

do extrato FII.
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4.8 Atividade Hemolitica

Visando avaliar a toxicidade da FIl, a atividade hemolitica em
eritrocitos também foi realizada e nao foi observada hemdlise significativa em
concentragcbes até 200 pg/mL, tendo como comparagdo o controle negativo
(n&o tratado) (Figura 22).
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Figura 22- Atividade hemolitica da fracdo FII de Olleya marilimosa,
determinada em eritrocitos em microplacas. A absorbancia foi verificada em
espectrofotometro de placas (A=570 nm) (FilterMax F5, Molecular Devices).
Andlise de varianca One-way ANOVA, p <0,05.

4.9 Perfil proteico
Em seguida, o perfil proteico foi avaliado por MALDI-TOF/MS (Bruker-

Daltonics) utilizando tripomastigotas (1x10’ /poco) tratados com a fracéo FlI
do extrato de Olleya marilimosa, tripomastigotas néao tratados (controle) e
tratados com benznidazol (40 uM) por 24 horas. Os espectros das amostras
tratadas foram comparados para avaliacdo das alteracbes no perfil da
proteina. Com base no espectro de massas, foi possivel confirmar uma
alteracdo no perfil proteico dos grupos tratados quando comparados aos
tripomastigotas nao tratados (Figura 23). Alteracdes espectrais significativas
foram observadas nos picos 4.417m/z, com diminui¢éo das intensidades em
parasitas tratados com a maior concentragéo de Fll em relagdo ao controle

nao tratado, assim como ocorre com o tratamento padrao com benznidazol. A
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area do pico 3.0975 m/z teve sua area significamente diminuida pelo
tratamento com 50 pg/mL em relacéo ao controle e o mesmo ocorre em 2.780
m/z e de modo similar ao farmaco padrdo. Observa-se além disso, que o0s
parasitas tratados com FIl em sua maior concentracéo tiveram deplecdo de
proteinas com relacdo massa abaixo de 2.690 m/z assim como acima de
10.000 m/z. Houve também aumento da intensidade de outros picos, como o
8.075 m/z, que tem maior intensidade no tratamento pelo extrato na maior
concentracdo de modo semelhante ao benznidazol. O farmaco benznidazol
também foi analisado quanto a seu perfil de alteragBes espectrais. Os dados
espectrais brutos foram inseridos como Anexo VI.

72



2104 ]

3
g
g ]
18] 4038.159
] 8075276
1.0
0.5 2680333
: 19085817 13195.851
ERly 4117189
0, mARNEELL
- Fll
& 25ug/mL
8075139
5430 54 202089
H 10083.570 13202.429
_ e ;
E“H:M: 4038.211
= 150 —
E Fll
= 1.254 50pg/mL
B07AT21
1.009 7
0.759
1 2891170
050 Ll,#v‘ 5666.149
1 |
0.25, .JL‘W" WW.MJM\’ i | 10085732
. ﬁ- vt l&‘“%*--_'_-“___i.,__, )
i a8 4115.5868
: McT
£
8071.967
11092.303 13199.454
P
8000 10000 12000 14000 16000 16000 20000

Figura 23- Avaliacdo do perfil proteico de tripomastigotas de T. cruzi na
presenca da fracdo FIl de Olleya marilimosa. Espectro de massas de
tripomastigotas tratados com Fll (20 e 50 pg/mL), tratados com benznidazol
(BZN-40 uM) e nao tratadas (CT). Os parasitas foram tratados por 24h, e apos
o tratamento, as amostras foram analisadas em MALDI-TOF/MS Microflex
(Bruker-Daltonics). O perfil de proteina dos parasitas tratados foi comparado
com o perfil proteico dos parasitas néo tratados.
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4.10 Permeabilidade de membrana plasmatica

A seguir, foi analisada a alteracdo da permeabilidade plasmatica de
tripomastigotas na presenca da fracdo Fll do extrato de Olleya marilimosa,
com a sonda Sytox Green, corante que intercala em DNA celular quando ha
poros na membrana celular. A fragéo FII na concentragdo de 50 pg/mL foi
capaz de causar alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica dos
parasitas durante o periodo analisada (180 min), de acordo com a emisséo de
fluorescéncia significativamente maior do que o controle (Figura 24).
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Figura 24- Avaliacdo da permeabilidade celular dada pela intensidade de
fluorescéncia (U.A.) do parasita T. cruzi tratados por 180 min com a fracéo FlI
do extrato de Olleya marilimosa incubados com a sonda fluorescente Sytox
Green. Andlise de variangca One-way ANOVA, p <0,05.

Estudos em microscopia Optica foram feitos para corroborar os
resultados espectrofotométricos e demonstraram que a sonda Sytox Green se
encontra internalizada no parasita. Pode-se inferir que a fragao Fll foi capaz
de se inserir na membrana parasitaria e modificar sua morfologia a uma forma
“amastigota-like” em comparagdo ao grupo controle que se mostra
preservado. O controle positivo (Triton-X) causou as alteracbes de
permeabilidade esperadas e houve a emissao de fluorescéncia (Figura 25).
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Figura 25- Microscopia Optica de tripomastigotas de T. cruzi tratados com a
fracdo Fll do extrato de Olleya marilimosa.
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5. DISCUSSAO

A doenca de Chagas € um sério problema de Saude Publica em cerca
de 21 paises endémicos, sendo estes na sua maioria, paises em
desenvolvimento. Ainda, conta apenas com um Unico farmaco no Brasil, e

com eficacia limitada.

Em 2015, foi publicado o maior estudo clinico sobre o benznidazol
(Morillo et al, 2015). Este estudo prospectivo foi realizado de forma
multicéntrica, randomizada, envolvendo 2.854 pacientes com cardiomiopatia
chagasica, os quais foram tratados por 80 dias e acompanhados por 5,4 anos.
Os resultados demonstraram que a terapia reduziu a parasitemia, porém nao
impediu o desenvolvimento dos danos cardiacos ao longo dos 5 anos de
seguimento do estudo, sendo equiparado ao grupo placebo. Com isto, o DNDi
publicou uma nota afirmando que nos anos seguintes, teremos uma projecao
de 200.000 mortes causadas pela doenca de Chagas, principalmente pelas
complicacBes cardiacas e outras correlacionadas. Sendo assim, concluem
gue é necessario redobrar os esfor¢cos de pesquisas para novos tratamentos
(Pecoul et al., 2016).

