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RESUMO
Considerando a necessidade de novos tratamentos para doencas
negligenciadas como a leishmaniose visceral e a doenca de Chagas, o
presente trabalho realizou o fracionamento do basidiomiceto comestivel
Pleurotus salmoneostramineus na busca por substancias potencialmente
antiparasitarias. Dentre as fracdes ativas, foi isolado um composto
denoninado ergosterol, o qual apresentou atividade anti-Leishmania (L.)
infantum e anti-Trypanosoma cruzi. O ergosterol foi ativo contra amastigotas
intracelulares de Leishmania (L.) infantum, com valor de Concentracao
Efetiva 50% (CEsp) de 125 uM e de 129 uM contra formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi. O estudo da citotoxicidade em células de mamifero
resultou em um valor de CEsg de 619 pM. Seu mecanismo de agdo em
tripomastigotas resultou uma répida permeabilizacdo da membrana
plasméatica, com a despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial,
levando o parasito a morte. Apesar disso, ndo se verificou aumento de
espeécies reativas de oxigénio no parasito, demonstrando que seu
mecanismo de acao ndo envolve a indugéo de estresse oxidativo. A selecéo
de metabdlitos secundarios antiparasitarios presentes na natureza pode
fornecer futuros prototipos para o desenho de novos farmacos para doencas

negligenciadas.

Palavras Chave: Ergosterol, Pleurotus salmoneostramineus, Trypanosoma

cruzi, Leishmania infantum, mecanismo de acéo.



ABSTRACT

Considering the need for new treatments for neglected diseases as visceral
leishmaniasis and Chagas disease, in this work we fractionated the edible
mushroom Pleurotus salmoneostramineus in the search for potential
antiparasitic compounds. Among the active fractions, it was isolated the
ergosterol, which showed anti-Leishmania (L.) infantum e anti-Trypanosoma
cruzi activities. The ergosterol was active against intracellular amastigotes of
Leishmania (L.) infantum and trypomastigotes of Trypanosoma cruzi, with
50% Inhibitory Concentration (ICsp) values of 125 pM and 129 uM,
respectively. The cytotoxicity in mammalian cells resulted in an I1Cso value of
619 pM. Its mechanism of action in Trypanosoma cruzi trypomastigotes
resulted in permeabilization of the plasma membrane, as well as
depolarization of mitochondrial membrane potential, leading to parasite
death. Nevertheless, there was no increase in reactive oxygen species,
demonstrating that its mechanism of action does not involve the induction of
oxidative stress in the parasite. The selection of antiparasitic secondary
metabolites present in nature can provide future prototypes for the design of

new drugs for neglected diseases.

Key Words: Ergosterol, Pleurotus salmoneostramineus, Trypanosoma cruzi,

Leishmania infantum, mechanism of action.



ATP
CEso
CEgg
CcC
CCD
CDC
CPS
DC
DCA
DMSO
FCCP
FDA
HBSS
IC 95%
IS
LLC-MK2
LV

mg
mg/mL
MS

M -199
MTT

na

nd

nm
PBS
RPMI (1640)
RMN *H
RMN **C
ROS
SDS
SFB
WHO
viv

ML
pg/mL
UM

LISTA DE ABREVIATURAS

Trifosfato de adenosina

Concentragéao efetiva 50%

Concentragéao efetiva 99%

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada

Centers for Disease Control and Prevention
Coluna Pleurotus salmoneostramineus
Doenca de Chagas

Doenca de Chagas Aguda

Dimetilsulfoxido

Carbonilcianuro p-(trifluorometoxi) fenilhidrazona
Food and Drug Administration

Hank’s Balanced Salt Solution

Intervalo de Confianca 95%

indice de seletividade

Rhesus Monkey Kidney Cells — ATCC CCL 7
Leishmaniose visceral

Miligramas

Miligramas por mililitros

Ministério da Saude

Meio 199
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-feniltetrazolio
N&o ativo

N&o determinado

Nanémetro

Tampao fosfato-salina (Phosphate-buffered saline)
Meio Roswell Park Memorial Institute
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Ressonancia magnética nuclear de carbono 13
Espécies reativas de oxigénio

Dodecil sulfato de sddio

Soro fetal bovino

World Health Organization

Volume por volume

Microlitros

Microgramas por mililitros

Micromolar



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Casos confirmados de LV no Brasil de 2005 a 2013.................... 13
Figura 2: Fémea de flebotomineo, adulto, engurgitada - (foto ampliada) ....14
Figura 3: Ciclo de transmissao da leishmaniose incluindo vetor e hospedeiro
(VL] (=] 0] 7= To [o TR 15
Figura 4: Area endémica de doenca de Chagas na América Latina........... 19
Figura 5: Distribuicdo espacial dos casos de DCA no Brasil no periodo de
2006 @ 2003, ... e a e e e e e e e e e e —————————————————— 20
Figura 6: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi incluindo o vetor e o
hospedeiro vertebrado. ..o 22
Figura 7: Edema das palpebras superiores e inferiores (esquerda da
paciente) conhecido como sinal de Romana. ............ccovvvviiiiiiinieeeiiiiineeeeeeee 23
Figura 8: Principais estruturas de um Basidiomycota. .............occevvvviieeeeenn. 27
Figura 9: Cogumelos Basidiomicetos: 1 - Agaricus blazei, 2 - Lentinus
strigosus, 3 - Pleurotus ostreatus e 4 - Astraeus hygrometricus................... 28
Figura 10: Estrutura quimica do composto hipnofilina, isolado do
basidiomiCeto LENtINUS SHJOSUS. ......ccovriuuiriiiiiaeeeee e ee e e e 30
Figura 11: Estrutura quimica do composto panepoxidona isolado do
basidiomiceto Lentinus StrgOSUS. .........oiieiiiiiiiiiieeeeiiii e et e e e eeannns 30
Figura 12: Estrutura quimica do composto astracurcurona isolado do
cogumelo Astraeus NYGroOMEtIiCUS. .........uiiiiieeeiieiiieeeieii e 30
Figura 13: Estrutura quimica do composto peréxido de ergosterol isolado do
basidiomiceto Pleurotus OStreatUsS. ...........uuvuuiiiiieieeeeieieieeiiiiiien e 31
Figura 14: Cogumelo Pleurotus salmoneostramineus (“‘cogumelo rosa”). ...33
Figura 15: Fluxograma de obtencdo do extrato metanodlico bruto e das
fracBes obtidas apoés particao liquido-liquido do P. salmoneostramineus.....38
Figura 16: Fluxograma da confirmacéo da elucidacao estrutural ................ a7
Figura 17: Estrutura do ergosterol............coovuuiiiiieiiiiiiie e e e 58
Figura 18: Viabilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi submetidos
ao teste com resazurina, apos incubag¢do com as fracdes obtidas do extrato