Conforme demonstrado por Newman & Cragg (2020), compostos
naturais sao definitivamente uma das mais importantes ferramentas utilizadas
para a descoberta de novos farmacos. No presente estudo, buscamos
explorar a quimiodiversidade encontrada em bactérias do ambiente marinho,
ainda pouquissimo explorada no Brasil. Coletadas em invertebrados marinhos
e sedimentos, nosso estudo identificou 12 cepas bacterianas, e por meio de
estudos biolégicos, demonstrou o potencial anti-Trypanosoma cruzi em
formas tripomastigotas. As avaliagbes da Concentracdo Efetiva 50%
demonstraram que 100% dos extratos organicos obtidos apresentaram
atividade tripanocida, isto €, letal ao parasita. Por meio de sonda resazurina,
um cromogeno especifico para atividade mitocondrial, foi possivel confirmar a

auséncia de viabilidade do parasita nas concentracdes maximas testadas.

Dentre os extratos mais ativos foi observado que metabdlitos da

bactéria Vibrio harveyi foram os mais potentes. Esta cepa foi isolada de quatro
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fontes, uma do coral Mussismilia hispida, uma do coral Palythoa caribaeorum,
e outras duas de sedimentos do Canal de Sdo Sebastido e da Ilha dos Buzios.
Membros da familia Vibronacea sdo encontrados livremente em aguas
marinhas tropicais ou como comensais ou patégenos na microbiota intestinal

de animais marinhos (Thomson et al, 2004).

O género Vibrio foi o0 mais comum encontrado neste trabalho,
representando 7 das 12 cepas identificadas. A literatura o reconhece como
uma fracdo consideravel do microbioma coralino de diversas espécies, tanto
em organismos saudaveis como em doentes, e livremente nas aguas. Seus
papéis no holobionte incluem a fixacdo de nitrogénio, recurso alimentar,
decomposicdo da quitina, e producdo de antimicrobianos (Chimetto et al,
2008; Kooperman et al, 2007; Duclow et al, 1979; Ritchie, 2006).

Uma revisdo de Mansson e colaboradores (2011) revelou que até a
data de publicacdo do artigo, 93 metabdlitos bioativos haviam siso isolados
de Vibronacea. A maioria deles foi isolada de 3 espécies V. parahaemolyticus,
V. anguillarum, e V. vulnificus, que s&do reconhecidos como organismos
patogénicos em humanos e RATis marinhos. Para alguns desses compostos
sdo reportadas propriedades antifingica, antibacteriana e anticancer. De
acordo com essa revisao, apenas um deles, a prodigiosina, teve atividade
antiprotozoaria (antimalarica) relatada (Mansson et al., 2011). Para as
espécies V. harveyi e V. alginolyticus, apenas um composto foi descrito, a
neurotoxina TTX (tetrodotoxina), uma toxina ndo proteica, hidrofilica e
encontrada em peixes da familia Tetraodontidae (“baiacu”) (Mansson et al,
2011). De fato, estudos revelam que a presenca desta toxina em alguns
animais exerce o poder protetor contra infec¢des parasitarias (Johnson et al.,
2018).

O presente estudo demonstrou pela primeira vez a atividade anti-T.
cruzi de metabdlitos de Vibrio spp., sendo o extrato metabdlico de V. harveyi,
0 mais ativo entre todos os testados. Além disso, € notavel a diferenca de
atividade tripanocida dentre os extratos metabdlitos de V.harveyi e V.

alginolyticus, com origem de diferentes corais ou sedimentos. Estudos ja
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verificaram a diferenca do perfil metabdlico em cepas geneticamente similares
de Streptomyces griseus, exemplar do género mais prolifico na producao de
compostos bioativos (Sottorff et al., 2019). De acordo com este estudo,
espécies intimamente associadas pelo 16S rRNA mantém um conjunto
comum de compostos quimicos. Porém, apesar das sequéncias genéticas
idénticas desse gene, foi constatada notavel diferenga no conjunto acessorio
de metabdlitos secundarios, que séo Unicos para cada isolado analisado. Os
autores sugerem que, com base na proximidade filogenética e na similaridade
dos metabdlitos, ambas as cepas de Streptomyces sp. analisadas tiveram
uma origem comum que passou pela especializagcédo posterior em funcéo de
seu habitat (Sottorff et al., 2019). Com isso em vista, nossos resultados podem
indicar que as cepas das espécies bacterianas marinhas Vibrio spp.
encontradas podem ter sofridos o processo de especializacdo de seus

metabolitos de acordo com o coral ou sedimento marinho no qual habitam.

Outro potente extrato com atividade anti-T. cruzi foi do microrganismo
Shewanella pneumatophori, isolada de sedimentos marinhos. Esta bactéria
pertence a um género encontrado em locais extremos e variados em relacao
a temperaturas, e até em mesmo onde ha histérico de contaminacdo de
petréleo e no trato digestivo de animais aquaticos (Hirota et al., 2005).
Pertence ao grupo das bactérias redutoras de ferro, e alguns de seus
exemplares exercem resposta antimicrobiana em diferentes temperaturas e
pH contra os V. parahaemolyticus e V. alginolyticus, além do antagonismo ao
Vibrio harveyi (Shakibazadeh et al, 2012).

Bactérias desse género tem caracteristicas probioticas e tém sido
utilizados na aquicultura, especialmente na criacdo de camardes em cativeiro,
com a finalidade de controle biolégico, aumento da taxa de converséo
alimentar e redugéao dos custos para alimentacado dos animais e melhora do
sistema imune dos camardes (Portela, 2014). Outros estudos sobre atividades
antifangica contra Aspergillus e antimicrobiana contra Eschericia coli,
Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococus aureus, trazem a descoberta de

compostos organicos volateis e extratos ativos derivados de cepas do género
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Shewanella encontradas em algas e raizes de plantas terrestre,
respectivamente (Fitriani et al., 2015; Gong et al., 2015). Nosso estudo
demonstrou pela primeira vez na literatura a atividade anti-T. cruzi de

metabdlitos deste género bacteriano.

O microrganismo Bacilllus megaterium, também foi isolado de
sedimentos profundos no Canal de S&o Sebastido, especificamente a 35
metros. A espécie € conhecida do ambiente terrestre e tem capacidade de
solubilizar fosfatos naturais existentes no solo, disponibilizando o fosforo
contido nestes materiais, para as plantas cultivadas. Suas enzimas também
geram grande interesse para a industria para a producao de bioprodutos (Vary
et al., 2007; Wyciszkiewicz et al., 2015). Do género Bacillus, foram reportados
alguns peptideos com atividades antimicrobianas (B. subtilli), (Kaspar et al.,
2019) e alcaloides anti-Trypanosoma (B. pulmilus)(Martinez-Luis et al., 2012).
Da espécie B. megaterium, analises exploraram apenas atividade
antimicrobianas e antifiingicas de 3 compostos isolados, sugerindo uso contra
dermatofitoses e na aquacultura contra vibrioses (Malanicheva et al., 2012;
Viet Cuong et al., 2014) e o biocontrole de Aspergillus flavus (Kong et al.,

2010). Em nosso estudo, seu extrato foi 0 menos potente contra 0os parasitas.