metanolico do Pleurotus salmoneoStramineUS ........coueeeeeee e, 60



Figura 19: Viabilidade de promastigotas de Leishmania (L.) infantum
submetidos ao teste com MTT, apls incubacdo com as fracdes obtidas do
extrato metanadlico do Pleurotus salmoneostramineus. ...........ccoceeevvvvvevvinnnnns 60
Figura 20: Avaliagdo da efetividade do ergosterol contra amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum. Macréfagos peritoneais corados com
Giemsa e observados em microscopia Optica em aumento de 1000X
(imersdo em 6leo). A. controle ndo tratado. B. incubacdo com ergosterol por
120 horas a 150 pg/mL (378,16 puM). Seta demonstra amastigotas e a barra
(T oJ =TT T g [ e B A U o PP 65
Figura 21: Avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmatica de
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, representada em unidades de
fluorescéncia das leituras realizadas a cada 20 minutos de incubacédo na
presenca da sonda SYTOX® Green. O valor de p (teste de variancia, ndo
paramétrico) é representado por ***(p<0,001) e **(p<0,002) em relacdo ao
controle. O desvio é representado pela média das triplicatas de um ensaio
FEPIESENTALIVO. ..ciiiiiiiiiiittte ettt e e e e e e et et e bbb e e e e e e e eeees 66
Figura 22: Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial de
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi foi realizada utilizando a sonda
Mitotracker® Red CM-H2XROS apés uma hora de incubacdo com o
ergosterol * (p < 0,001) em relacdo ao controle. A barra € representada pela
média das triplicatas de um ensaio representativo. ................eeeeeeeeeeieeneeeenn. 67
Figura 23: Avaliacdo da producdo de ROS em tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi utilizando a sonda H2DCF-DA realizada ap6s uma hora
de incubacdo com o ergosterol. (p<0,05) ***(p<0.001) em relacdo ao
controle. A barra é representada pela média das triplicatas de um ensaio

FEPIESENTALIVO. c.vvuiiiei ittt ettt e e ettt e e e e e e et n e e e e eeaban e eaaeenes 68



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Espécies do género Pleurotus e suas atividades bioldgicas. ....... 32
Tabela 2: Fracbes e massas obtidas apds o fracionamento em coluna da
fracdo hexano do P. salmoneostramineus. .............cceeeiiieeeeiiiieeeiiiiiiieeen 44
Tabela 3: Grupos de fracoes, fragbes e massas de material obtido apds
fracionamento em coluna da fracdo hexano do P. salmoneostramineus......45
Tabela 4: Determinacdo da atividade antiparasitaria das frac6es: hexano,
acetato de etila e butanol do P. salmoneostramineus em formas
tripomastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania (L.) infantum. A
viabilidade foi determinada com resazurina e MTT, respectivamente. ......... 59
Tabela 5: Determinacédo da atividade antiparasitaria dos grupos em formas
tripomastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania (L.) infantum. A
viabilidade foi determinada com resazurina e MTT, respectivamente. ......... 61
Tabela 6: Determinacéo da atividade antiparasitaria do ergosterol em formas
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, promastigotas e amastigotas de
Leishmania (L.) infantum e citotoxicidade em macrofagos peritoneais. A
viabilidade foi determinada com resazurina e MTT, respectivamente, e 0s

farmacos padrdes miltefosina e benznidazol..............ccccoooeeeiiiiii e, 64



INDICE

1. INTRODUGAOD ....oiiiiiee oot 12
1.1, LEISHMANIOSE VISCERAL ....ciiiuuuiueutinnsnseneseeeeeeeereeeetaseseaaaaaaaeaasasanssnnnnnnns 12
1.1.1. Manifestagfes clinicas .............cooeeeeveieiiiiiiiiiie 16

1.1.2. TratameNntO .......iiiieei e 16

1.1.2.1. Anfotericina B.........coooviiiiiiiiiiiiiiii e 17

1.1.2.2. MiltefoSiNa......coeiiieieeiiiiiieeei e 18

1.2. DOENGA DE CHAGAS ...utiitiieii ettt e e et e e e e e et e e et e e et e et e e anaeeaaaeeans 18
1.2.1. Manifestagfes Clinicas ..o 22

1.2.2. TratameNn O .......ovieiiiee e 25

1.2.3. BasSidiOMICELOS ........oviiiiiiiiiiieeeei e 26

1.2.3.1.  Propriedades medicinais dos cogumelos .............. 28

1.2.3.2. O género PIEUrotUS .........cccuvvvvuiiiiiiieeeeeeeeeeeeeiiiiiies 31

1.2.3.3.  Pleurotus salmoneostramineus ..........cccccceeeeeeeennnnn. 32

2. JUSTIFICATIVA .t 34
3. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 35
I J0 B 1 = 7. L TP 35
3.2, ESPECIFICOS. tuuttiiiiiiiiiiiiiiie it e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e s st eeaeaaaeeaaeaeeas 35
4. MATERIAIS E METODOS ....cooouieeeceeee ettt 37
4.1. COGUMELO E REAGENTES ...tttttettitiitiaitieaaaaaaaaaaaaaaasaaasssaaannannsssnnsssnssssnees 37
4.2. OBTENCAO DO EXTRATO ORGANICO E DA PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO ......... 37
4.2.1. Maceragao a fri0........coevviiiiiiiiiiiie e 37

4.2.2. Particao liquido-liquido. ...........euvviiiiiiineeeiieeiiiis 38

4.3. AVALIAGAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS FRAGOES: HEXANO, ACETATO DE
ETILA E BUTANOL. ...iieeeeeiiteeeeeeitti e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s nn e as 39
4.3.1. Parasitas, células e animais de experimentagéo ....... 39

4.3.1.1. Animais de experimentagao .........ccccceeereerrunieeenenns 39

4.3.1.2.  T.CTUZI ceeiiiiiiiiieee e 39

4.3.1.3. Leishmania (L.) infantum...........cccccoooeeiiiiniinnennnnns 39

4.3.1.4.  Células LLC-MK2 ......ccoooiiiiiiiiiiiiiiii e 40



4.3.1.5. Células NCTC clon@ 929 .....oniiniei e 40

4.3.1.6. Macrofagos peritoneais............ccevvveieeeeveiiiineeennnns 40

4.3.2. Determinacdo da concentracéo efetiva 50% (CEso) em
Leishmania (L.) infantum e TrypanoSOmMa CrUZI. ..........cooeeeeeeeeeeeiiiiriiinanaenn 41
4.3.2.1.  Trypan0SOMa CrUZI.........ceeeeeiriieeiiiiiiiiiinaaeaeeaeaeeeens 41

4.3.2.2. Leishmania (L.) infantum. .............cccoooeiiiii e, 41

4.4. METODOS CROMATOGRAFICOS — FRACIONAMENTO. ....coiieiiiiieiieeeeieeeeeee 42
4.4.1. Estudo das fragbes hexano, acetato de etila e butanol.

42

4.41.1. Cromatografia em camada delgada (CCD) ........... 42

4.4.1.2. Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de *H) 43

4.41.3. Cromatografia em coluna (CC)...........cceeevvvrvrrnnnnnn 43
4.4.2. O estudo do grupo CPS-3 (3) c.uoveeeeeeiiiiieeeeeiiiiieeeeeeens 46
4.4.2.1. Elucidacado estrutural...............ccovvriiiiiiiiiiiiiieeeeens 46

4.4.2.2. Determinacdo in vitro da concentracao efetiva 50%
(CEsop) e da citotoxicidade contra células de mamiferos e do indice de
seletividade do ergosterol .........coovviiiiiiiii i 47

4.4.2.2.1. Estudo da atividade antiparasitaria em formas

amastigotas intracelulares a7
4.4.2.2.2. Trypanosoma cruzi Erro! Indicador néo
definido.

4.4.2.2.3. Amastigotas intracelulares de Leishmania (L.)

infantum 48

4.4.2.2.1. Ensaio de citotoxicidade da miltefosina 49

4.4.2.2.2. Ensaio de citotoxicidade do ergosterol em

macrofagos peritoneais 50
4.4.2.3. Avaliacdo dos mecanismos de acdo em formas
tripoMastigotas de T.CrUZI .....oeeveveieiiie e 50

4.5, ANALISES ESTATISTICAS ettt ettt ans 53

5. RESULTADOS . ... 54



5.1. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DO METABOLITO ISOLADO ...ccuvvneiineineenannnns 54

5.2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA. ......uuuuuunrinnrinrereeeeeeeeereeereeeaaeaeens 58
5.2.1. Determinacado antiparasitaria das fracdes: hexano,

acetato de etila @ butanol. ..........oooviiiiiiiii 58

5.2.1.1.  Tripomastigotas de Trypanosoma Cruzi................. 58

5.2.1.2. Promastigotas de Leishmania (L.) infantum .......... 58

5.2.2. Determinacéo da atividade antiparasitaria................. 61

5.2.2.1.  Tripomastigotas de Trypanosoma Cruzi................. 61

5.2.2.2.  Promastigotas de Leishmania (L.) infantum .......... 61

5.2.3. Avaliacdo da Atividade Antiparasitaria e Citotoxicidade

do Ergosterol 62

5.2.4. Avaliacdo dos mecanismos de acdo do ergosterol em

Trypanosoma cruzi 65

5.2.4.1. Alteracdo da permeabilidade de membrana
plasmética 65

5.2.4.2.  Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial 66
5.2.4.3.  Producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS)67

B.  DISCUSSAD ..o e, 69
T, CONCLUSODES ... e, 77
8.  REFERENCIAS .. .o ettt e, 78

9. ANEXOS .. 96



1. Introducéo

Doencas negligenciadas possuem amplo impacto social e
econdmico, constituindo em um grande problema em saulde publica,
afetando principalmente popula¢cdes menos favorecidas em regides tropicais
e subtropicais do mundo (Andrews et al., 2014). A familia Trypanosomatidae
€ constituida por protozoarios responsaveis por importantes doencas
parasitarias como a doenca de Chagas e a leishmaniose visceral (Fidalgo &
Gille, 2011).