A espécie Halomonas aquamarina também foi coletada de
sedimentos marinhos. O género tem ampla distribuicdo geografica e ja tem
exemplares produtores de lipopeptideos com propriedades biosurfactantes,
antitumorais e cicatrizantes (Cheffi et al., 2021) e acidos di-carboxilicos que
também inibem tumores (Wang et al., 2006). A espécie H. aquamarina
apresentou compostos com atividades antimicrobianas e antioxidantes
comprovadas por outros estudos (Fariq et al., 2019). Em nosso trabalho,
verificamos pela primeira vez a atividade antiparasitaria de metabdlitos de

Halomonas sp.

A espécie bacteriana Alteromonas macleodii, por sua vez, foi isolada
do interior do coral T. coccinea. Trata-se de um género bacteriano
amplamente distribuido em agua tropicais, sendo considerados

microrganismos eurialinos e euritermais que sao abundantes especialmente
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no mar Mediterrdneo (LOpes-Pérez et al.,, 2012). Estudos anteriores ja
relataram atividade antimicrobiana do seu extrato (Kalinovskaya et al., 2004).
Em nosso trabalho, foi verificada pela primeira vez a atividade anti-T. cruzi de

extrato metabdlito de Alteromonas sp.

De maneira geral, os corais sdo animais marinhos invertebrados de
diversas formas, tamanhos e cores, habitando todos os mares do mundo,
desde zonas costeiras até abissais. Eles sdo um grupo de organismos
coloniais ou solitarios que estdo em simbiose com uma vasta gama de
organismos microscopicos, constituindo seu holobionte. (Pérez, 1999).
Microalgas, fungos, bactérias, arqueobactérias e virus vivem no ou sobre o
tecido, muco, cavidade gastrovascular e esqueleto coralino, representando
uma diversidade funcional e genética enorme, sendo poucos microrganismos
conhecidos e uma infinidade a espera de classificacao (van Oppen & Blackall,
2019).

A microbiota de corais € variavel de acordo com seu estagio de vida,
nicho ecoldgico e fatores de estresse ambiental como o aumento da
temperatura dos oceanos e a invasao de microrganismos prejudiciais (Oppen
e Blackall, 2019).

As coletas na regidao de Séo Sebastido e Illhabela sdo amostras do
potencial da biodiversidade da nossa chamada “Amazénia Azul”, area que
compreende 4,5 milhGes de km? da costa brasileira banhada pelo Oceano
Atlantico e que se tornou objeto de estudo cientifico recentemente (Hazin,
2010). Apenas 4 espécies de invertebrados foram coletadas, mas esses
carregam consigo uma microbiota rica composta de milhares de

microrganismos. A seguir, discutiremos a relevancia de cada coral coletado.

O género Tubastraea, conhecido como “coral sol’, € nativo dos
oceanos Pacifico e indico e cresce em aguas rasas e costdes rochosos
tropicais. Foi coletado o exemplar Tubastraea coccinea (TC), de cor vermelho-
alaranjado. O género é invasor do litoral brasileiro, em consequéncia de

atividades como a navegacdao, que possibilita seu acesso através de agua de
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lastro. Sua resisténcia a diversas condic¢des fisico-quimicas e capacidade de
regeneracdo a partir de fragmentos de esqueletos contribuem para sua
propagacdo. Além disso, seu sucesso contra predadores e na competicao
com outras espécies se da pela producdo de metabodlitos com acédo anti-
incrustrante e anti-predacéo (Luz et al,2018). Recentemente, n0SSO grupo
isolou um alcaloide da espécie Tubastraea tagusensis, que apresentou
grande potencial anti-T. cruzi (Romanelli et al., 2022). Deste coral,
identificamos por MALDI-TOF as bactérias Alteromonas macleodii e Vibrio

alginolyticus (TC 2.0.2 e TC 2.2, respectivamente).

Mussismilia hispida € um coral nativo da costa brasileira. Estudos
mostram que a espécie tem sido dominada pela presenca do coral invasor
descrito acima, sendo extinto em alguns locais (Creed, 2006). Ja foi relatado
que o género Vibrio domina esse organismo, fato que foi confirmado pela
identificacdo de isolados de V. harveyi (MH 3.0) V. alginolyticus (MH 3.3), 0

que indica possibilidade de doenca causada no coral (Chimetto et al, 2008).

Palythoa é um género de zoantideos, ou seja, sao cnidarios polipdides
exclusivamente marinhos e habitantes dos recifes costeiros. Séo
caracterizados pela incorporacéo de gréos de sedimento nos tecidos da sua
parede corporal. Na espécie Palythoa caribaeorum, col6nias formam extensos
“tapetes” nas areas submersas, mas quando estdo expostos durante a maré
baixa, seus polipos produzem um muco que protege a coldnia da dessecac¢ao
(Soares et al., 2006). O coral Palythoa também sofre com a competicdo com
0os esclactineos invasores do género Tubastraea (Luz e Kitahara, 2017)
também demonstram que o coral possui compostos com acdo antibiética e

anti-inflamatoria (Soares et al., 2006).

Madracis decactis apresenta uma ampla distribuicdo ao longo da
costa brasileira e em toda a ilha oceanica brasileiras (Fernando de Noronha,
Roca Atol, SPSPA, e Trindade/Martim Vaz) e Africa Ocidental, tanto em aguas
rasas quanto profundas. A espécie é responsavel pelas estruturas de recife
mais relevantes no sudeste do Brasil e estas popula¢des foram gravemente

afetadas por um evento de branqueamento na década de 90 (Moreira et al.,

81



2014). No coral coletado dessa espécie tivemos um isolamento de uma cepa
de V. harveyi.

Dos sedimentos coletados (SCSB e SIBUZ), foram identificadas 6
espécies bacterianas: Bacillus megaterium (SCSB 6.1), Shewanella
pneumatophori (SCSB 6.0.2.1) e Olleya marilimosa (SCSB 6.0.2.2), V. harveyi
(SCSB 6.2 e SIBUZ 7) e Halomonas aquamarina (SIBUZ 722).

Um dos potentes extratos microbianos contra T. cruzi foi isolado da
cepa de Olleya marilimosa, isolada de sedimentos marinhos. Esta espécie foi
descrita pela primeira vez na Antartica em 2005, encontrada também em
sedimentos (Nichols et al., 2005) e até o momento, ndo havia sido descrita no
Oceano Atlantico. A espécie pertence a familia Flavobacteriacea, e tem como
caracteristica a coloracdo amarela/alaranjada de suas col6nias (Nichols et al.,
2005).