1.1.Leishmaniose visceral

Leishmaniose visceral (LV) também conhecida como “calazar” é
uma doencga parasitaria tropical (Mukkavilli et al., 2014), frequentemente
associada com o desequilibrio social: relacionada a pobreza, e fator a ela
relacionado com a desnutricdo, deslocamento populacional, condi¢des
precarias de habitacdo e falta de recursos sociais (Khadem & Uzonna,
2014). Das infec¢des tropicais apenas a maléria supera o nimero de mortes
por LV (Marinho et al., 2015). Sua incidéncia mundial é estimada entre 200 a
400 mil novos casos anualmente, com 50 mil mortes, sendo que mais de
90% dos casos estdo concentrados em seis paises (Bangladesh, Brasil,
Etidpia, india, Nepal e Sud&o) (WHO, 2015).

Nas Ameéricas a LV foi descrita em 12 paises (Argentina, Bolivia,
Brasil, Coldmbia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México,
Nicaragua, Paraguai e Venezuela) e 90% dos casos ocorrem no Brasil,
principalmente na Regidao Nordeste (Belo et al., 2013; Cantacessi et al.,
2015; MS, 2014). O Brasil enfrenta atualmente expansao e urbanizacdo da
LV. Entre os anos de 2005 a 2013, os casos de LV no Brasil somaram 31990

casos (Figura 1) em grande numero de cdaes infectados tém sido
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encontrados em varias cidades de grande e médio porte. O ciclo de
transmissao, que anteriormente ocorria no ambiente silvestre e rural, hoje
também se desenvolve em centros urbanos, afetando pessoas de todas as
idades na maior parte das areas endémicas. A maioria dos casos registrados
de LV ocorrem em criancas com menos de 10 anos (Gontijo & Melo, 2004).
A razdo da maior susceptibilidade das criancas € explicada pelo estado de
relativa imaturidade imunolégico celular agravado pela desnutricdo, téo
comum nas areas endémicas, além de uma maior exposicdo ao vetor no
peridomicilio (MS, 2014).

Casos de LV no Brasil de 2005 a 2013

W Ano casos de LV

3852 3894
3597 3691 3446 3693 3526

3038 3253

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 1: Casos confirmados de LV no Brasil de 2005 a 2013

Fonte: SVS/Sinam/MS, 2015 (modificado).

Os agentes etiolégicos da LV sado protozoarios do género
Leishmania das espécies: Leishmania (L.) donovani no velho Mundo (Africa,
Asia, sul da Europa, bacia do Mediterraneo e Oriente Médio) e Leishmania
(L.) infantum na Bacia do Mediterraneo e no novo Mundo (América Latina)
(Sundar & Chakravarty, 2014). Eventualmente as espécies: Leishmania (L.)
tropica no Oriente Médio e Leishmania (L.) amazonensis na Ameérica do sul,
podem causar LV (Murray et al., 2005; Stockdale & Newton, 2013).
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Os vetores da LV sdo insetos que possuem de 1,5 a 2,0
milimetros de comprimento denominados flebotomineos, sendo que apenas
as fémeas sdo responsaveis pela transmissdo (Figura 2). Eles séo
principalmente encontrados em regides tropicais e subtropicais do mundo
(Dostalova & Volf, 2012). Espécies de dois géneros sao responsaveis pela
transmissao da doenca: Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia nas
Américas (Costa, 2011). Nas Américas, no ambiente urbano, os cdes (Canis
familiaris) sdo considerados o principal reservatorio de Leishmania (L.)
infantum (Belo et al., 2013; Dawit et al., 2013).

Figura 2: Fémea de flebotomineo, adulto, engurgitada (foto ampliada)

Fonte: MS, 2014.

O ciclo biolégico da Leishmania ocorre quando flebotomineos
fémeas ao sugarem o sangue de mamiferos infectados ingerem macréfagos
parasitados pelas formas amastigotas de Leishmania. No trato digestivo
anterior ocorre o rompimento dos macréfagos liberando essas formas,
reproduzem-se por divisdo binaria simples e diferenciam-se rapidamente em
formas flageladas denominadas promastigotas, que também se reproduzem
por processos sucessivos de divisdo binaria simples. Promastigotas
transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o es6fago e a faringe
do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se

diferenciam em formas infectantes promastigotas metaciclicas. O ciclo do
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parasito no flebotomineo se completa em aproximadamente 72 horas. Apos
este periodo, as fémeas infectantas ao realizarem um novo repasto
sanguineo em um novo hospedeiro, 0 homem ou outro mamifero, liberam as
formas promastigotas metaciclicas. Na epiderme do hospedeiro, estas
formas sdo fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No
interior dos macréfagos, no vacuolo parasitoforo, diferenciam-se em
amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento das células,
ocorrendo a liberacdo destas formas que serdo fagocitadas por novos
macréfagos num processo continuo, ocorrendo entdo a disseminacdo
hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitario como: linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (MS, 2014). Na

Figura 3 esta ilustrado o ciclo biologico da Leishmania.

No flebotomineo @ Febonomineos a2 0 repssd

e Promassgotas sdo
sanguineo (injeta promassgotas)

haeckid oer No homem

N\
o b

Promassgotas s3o ransiormadas
em amasigoas dento ceA

macrdiagos

Divis3o binana & migracio _umip
e para a probdscide

RO

NG
o Amasigoias ransformam-se em
o,
@ w» 0~

mmgdio mestno médio
-
~ , ¢ Nae
LY - o ¢ s9e’ \
Q'Q‘,‘e’a > | 7@1 Multipiicacdo de
€O i ARG amastgotas
: \ : r;-’ 1 '\ — A
el

© Iresiode
ciuissparasiadas @) Fieboomino faz o repasto
sanguineo (Ingere amasigotas)

A\~ Estigio de Infecgio
A= Estagio de Diagnéstico

Figura 3: Ciclo biologico da Leishmania incluindo, vetor e hospedeiro
vertebrado.