Os sedimentos marinhos constituem mais de dois tercos da superficie
da Terra. Como € o local onde se deposita matéria organica particulada, os
sedimentos contém o maior reservatorio de carbono organico do planeta.
Estima-se que os micrébios do subsolo constituem cerca de 85% da biomassa
total do planeta e 35% da sua biomassa viva (Whitman et al. 1998). Estas
comunidades microscépicas processam tanto carbono organico como
inorganico e contribuem para a ciclagem de nutrientes como o enxofre,
nitrogénio e ferro (Parkes et al., 2014). Apesar da importancia global destes
organismos, os sedimentos marinhos estdo entre os ambientes menos
compreendidos. Isto deve-se em parte a dificuldade de amostragem,
especialmente no mar profundo, bem como a complexidade das comunidades
habitadas (Baker et al., 2021). As bactérias sedimentares vivem num
ambiente fisica e quimicamente complexo e muitas variaveis influenciam a
sua distribuicdo. Alguns fatores que influenciam o crescimento de bactérias
nesses locais séo: tamanho e natureza do mineral do grdo de areia; a
atividade de animais bentbnicos como escavagdo e para abrigo ou

alimentacdo; e a profundidade, sendo que em regides mais superficiais ocorre
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a maioria da decomposicédo dos detritos devido grande deposicao de fontes
de carbono (Baker et al., 2021; Findlay et al., 1990).

Nosso estudo demonstrou pela primeira vez a atividade bioldgica e
especificamente, anti-Trypanosoma cruzi de metabdlitos da bactéria Olleya
marilimosa (SCSB 6.0.2.2). Nao foram encontrados estudos que descrevem
a atividade biolégica de seus metabdlitos, apenas o registro de uma patente
que utiliza uma cepa para a producédo de zeaxantina microbiana com fins

nutracéuticos (Dai, 2012).

Considerando o potencial antiparasitario de metabdlitos desta
bactéria realizamos um estudo para uma producdo escalonada, utilizando
meios sélido e liquido de cultivo, configurando um estudo OSMAC. Nossos
resultados demonstraram que o cultivo em meio liquido com rotagéo, resultou
em uma maior massa de metabdlitos microbianos. Porém, a poténcia destes
metabdlitos anti-T. cruzi reduziu em 8 vezes, quando comparado aos

metabdlitos provenientes de um cultivo em meio sélido (agar).

Nossos resultados sdo corroborados por outros estudos na literatura
em relacdo a alteragdes no cultivo bacteriano. A producdo de compostos
microbianos pode variar ndo apenas com a composi¢édo do meio, mas também
uma producdo diferencial tem sido relatada em meios sélidos quando
comparados a meios liquidos. English e colaboradores usaram uma
abordagem sistematica OSMAC para testar a producdo de antibioticos em
Streptomyces sp. em meios na forma liquida e solida com a adicédo de agar.
A producédo de antibiéticos foi avaliada contra S. aureus. Nenhuma atividade
antibiotica foi detectada em metabdlitos de culturas obtidas em meio liquido.
Diferentes espectros de RMN também foram observados nos extratos obtidos
em agar (ativos), quando comparados em espectros de extratos de bactérias
cultivadas em meio caldos/liquido (inativos) (English et al., 2017). De forma
similar, Guo e colaboradores observaram que o fungo marinho Penicillium sp.
F23-2, apresentou diferentes compostos quimicos quando se comparou o
crescimento da cepa em meio liquido e solido. O cultivo em meio sélido levou

ao isolamento de cinco novos analogos do acido ambuico (peniciclones A-E),
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gue mostrou atividade antibacteriana contra S. aureus (Guo et al., 2015). Isso
parece estar associado a possibilidade de formacédo de biofilme quando ha
cultivo em meio agar, o que possibilita melhor sinalizacao e interacao celular,
e consequente producdo aumentada de metabdlitos secundarios (Rieusset et
al, 2020).

Nossos estudos da fracdo FlI, ativa contra anti-T. cruzi, utilizando
ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas de alta resolugao,
confirmaram a presenca de acidos graxos iso, de ocorréncia rara na natureza.
Um estudo de Nichols e colaboradores (2005) corrobora a predominancia de
acidos graxos saturados ramificados, além dos monoinsaturados ramificados
e hidroxiacidos ramificados € uma caracteristica comum nas
Flavobacteriaceae, e além disso, a presenca de tais estruturas foram
detectadas na primeira cepa descrita, proveniente do Oceano Antartico
(CAM030™) (Mancuso Nichols, 2005; Bowman et al 1998, 2003;
Nedashkovskaya et al., 2005).

Os acidos graxos séo acidos organicos caracterizados pela presenca
de um grupo carboxila em uma extremidade e de um grupo metil na oposta.
Os acidos graxos sdo ubiquos na natureza e, como tal, pertencem a uma
classe fisiologicamente importante de molécula envolvida no armazenamento
de energia celular, estrutura de membrana e em varias vias de sinalizacdo
(Silvain & Elisabeta, 2009). Na industria, a producdo de acidos graxos é
destinada a diversos fins nas industrias farmacéutica, alimenticias, e de
produtos de higiene (Dewick, 2009). Até mesmo a producédo de acidos graxos
microbianos vem sido estudada com fonte de biocombustiveis (Beller et al,
2015).

De fato, a maioria dos acidos graxos sao considerados metabdlitos
primarios. No entanto, ha uma grande diversidade de estruturas raras e
exclusivas de certas espécies encontradas nessa classe, e, portanto, eles séo
melhores classificados como metabdlitos secundarios (Dewick, 2009). Logo,
essa subdivisdo € uma “area cinzenta” considerada meramente uma

conveniéncia (Dewick, 2009). Como exemplo, os acidos chaulmoogrico e
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hidnocérpicos sdo acidos graxos ciclopentenil incomuns encontrados no 6leo
de chaulmoogra, obtido de sementes de Hydnocarpus wightiana. O 6leo de
Chaulmoogra se consagrou por muitos anos como o Unico tratamento para o
tratamento da hanseniase, sendo estes dois acidos com alta eficacia contra o

agente etioldégico Mycobacterium leprae (Dewick, 2009).