Fonte: CDC, modificado, 2015.
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1.1.1. Manifestac¢des clinicas

A LV é uma infecgdo sistémica e afeta a maioria dos 6rgéos
internos do paciente. Os parasitos infectam preferencialmente macroéfagos,
tendo tropismo pelas visceras. Geralmente sdo encontrados na medula
0ssea, baco, figado e tecidos linféides (Kumar & Engwerda, 2014). A
infeccdo pode variar entre fase assintomética com individuos infectados por
parasitos, mas sem aparente impacto sobre a sua saude. A fase aguda
sintomatica é caracterizada por linfadenopatia, febre, diarréia, mal-estar,
tosse, hepatomegalia, esplenomegalia e anemia (Fumagalli et al., 2015;
Ready, 2014; Rock et al., 2015). Nesta fase a falta de tratamento leva a
doenca a progredir para caquexia grave, hemorragia, infeccées secundarias,
acarretando em alto risco de morte, que podera ocorrer em até dois anos
(Roatt et al., 2014).

1.1.2. Tratamento

Atualmente o tratamento da LV é limitado a poucos farmacos, os
quais estdo associados a alta toxicidade, graves efeitos colaterais, eficacia
reduzida pelo aumento de cepas resistentes e longos periodos de
tratamento (Freitas et al., 2015; Nuhs et al., 2015; Rojo et al., 2015; Singh &
Sundar, 2014).

Nos ultimos anos a quimioterapia de primeira escolha para o
tratamento da LV s&o os antimoniais pentavalentes tais como estibogliconato
de sédio (Glucantime® e antimoniato-N-metil-glucamina (Pentostam®).
Farmacos como anfotericina B, Ambisome (formulacdo lipidica de
Anfotericina B), miltefosina e aminosidina (paromomicina) sao farmacos de
segunda escolha utilizados como tratamentos alternativos em é&reas de

resisténcia aos farmacos antimoniais (Faleiro et al., 2014).
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No Brasil o tratamento tradicional consiste na indicacdo de
antimoniais como primeira linha de tratamento e anfotericina B como
segunda linha (Maillo & Vélez, 2013). Frequentemente 0s pacientes
interrompem o tratamento, devido a dificuldades encontradas tais como
postos de atendimento distantes, impossibilidade de internagao, falta de

esclarecimentos sobre a doenca (Desjeux, 2004).

1.1.2.1. Anfotericina B

Anfotericina B (Fungizone®) é um antibiético que foi originalmente
isolado do fungo Streptomyces nodosus (Hussain et al., 2014; Patil et al.,
2012). Introduzido no tratamento da LV na década de 1960, tem excelente
atividade leishmanicida (Melo & Fortaleza, 2013), porém provoca graves
efeitos adversos que incluem: nauseas, vomitos, febre, hipocalemia,
insuficiéncia renal, anemia e problemas cardiacos, restringindo a sua

utilizacdo ao ambiente hospitalar (Lindoso et al., 2012).

Sua acéo anti-Leishmania se da devido a ligagao preferencial com
ergosterol, presente na membrana plasmética da Leishmania, alterando a
permeabilidade da membrana e provocando o0 extravasamento dos
componentes intracelulares, levando o parasito a morte (Junior et al., 2012;
Lindoso et al., 2012). Atualmente novas formulacdes lipidicas de anfotericina
B foram desenvolvidas com a finalidade de melhorar a sua biodisponibilidade
e as propriedades farmacocinéticas, reduzindo consideravelmente os efeitos
adversos (Junior et al., 2012), entretanto o custo elevado dessas novas
formulacdes é um fator limitante para o seu uso generalizado (Fumagalli et
al., 2015).
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1.1.2.2. Miltefosina

Miltefosina  (hexadecilfosfocolina) foi o primeiro farmaco
leishmanicida oral, originalmente foi desenvolvido para o tratamento de
cancer (Hussain et al., 2014; Manna et al., 2015). Utilizado desde 2005 como
primeira linha no tratamento da LV na india (Berg et al., 2013). Suas
limitacdes de uso sao: toxicidade para o trato gastrointestinal, hepatico, renal
e a teratogénica restrigindo o seu uso em mulheres gravidas (Lindoso et al.,
2012).

1.1.2.3. Pentamidina

Isotionato de pentamidina (Lomidine®) é uma diamidina aromatica,
utilizada em pacientes que nado respondem ao tratamento com antimoniais e
anfotericina B. Seu mecanismo de acado esta relacionado a interferéncia na
sintese de DNA do parasito agindo sobre o cinetoplasto e na membrana
mitocondrial. Devido a sua maior toxicidade e menor eficacia € administrada
na dose de 4 mg/kg, 3 vezes por semana durante 5 a 25 semanas. Os
efeitos colaterais sdo: anemia, cefaleia, lesdes hepaticas, dispnéia, diabetes
mellitus e sudorese (Lindoso et al., 2012).

1.2.Doenca de chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descrita
em 1909, na cidade mineira de Lassance, pelo pesquisador brasileiro Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934), a qual fez uma das mais
abrangentes descobertas; descrevendo o agente etiolégico, o vetor, o

reservatorio, 0os aspectos clinicos e as fases da doenca (Bestetti & Neto,
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2011). Estima-se que 8 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o
mundo com DC, principalmente na América Latina onde € endémica em 21
paises (Figura 4), e é responsavel por 10 mil mortes anuais e constitui um
risco para 100 milhdes de individuos (WHO, 2015).

A distribuicdo geografica da DC era inicialmente restrita ao
continente Americano, devido a presenca dos triatomineos (vetores) na
regido sul dos Estados Unidos da América (EUA) até norte da Argentina e
Chile (Molina et al., 2012). Nas ultimas décadas, o perfil epidemiologico de
paises ndo endémicos localizados na América do norte, Europa, Asia e
Oceania alteram-se devido a migracdo de pacientes crénicos para esses
paises, particularmente nos EUA, que tém aproximadamente 300 mil
individuos infectados cronicamente provenientes de paises endémicos
(Carod & Gascon, 2010; Coura et al., 2014).

Estados Unidos da América

México

Costa Rica——

Bolivia
[7] Area endémica

[7] Area enzética Chile Paraguai

Uruguai

Argentina

Figura 4: Area endémica de doenca de Chagas na América Latina.

Fonte: Coura & Dias, 2009 (modificado).
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No Brasil, atualmente predominam os casos crénicos de DC
decorrentes de infec¢des adquiridas no passado, quando a principal forma
de transmissdo era vetorial, com aproximadamente trés milhdes de
individuos infectados. No entanto, nos ultimos anos, a ocorréncia de doenca
de Chagas aguda (DCA) tem sido observada na Amazbnia Legal, com
ocorréncia de casos isolados em outros estados (MS, 2009). Na Figura 5,

nota-se que o maior nimero dos casos de DCA esta na regido Norte.
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Figura 5: Distribuicdo espacial dos casos de DCA no Brasil no periodo de
2006 a 2013.

Fonte: SVS/Sinam/MS, 2015 (modificado).

Trypanosoma cruzi € o agente etiologico da DC, protozoario
hemoflagelado da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (Souza,
2014). Os vetores da DC sédo triatomineos da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae. Sdo aproximadamente 140 espécies
conhecidas (Lazzari et al., 2013) e destes 69 triatomineos foram
identificadas no Brasil. Sdo conhecidos popularmente como: barbeiros,
chupbes, chupanca, bicudos entre outros nomes dependendo da regido

geografica. Os principais géneros de importancia médica sao:
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Panstromgylus, Rhodnius e Triatoma. S&o encontrados em diferentes
biomas das Américas e alimentam-se do sangue de diversos mamiferos
(MS, 20009).

O seu ciclo de vida possui duas fases, uma no vetor invertebrado
(triatomineo) e outra no hospedeiro vertebrado (mamifero). No triatomineo,
quando este ingere as formas tripomastigotas metaciclicas ao fazer o
repasto sanguineo no homem ou em outro mamifero infectado, estas formas
no triatomineo se diferenciam em formas epimastigotas e ap6s migrarem
para 0 intestino posterior aderem ao epitélio e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas (forma infectante). No mamifero durante ou apés o
repasto sanguineo o triatomineo infectado libera junto com as fezes ou urina as
formas tripomastigotas metaciclicas. Estas quando entram em contato com a
pele lesionada, invadem a circulacdo sanguinea sendo capazes de infectar
diversos tipos de células. Ao invadir o citoplasma da célula, as formas
tripomastigotas metaciclicas se diferenciam em formas amastigotas, onde se
dividem por divisdo binaria simples. Ap6s um periodo as formas amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicas, rompem a célula e caem na
circulacdo sanguinea, comec¢ando um novo ciclo (Figura 6) (Adade et al., 2013;
Alvarez et al., 2014; Ferreira e Avila, 2001).

21



0 triatomineo durante o repasto

sanguineo libera junto com as fezes Os tripomastigotas invadem as
ou urina os tripomastigotas

gose celulas onde diferenciam-se em
No triatomineo  @metaciciicos na pele do homem. @9 amastigotas.

Transformam seem tnpomast»gtxs ,

No homem

tripomastigotasgy os amastlgotas
invadem novas multiplicam-se

células em dentro da célula
outras regioes por divisdo

do corpo. binéria simples.

Mumphcam se

Tripomastigotas siq
ingeridos por um
ovo triatomineo
G Diferenciam se em
epimastigotas no
intestino do K @
triatomineo \ /\ = “\ 5 A
Estégio infeccioso -
A tag /is o Os amastigotas transformam-se
A Estagio diagnostico em tripomastigotas, rompem a
célula caindo na circulagao
sanguinea

Figura 6: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi incluindo o vetor e o
hospedeiro vertebrado.

Fonte: CDC, 2015 (modificado)

1.2.1. Manifestac¢des clinicas

Na maioria dos individuos infectados uma eficaz resposta imune
consegue controlar a infeccdo inicial, porém ndo consegue erradicar a
doenca ou infeccdo (Tarleton et al., 2014). A doenca de Chagas €
caracterizada por duas distintas fases clinicas: a fase aguda que
normalmente é assintomatica e ocorre na maioria dos individuos e a fase
cronica, caracterizada pelo desenvolvimento de patologias cardiacas ou
digestivas ou ambas ocorre entre 30 a 40 % dos individuos cronicamente
infectados (Calabuig et al., 2014; Zingales et al., 2014).
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A fase aguda inicia-se com a proliferacdo ativa do parasito no
individuo infectado e o periodo de incubacédo ocorre entre 1 a 2 semanas
(Chatelain & Konar, 2015). Trypanosoma cruzi é capaz de invadir e
multiplicar-se dentro de diferentes células incluindo macréfagos, musculo
estriado e liso, fibroblastos e inclusive neurénios (Coura & Castro, 2002).
Esta fase tem inumeras manifestacdes clinicas incluindo: febre, mal-estar,
linfadenopatia, inchaco no local da inoculacdo, conhecido como Chagoma.
Quando a inoculagdo ocorre na conjuntiva, leva ao edema das palpebras
superiores e inferiores sendo conhecido como sinal de Romana (Figura 7)
(Miao & Ndao, 2014).