Os acidos graxos variam em comprimento e grau de saturacdo, com
acidos graxos de ocorréncia natural com um comprimento de cadeia de 4 a
28 ou mais carbonos que podem estar saturados ou insaturados (Silvain &
Elisabeta, 2009). Os mais abundantes tém de 16 a 18 carbonos enquanto os
mais raros contém numero impar de carbonos (Dewick, 2009). Os &cidos
graxos saturados séo lineares e consistem em uma cadeia de carbono com
ligagbes simples, enquanto acidos graxos insaturados contém uma ou mais
ligacdes duplas carbono-carbono que introduz curvas fixas na cadeia do
carbono (Pohl et al., 2011).

Acidos graxos insaturados s&o componentes tipicos de produtos
naturais. Dentre eles, os 6megas 3 e 6 sdo bastantes estudados na literatura,
pois sdo essenciais para as células de mamiferos, ndo sendo capazes de
sintetiza-los (Alhusseiny & El-Beshbishi, 2020). Esses acidos tém efeitos
terapéuticos em doencas cardiovasculares, autoimunes e inflamatérias, além

de propriedades imunomoduladoras (Alhusseiny e El-Beshbish, 2020).

Acidos graxos saturados tem inimeras propriedades reportadas. Ha
muitos acidos graxos com atividades antifingicas. Sao alguns deles: acido
palmitico (ativo contra Aspergillus sp. etc; Altieri et al, 2007), caprico (ativo
contra C. albicans e outros; Bergsson et al, 2001), pelargdnico (ativo contra
Microsporum gypseum entre outros; Chadeganipour et al, 2001) e butirico (ativo
contra Fusarium oxysporum;Liu et al, 2008). Ao se inserirem naturalmente na
bicamada lipidica da membrana fangicas, perturbando-a fisicamente, ha um
aumento da fluidez da membrana. Estas elevac¢des na fluidez da membrana
provocam uma desorganizacdo geral da membrana celular que leva a
mudanc¢as conformacionais nas proteinas da membrana, a liberacdo de

componentes intracelulares, uma consequente sinalizacdo intracelular,
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desordens citoplasmaticas e eventualmente a desintegragéo celular (Pohl et
al, 2011).

Acido graxos saturados com atividade antimicrobiana também foram
descritos. Como exemplo, acido miristico, eficaz contra Mycobacterium
tuberculosis e M. bovis huma concentracao de 0,04mM; &cido laurico com MIC
entre 6,25 e 25 pg/mL contra micobactérias (Kondo e Kanai, 1977; Saito et al,
1984). Um possivel mecanismo é a capacidade destes &cidos graxos de
causar poros na membrana bacteriana e alterar a permeabilidade celular, o
gue ativa vias de sinalizacdo que levam o parasita a morte (Carballeira, 2008).
Os estudos de atividade antiparasitaria com essa classe de PN se restringem
aos acidos graxos insaturados, e ainda sdo escassos. Nossas analises da
membrana celular sugerem que a fracdo FllI de Olleya marilimosa, contendo
acidos graxos do tipo iso, alteraram fortemente a permeabilidade da
membrana plasmética do T. cruzi, um fato responsavel por um

desbalanceamento idnico levando o parasita a morte.

Em bactérias, um gama de &cidos graxo do tipo iso atuam no controle
da fluidez da membrana (Kaneda et al, 1991). Tais estruturas sado produzidos
pela extensdo da cadeia de malonato de diferentes unidades iniciadoras
derivadas de cadeia ramificada de aminoacidos modificados com ésteres CoA
(Dewick, 2009). A lipstatina, derivada da lactona encontrada em Streptomyces
toxytricini, € um exemplo de acido graxo de origem microbiana. Este composto
despertou muito interesse devido a sua capacidade de inibir a lipase
pancreatica, e foi desenvolvido para ser um farmaco antiobesidade. A

lipestatina € composta por dos acidos graxos tetradeca-5,8-diendico e
octandico. (Dewick, 2009).

Iso-acidos graxos tém sido surpreendentes quanto a sua relevancia.
O acido estearico, por exemplo, € muito versatil e utilizado desde a
composicdo de cosméticos, produtos automotivos a industria téxtil (Cavani et
al, 2016). Ja relacionado a bioatividade desses PN, uma série de acidos
graxos iso e anti-iso foram detectados de uma espécie marinha de

Streptomyces como responsaveis pela inibicdo de enzima topoisomerase
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(Lee et al, 1998), o que € interessante no desenvolvimento de farmacos anti-
cancerigenos (Carballeira, 2008). Além disso, estdo presentes em diversas
estruturas na forma de ésteres e amidos, incluindo septacidina, no qual &
encontradado o raro acido iso-palmitico (Acton et al, 1997), teicoplaninas
(Borghi et al, 1989); nos antibidticos tunicamicina (Ito et al, 1980),
corinetoxinas (Edgar et al, 1982), e streptovirudina (Eckardt et al 1980); nos
antibioticos de glicopeptideos arilomicina (Kulanthaivel et al, 2004; Liu et al,
2011), maradolipideos (Penkov et al, 2010), lipopetos do tipo plipastatina
(Esumi et al, 2003), glicosilglicerideos (Hunter et al, 1986; Orgambide et al,
1992), fosfoglicolipideos (Fujimoto et al, 2013), e esfingolipideos (Minamio et
al, 2003; Yano et al, 1982).

Para além disso, uma revisdo de Carballeira (2008) destaca que
acidos graxos marinhos sdo promissores no tratamento de doenca
infecciosas. Nossos estudos demonstraram pela primeira vez na literatura a
atividade antiparasitaria dos acidos graxos saturados do tipo iso de origem
bacteriana, especificamente contra o parasita causador da doenca de
Chagas.

A fracdo caracterizada quimicamente neste trabalho demonstra o
potencial de misturas complexas, principalmente em relacéo aos seus efeitos
potencialmente sinérgicos de seus componentes (Schmidt et al, 2007;
Schmidt et al, 2008). A acdo parasitaria dos iso acidos graxos descritos
provenientes de Olleya marilimosa e presentes majoritariamente nessa
mistura, poderia ser devida a acdo conjunta destes compostos. Porém,
somente o isolamento de cada substancia, podera confirmar esta hipotese,
assim como validar o potencial antiparasitario das substancias

individualmente.

Visando estudos de otimizacdo de compostos lideres, futuros
isolamentos serdo necessarios para a fracdo Il (FIl) da bactéria Olleya
marilimosa, com desenvolvimento de séries de substancias analogas, para

estudar as relagcdes estrutura-atividade (SAR) (Shahlaei, 2013). Essas
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relacdes geralmente sdo baseadas em descritores moleculares para prever a
farmacodinamica e farmacocinética do ligante (Poléto et al, 2018).