/ :\J

Figura 7: Edema das palpebras superiores e inferiores (esquerda da
paciente) conhecido como sinal de Romana.

Fonte: REY, 2001.

Muitos individuos infectados tém sintomas inespecificos e por
esta razdo, ndo sdo diagnosticados corretamente (Malik et al., 2015). Alguns
pacientes podem evoluir para doenca aguda grave, ocorre em menos de 1%
dos pacientes e seus sintomas incluem: miocardite aguda, derrame
pericardico e meningoencefalite (Molina et al.,, 2012). Na auséncia de
tratamento os sintomas podem persistirem por cerca de 2 meses, com taxa
de mortalidade de 2 a 8%, principalmente em criancas (Coura & Castro,
2002).

A fase crbnica inicia-se de 8 a 12 semanas apos a fase aguda.

Nesta fase a parasitemia diminui e o parasito € encontrado escassamente
nos tecidos e raramente na circulagdo sanguinea (Bern et al., 2011,
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Montgomery et al., 2014). Apds 10 a 20 anos aproximadamente 30 a 40% dos

pacientes cronicamente infectados desenvolvem patologias associadas a DC

(Méndez et al.,

formas:

2014). Esta fase caracteriza-se por uma das seguintes

Forma indeterminada: 60 a 70% dos individuos
cronicamente infectados permanecerdo assintomaticos por
toda a vida, embora eles ainda sejam fontes potenciais de
transmissdo e haja risco de reativacdo da infeccéo
(Montgomery et al., 2014; Neto & Chevillard, 2014).

Forma cardiaca: acomete aproximadamente 30% dos
pacientes cronicamente infectados, Cardiopatia chagasica
cronica (CCC) € a causa mais comum da miocardiopatia
nao-isquémica na América Latina (Garcia et al., 2015). Os
sintomas e sinais fisicos surgem devido a insuficiéncia
cardiaca, arritmias cardiacas, tromboembolismo e dor
tordcica. A insuficiéncia cardiaca €é normalmente
biventricular sendo uma manifestacéo grave da CCC e esta
associada a um mau prognostico da doenca e as altas
taxas de mortalidade em comparacdo com insuficiéncia
cardiaca relacionada a outras patologias (Maya et al.,
2010).

Forma digestiva: A doenca digestiva de Chagas, esta
presente em 7 a 11% dos pacientes, sendo predominante
nos paises do Cone Sul (Argentina, Brasil, Bolivia, Chile,
Paraguai, Peru e Uruguai) sendo rara no norte da América
do Sul, América Central e México. Este fato pode estar
relacionado a predominancia de diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi em cada regido (Bern et al., 2011). Esta
forma consiste em duas sindromes: megaes6fago e

megacoblon. Os sintomas séo dilatagdo crbnica irreversivel
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de um segmento do coélon, levando a constipacdo severa e

retencao fecal (Boscardin et al., 2010; Jabari et al., 2014).

e Forma associada (cardiodigestiva): entre 10 a 15% dos
pacientes tém as duas formas concomitantemente e um
pequeno numero (5%) tém sintomas neuroldgicos (Pinazo
et al., 2013).

1.2.2. Tratamento

Embora a DC tenha sido descrita ha mais de 100 anos, a
quimioterapia disponivel até o momento estd limitada apenas a dois
farmacos nitro-heterociclicos: benznidazol e nifurtimox (Boscardin et al.,

2010). Ambos sédo efetivos na fase aguda da infeccdo, com
aproximadamente 80% de eficacia (Croft et al., 2005), porém sao

considerados distantes do ideal, pois causam severos efeitos adversos, com
alta toxicidade e eficacia reduzida na fase cronica (Calabuig et al., 2014;
Romanha et al., 2010). Estima-se que existam mais de 35 cepas de T. cruzi,
as quais apresentam diferentes perfis de resisténcia e susceptibilidade ao
benznidazol e nifurtimox dificuldando o tratamento (Dias et al., 2009). Ainda
que estes farmacos tenham eficacia reduzida na fase crénica, seu uso €&
recomentado com o intuito de diminuir a morbidade e mortalidade dessa fase
(Moreno et al., 2012).

O Nifurtimox (Lampit®) foi introduzido em 1960 para o tratamento
da fase aguda da DC (Barrett & Croft, 2012). Seu principal mecanismo de
acao envolve a bioreducao do radical nitro, gerando radicais livres (hidroxila)

0S quais causam danos letais ao DNA do parasito (Fidalgo & Gille, 2011).

E administrado por via oral, na dose de 8 a 12 mg/kg/dia, e devido

aos severos efeitos adversos que apresenta (anorexia, emagrecimento,
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alteracdes psiquicas, excitabilidade ou sonoléncia e alteragbes digestivas)
nao é mais comercializado no Brasil desde a década de 1980, e em alguns
paises da América do Sul (Argentina, Chile e Uruguai) (Coura & Castro,
2002).