Apesar de grande parte dos farmacos aprovados conter anéis
aromaticos em sua estrutura, compostos como a miltefosina, uma
hexadecilfosfocolina, vem contrapor este paradigma. A miltefosina € um dos
mais recentes farmacos introduzidos para o tratamento clinico das
leishmanioses visceral e tegumentar (Sunyoto et al.,, 2018). Este fato
demonstra que compostos ndo aromaticos possam também servir como base

e inspiracdo para o desenho de novos protétipos farmacéuticos.

A microbiota marinha representa uma rica fonte de novos prototipos
farmacéuticos para o tratamento de doencas que acometem o ser humano.
Nosso estudo corrobora este potencial jA observado, e contribui diretamente
e de forma inédita, para futuros estudos farmacolégicos na doenca de

Chagas.
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6. CONCLUSOES

1- Foram obtidos 32 isolados e identificadas 12 cepas bacterianas
marinhas provenientes de corais e sedimentos.

2- Dentre os doze extratos organicos microbianos produzidos,
todos apresentaram atividade contra as formas tripomastigotas de T. cruzi.

3- As Concentracdes Efetivas 50% foram determinadas nos
tripomastigotas, demonstrando um grande potencial antiparasitario.

4- O estudo OSMAC com a bactéria marinha Shewanella
pneumatophori ndo potencializou o extrato.

5-  Estudos espectroscopicos e espectrométricos das fracdes
ativas da Olleya marilimosa demonstraram a presenca de acidos graxos
saturados do tipo iso.

6- A fracdo de extrato microbiano de Olleya marilimosa contendo
0s acidos graxos apresentou potente atividade contra tripomastigotas de T.
cruzi.

7-  Os estudos de citotoxicidade da fragéo ativa FIl demonstraram
gue ndo houveram danos a fibroblastos, assim como nenhuma atividade
hemolitica foi verificada em eritrocitos.

8- O perfil de proteinas parasitarias foi alterado com a presenca do
extrato FIl assim como a permeabilidade da membrana plasméatica dos
mesmos.

9- O extrato da bactéria Olleya marilimosa apresentou metabdlitos
promissores para futuros isolamentos e estudos de otimizacdo molecular em
T. cruzi.

10- Metabdlitos microbianos obtidos das bactérias estudadas

demonstram um potencial antiparasitario promissor para futuros isolamentos.
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Anexo | —Isolados bacterianos da coleta devertebrados marinhos e sedimentos da
llha dos Buzios (llhabela) e Canal de Sao Sebastido.

Sigla  Colbnias Crescimento*
1.1 bege cremosa ++
1T 1.2 Branca seca +
1.3 Branca perola seca +
2.0 bege cremosa brilhante +++
2.0.1 branca cremosa T+t
2.0.2 branca seca brilhante ++
TC 2.1
branca bege chiclete 4
2.2 brilhante
2.2.2 branca cremosa brilhante +++
2.2.4 creme seca +
3.0 branca cremosa brilhante +++
MH 3.3 bege cremosa +++
3.4 bege cremosa brilhante +++
amarelada cremosa +
PC 4.0 brilhante
4.0.1 creme brilhante ++
5.0 branca cremosa brilhante +++
501 branca cremosa +++
MD 5.3 bege cremosa opaca ++
5.4 bege brilhante cremosa +++
5.5 creme brilhante chiclete ++
6 Creme amarelada opaca ++
6.0 amarelo forte brilhante ++
6.0.2 alaranjada brilhante ++
SCSB 6.0.2.1 rosada brilhante ++
6.0.2.2 amarela brilhante +++
6.1 creme opaca ++
6.2 Branca brilhante ++
7  bege cremosa brilhante T+
SIBUZ 71
bege brilhante ++
722 branca seca ++

*crescimento verificado visualmente apds 24h a 25°C em meio Agar Marine (Difco).



Anexo ll- Fotografias de coldnias bacterianas coletadas sem identificagéo possivel
por MALDI-TOF

7.1\4
TC:Tubastraea coccinea; MH: Mussismilia hispida; PC: Palythoa caribaeorum; MD:

Madracis decactis; SCSB: Sedimento do Canal de Sao Sabastido; SIBUZ: Sedimento
da Ilha de Buzios



Anexo lllI- Sequéncia de nucleotideos das bactérias T.C 2.0.2, S.C.S.B 6.0.2.1,
SIBUZ 7.2.2 por sequenciamento do gene 16S rRNA

TC 2.0.2- Alteromonas macleodii

atgcttgggaacttgcctttgcgagggggataacagttggaaacgactgctaataccgcataatgtcttcgg
accaaacggggcttcggctccggcgcaaagagaggceccaagtgagattagctagttggtaaggtaacg
gcttaccaaggcgacgatctctagcetgttctgagaggaagatcagccacactgggactgagacacggcec
cagactcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggggaaaccctgatgcagccatgccg
cgtgtgtgaagaaggccttcgggttgtaaagcactttcagttgtgaggaaaagttagtagttaatacctgcta
gccgtgacgttaacaacagaagaagcaccggctaactccgtgccagcagccgeggtaatacggagggt
gcgagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcacgcaggceggtttgttaagctagatgtgaaagcecc
cgggctcaacctgggatggtcatttagaactggcagactagagtcttggagaggggagtggaattccagg

tgtagcggtgaaatgcgtagatatctggaggaacatcagtggcgaaggcgactccctggccaaagactg
acgctcatgtgcgaaagtgtgggtagcgaacaggattagataccctggtagtccacaccgtaaacgcetgt

ctactagctgtgtgtgtctttaagacgtgcgtagcgaagctaacgcgctaagtagaccgectggggagtac
ggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggeccgcacaageggtggagcatgtggtttaattcg
atgcaacgcgaagaaccttacctacacttgacatgctgagaagttactagagatagtttcgtgccttcggga
actcagacacaggtgctgcatggctgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacgag
cgcaacccttgtccttagttgccagccttaagttgggcactctaaggagactgccggtgacaaaccggagg
aaggtggggacgacgtcaagtcatcatggcccttacgtgtagggctacacacgtgctacaatggcatttac
agagggaagcgagacagtgatgtggagcggaccccttaaagaatgtcgtagtccggattggagtctgea
actcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgcaggtcagaatactgcggtgaatacgttcccgggec
ttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagtgggatgcaaaagaagtagttagtctaaccttcgggagga
cgattaccactttgtgtttcatgactggggtgaagtcgtaacaaggtaaccgt

SCSB 6.0.2.1- Shewanella pneumatophori
cggtaacacaagggagcttgctcctgaggtgacgagcggeggacgggtgagtaatgcectaggtatctge
ccagtcgagggggataacagttggaaacgactgctaataccgcatacgccctacgggggaaaggagg
ggaccttcgggccttccgecgattggatgaacctaggtgggattagctagttggtgaggtaatggctcaccaa
ggcgacgatccctagctggtctgagaggatgatcagccacactggaactgagacacggtccagactcct
acgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgaaagcctgatgcagccatgccgegtgtgtga
agaaggccttcgggttgtaaagcactttcagcgaggaggaaaggttagtgattaatactcactagctgtga
cgttactcgcagaagaagcaccggctaacttcgtgccagcagccgceggtaatacgaggggtgcaagegt
taatcggaattactgggcgtaaagcgtacgcaggceggtttgttaagcgagatgtgaaagecccgggctca
acctgggaactgcatttcgaactggcaaactagagtcttgtagaggggggtagaatttcaggtgtagecggt
gaaatgcgtagagatctgaaggaataccggtggcgaaggcggcecccctggacaaagactgacgcetca
ggtacgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgtctactce
ggaatttggtgtcttgaacactgggttctcaagctaacgcattaagtagaccgectggggagtacggecgce
aaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaa
cgcgaagaaccttacctactcttgacatccagagaattcgctagagatagcttagtgccttcgggaactctg
agacaggtgctgcatggctgtcgtcagctegtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcegcaac
ccttatccttatttgccagcacgtaatggtgggaactttagggagactgccggtgataaaccggaggaaggt
ggggacgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaatggtcggtacaga



gggttgcgaagccgcgaggtggagctaatctcacaaagecggtcgtagtccggattggagtctgcaacte
gactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtagatcagaatgctacggtgaatacgttcccgggecttgta
cacaccgcccgtcacaccatgggagtgggctgcaccagaagtagatagcttaaccttcgggagggcegtit
accacggtgtggttcatgactggggtgaagtcgtaacaaggtaaccgt

SIBUZ 7.2.2- Halomonas aquamarina
gatccagcttgctggatgctgacgagcggcggacgggtgagtaatgcataggaatctgcccgatagtggg
ggataacctggggaaacccaggctaataccgcatacgtcctacgggagaaagggggcttcggcetcecg
ctrtcggatgagcctatgtcggattagctagttggtgaggtaacggctcaccaaggccacgatccgtagcetg
gtctgagaggatgatcagccacatcgggactgagacacggcccgaactcctacgggaggcagcagtg
gggaatattggacaatgggggsaaccctgatccagccatgccgegtgtgtgaagaaggcecectcgggttgt
aaagcactttcagcgaggaagaacgcctagcggttaatacccgctaggaaagacatcactcgcagaag
aagcaccggctaactccgtgccagcagccgceggtaatacggagggtgcaagcegttaatcggaattactg
ggcgtaaagcgcgegtaggtggcttgataagececggttgtgaaagccccgggctcaacctgggaacgge
atccggaactgtcaagctagagtgcaggagaggaaggtagaattcccggtgtagcggtgaaatgegtag
agatcgggaggaataccagtggcgaaggcggccttctggactgacactgacactgaggtgcgaaagceg
tgggtagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacgatgtcgaccagcecegttgggtgec
tagcgcactttgtggcgaagttaacgcgataagtcgaccgectggggagtacggccgcaaggttaaaact
caaatgaattgacgggggcccgcacaagcggtggagceatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaacc
ttacctactcttgacatcctgcgaatttggtagagataccttagtgccttcgggaacgcagagacaggtgctg
catggctgtcgtcagctegtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgtaacgagcgcaacccttgtecttatttge
cagcgcgtaatggcgggaactctaaggagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggacgacgt
caagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaatggtcggtacaaagggttgccaactc
gcgagagtgagccaatcccgaaaagccgatctcagtccggatcggagtctgcaactcgactccgtgaag
tcggaatcgctagtaatcgtagatcagaatgctacggtgaatacgttcccgggcecttgtacacaccgcececegt
cacaccatgggagtggactgcaccagaagtggttagcctaacgcaagagggcgatcaccacggtgtgg
ttcatgactggggtgaagtcgtaacaaggtaaccgta



ANEXO IV- Espectros H-RMN da fracéo FlII de Olleya marilimosa
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ANEXO V- Espectros H-RMN da fracéo FlIl de Olleya marilimosa
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ANEXO VI - DADOS PERFIL PROTEICO - MALDI TOF

Controle FII (20 pg/mL) Fll (50 pg/mL) Benzinidazol
miz SIN Res. Intens. Area miz Res. Intens. Area miz SIN Res. Intens. Area miz SIN Res. Intens Area

2015,135 3 542 2350 4703 2015,834 4 743 2075 87 269117 5 004 4531 10087 2664,075 ) 1066 2519 5613
2055,506 10 673 4897 15525 2056,46 1 845 4410 11809 2781,908 4 694 4287 11698 2682,109 3 1386 2118 3449
2068,946 3 581 2273 6339 2063342 3 890 1764 3054 3483 932 3 1095 4161 7632 2690,333 9 872 3805 13954
2335717 6 594 3180 10503 2070,153 4 913 2027 4642 3577 487 4 497 4478 10515 2699,407 6 1014 2970 7126
2689,354 4 1349 2573 4436 2327,608 3 540 1871 4262 3613,278 3 583 4274 11884 2781,947 4 729 2214 4701
2696,163 3 525 2381 7139 2336,717 8 567 2824 9740 3627 547 4 686 4440 11838 3578,838 8 819 3309 11560
2780,356 14 580 6699 32802 2690,359 5 1170 2586 5468 3977,528 12 852 8587 41946 3979,141 6 654 2850 14765
2896,711 7 577 3940 17374 2698,036 5 599 2530 9427 3998,382 8 1121 6298 25167 3984,344 5 1677 2485 6411
2966,007 5 748 2967 8942 2781,729 18 588 6872 32379 4006558 4 2883 4686 5541 3997,866 22 838 7370 53474
3173,898 4 745 2659 6899 2898,119 8 564 3458 16230 4009 553 5 2241 4814 6482 4011,004 1 1096 4074 24163
3577,343 10 630 5032 23540 2966,813 4 542 2100 7688 4013,901 5 2809 4880 8414 4024,91 12 895 4605 29836
3771,764 9 597 4507 20408 3175,138 3 904 1891 3074 4023,769 7 772 5766 21999 4038,159 44 808 13807 86745
3947,291 9 860 4561 23072 3578,712 9 762 3907 14653 4038211 25 904 14855 76509 4052,022 19 699 6394 50155
3956,013 3 1666 2427 3751 3599,472 4 775 2401 6816 4052,234 9 1359 7104 33371 4063586 8 3257 3165 7429
3961,779 3 1572 2555 5176 3773,812 13 761 5251 24416 4068,325 6 999 5311 18122 4070,523 6 1075 2802 9824
3975,89 38 750 15257 92501 3948,816 9 682 3895 20333 4077888 4 3275 4525 7379 4078,051 8 755 3374 26298
3987,679 4 1267 2835 4551 3960,786 3 1148 2151 5822 4087 562 4 1229 4398 9575 4080429 8 2793 2669 5838
3997,246 8 901 4335 27493 3977,658 a6 737 15163 95745 4117,19% 8 793 6537 31489 4101,786 5 2362 2408 6320
4004,478 6 1633 3411 8242 3999 67 10 856 4262 20001 5656,149 3 792 2999 7757 4112,01 4 862 2197 445
4010,492 5 1162 3280 9356 4006,182 8 922 3308 17659 6143,043 4 865 2837 16054 4116,162 8 1118 2699 9873
4021,161 5 491 3291 19935 4017,218 7 1339 3262 9436 6161,906 3 875 2670 9033 4130,501 4 1105 2070 5795
4021,161 5 506 3201 19935 4023219 9 1015 3803 23828 6602,605 3 1564 2531 7102 4401,734 3 723 1835 4872
4036,34 26 733 10951 74389 4038,038 38 817 12814 74765 7966,312 3 1102 1621 7122 4407 563 4 1708 1968 3065
4050,957 8 792 4319 27099 4050,989 13 742 5061 36149 7980 687 3 1165 1582 6373 5035447 4 629 1779 7855
4063,556 6 1161 3507 12286 4065,327 8 800 3362 18127 7995453 12 1025 3665 31565, 6603,142 8 786 2376 25165
4067144 6 2727 3542 6884 4074,106 7 564 3244 20770 8008,324 4 a788 1859 7294 6622,662 4 1264 1546 5755
4072,719 8 609 4142 22853 4091,268 5 722 2469 10014 8022,537 6 842 2152 13304 6668,455 4 690 1440 6961
4085,751 6 1461 3376 9325 4100,965 5 700 2568 10380 8025,856 5 843 2106 13304 6674,031 3 2359 1277 2303
4089,843 6 556 3361 13147 4117,199 49 669 15808 109194 8046852 9 960 2035 23453, 6698,247 3 862 1290 5423
4100177 6 968 3356 12341 4131,566 12 751 4679 30309 8060,908 7 1401 2482 12419 6709,741 7 589 2052 20807
4115,588 a7 704 18291 132043 4145,062 17 771 6235 43857 8074,721 39 1099 9983 93513 6727,793 3 1865 1328 4336
4129,801 12 798 5572 33200 4156,108 5 1600 2475 4481 8088456 1 1557 3400 19755 6735,048 3 780 1279 4454
4143516 14 796 6462 45114 4161,836 4 522 2337 9511 8101,083 12 721 3701 37895, 7954 533 4 1085 1086 5248
4156,627 4 2711 2738 5112 4185,037 3 551 2070 6884 8116,38 6 1435 2226 11907 7968452 8 1315 1753 14646
4399,958 3 937 2366 6558 4399,737 3 606 2001 6564 8125,179 5 3113 2016 9935 7981,873 7 2625 1552 6528
4597,734 3 2856 2194 4904 5307,851 3 842 1601 7211 8137872 4 1881 1767 5941 7995,695 39 1151 6660 61530
5434395 5 719 2441 14482 5435,754 3 571 1571 8767 8146,327 4 4957 1689 3797 8009 644 1 1568 2156 13194
5526,855 4 1088 2266 12774 5436,844 4 583 1638 8767 8156,47 3 1407 1620 5447 8024,751 16 1245 2869 30468
5547,229 7 867 3100 22565 505,132 3 1089 1245 5287 8171721 6 876 2199 20891 8033,958 1 2369 2207 9796
5561,44 4 3342 2024 4402 6602,089 9 171 2391 24509 10085732 3 3366 749 3033 8046,276 20 1256 3499 38357
6130,69 8 1262 3077 18547 6709,019 3 1840 1265 3488 8062,036 15 1616 2793 14850
6137,735 6 1865 2601 8617 7980,3 3 1512 868 3384 8075,276 72 1069 11741 124173
6142,914 5 1659 2344 7341 7995 48 12 1084 2298 20130 8088679 22 1706 3856 26886
6148,784 5 1599 2172 5678 8011,836 4 864 1030 7340 8102,604 28 1132 4771 70224
6174,786 3 2025 1749 4143 8015,26 4 860 1042 7340 8125,648 10 1129 2015 11388
6197,242 3 1354 1751 5097 B8024,211 8 1275 1232 7084 8136,189 10 1072 1953 12847
6599,239 6 883 2510 20758 8036,255 5 1381 1130 5271 8142,005 10 1703 1940 9101
6703,924 5 770 2049 11681 B8047,961 10 1007 1854 16816 8152,799 10 839 1986 20633
6712,014 3 772 1702 7084 8060,33 7 2059 1453 6464 8157,555 10 809 1932 20633
6894,768 5 1364 2213 13286 8075,139 35 965 5797 59593 8165,219 8 3272 1692 8707
690,344 5 532 2058 16285 808,911 10 263 1984 15474 8181,083 7 2050 1565 9282
7992,107 6 1129 1780 19647 8101,691 13 959 2397 23102 8192,744 5 1351 1123 6818
8020,221 4 935 1242 8958 B8113,748 8 1260 1253 11769 8215414 4 1094 1070 5516
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS

S3o Paulo, 01 de Outubro de 2021

Projeto: CTC 08-N /2021

“Prototipos  Microbianos e Vegetais comeo Candidatos a Farmacos para Protozooses

Megligenciadas e Bactérias Multirresistentes”

Coordenacio: Andre Gustavo Tempone Cardoso

Prezado(s) Coordenador{es),

Comunicamos que o projeto foi aprovado guanto ao Merito Cientifico pelo Conselho
Técnico Cientifico do 1AL com Ciéncia da Direcao Geral e cadastro CTC-1AL 08-N/2021.

Por tratar-se de projeto que ndo envolve, direta ou indiretamente, a pesquisa com seres
humanos, & que ndo envolve a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (ndo humano) segundo o Lei n? 11794/2008, nido exige a avaliagdo quanto aos
aspectos &ticos pelo Comitd de Ftica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL) e pela

Comissio de Etica no Uso de Animais de Experimentacio do Instituto Adolfo Lutz (CEUAJIAL).

Atenciosamente,

e £
P ='t'~f“- e
ADRIANA BUGNO
Presidente do CTC/IAL

1*Via: Coordenador
2*Via: Diretor de Mideo
12 Vha: Deretor de Centro
42 \ia: CTC