Benznidazol é o unico farmaco utilizado no Brasil para reduzir o
parasitismo, reduzir os sintomas da fase aguda e abreviar o curso da
infecgcdo (Kuehn et al.,, 2009). Foi introduzido em 1970, quando era
comercializado com o nome Rochagan ®. No momento atual é produzido
pela LAFEPE (Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco).
Utilizado clinicamente para ambas as fases da doenca. Sua via de
administracdo é oral na posologia de 5mg/Kg/dia de 2 a 3 vezes ao dia
(Coura, 2009). Um recente e amplo estudo clinico sobre a eficacia do
benznidazol na cardiomiopatia chagésica foi realizado com 2854 pacientes e
concluiu que, apesar da reducdo da carga parasitaria na fase cronica, o farmaco

néo foi capaz de reduzir o dano cardiaco (Morillo et al., 2015).

Além disso, o farmaco resulta em diversos e severos efeitos
adversos que incluem manifestacdes de hipersensibilidade, como dermatite
com erupgdo cutanea, edema periorbital ou generalizado, febre,
linfadenopatia, dores musculares e articulares, depressdo da medula 0ssea,
incluindo: neutropenia, agranulocitose e purpura, trombocitopémica;
polineuropatia periférica representada por parestesias e polineurite (Dias et
al., 2009).

1.2.3. Basidiomicetos

Pertencem ao filo Basidiomycota, e estima-se que este filo
contenha aproximadamente 30.000 espécies descritas, correspondendo a
37% das espécies de fungos descritas até hoje. A caracteristica principal do
filo é a producdo de células chamadas basidios (Figura 8), onde sao

produzidos 0s esporos sexuais. Estas células tém o formato de clava de
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onde ocorrem em sua extremidade a producdo dos esporos sexuais
denominados de basidiosporos (Figura 8) (Guerra, 2011).

Dentro do basidio ocorre a fusdo nuclear e em seguida a meiose.
Entdo os nucleos migram para as extremidades do basidio e amadurecem
para originarem o0s basidiésporos. Os esporos produzidos sexualmente
germinam dando origem a um micélio cujo estado nuclear é hapléide (n), o
qual se funde com outro micélio hapléide compativel para formar o micélio
secundério, produzindo-se 0s ndcleos que dardo origem aos esporos
(Guerra, 2011). Figura 8.

Liminas com
Basidiosporos

Basidiosporos

Volve

Basidio
Rizomorfa

Figura 8: Principais estruturas de um Basidiomycota.

Fonte: http://www.bemposta.net/cogumelos/cogfungos.htm

Os membros do filo Basidiomycota (Figura 9) estdo entre o0s
fungos que séo facilmente reconhecidos devido ao tamanho e coloragéo de
alguns dos seus membros. O basidiomiceto € o nome dado a frutificacéo de
fungos superiores pertencentes ao filo Basidiomycota e ao filo Ascomycota
(ascomicetos) (Elsayed et al., 2014).
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strigosus, 3 - Pleurotus ostreatus e 4 - Astraeus hygrometricus.

Fontes: 1-http://florais.com.br/site/cogumelo-agaricus-blazei/ ,

2 - http://www.fichasmicologicas.com/?micos=1&alf=*&art=969

3 - https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pleurotus_ostreatus_JPG3.jpg, 4-
http://purbeckjournal.co.uk/rare-fungi

1.2.3.1. Propriedades medicinais dos basidiomicetos

Nas mais antigas civilizacbes, os basidiomicetos j& eram
valorizados para fins comestiveis e medicinais para o tratamento e
prevencdo de doencas. Ha relatos de sua utilizacdo remonta ao periodo
neolitico. Em paises asiaticos ja eram utilizados na medicina popular ha
séculos, onde suas propriedades medicinais sdo bem conhecidas. Estima-se
gque o numero de basidiomicetos no mundo é de 150.000 a 160.000
espécies, no entanto sdo descritas aproximadamente 10% dessas espécies.
Portanto apenas uma pequena fracdo desses compostos sdo conhecidos.
Neste cénario ha elevado potencial para descoberta de novas moléculas
com propriedades farmacolégicas, como futuras candidatas a novos
farmacos (Wasser, 2015).

Os basidiomicetos sdo amplamente utilizados como alimentos

funcionais e 0s seus extratos sao usados na terapia natural para prevencao
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e tratamento de doencas, aumentando o seu interesse comercial nas ultimas
décadas (Borges et al, 2013). Sdo encontrados em alguns dos
ecossistemas terrestes, produzem um substancial nimero de metabolitos
secundarios biologicamente ativos, de baixo peso molecular que ndo apenas
estimulam o sistema imunolégico, mas também modulam respostas
celulares especificas. Desses metabdlitos secundarios temos: o0s
terpenddes, esterbides, antraquinona, derivados de acido benzoéico,
quinolinas que apresentam alguma atividade bioldgica e especialmente os
polissacarideos: conjugados de polissacarideo-proteina e proteinas, em
particular as p-glucanas que exibem atividades antitumorais em animais e
seres humanos (Fontana et al., 2014; Wasser, 2015).

Valadares e colaboradores (2011) demonstraram a atividade in
vitro anti-Leishmania (L.) amazonensis, anti-Leishmania (L.) infantum e anti-
Leishmania major de extratos aquosos do Basidiomiceto Agaricus blazei,
tanto em formas promastigotas quanto amastigotas intracelulares. O mesmo
grupo demonstrou posteriormente a atividade anti-Leishmania amazonensis
do extrato bruto do basidiomiceto em modelo experimental, o qual foi
observado uma redugdo em 66% da carga parasitaria, com diminuicdo do
processo inflamatorio (Valadares et al., 2012).

Estudo realizado por Fagundes e colaboradores (2010)
demonstrou o efeito antiparasitario do composto hipnofilina (Figura 10)
isolado do basidiomiceto Lentinus strigosus contra as formas amastigotas de
Trypanosoma cruzi e Leishmania (L.) amazonensis. Em outro estudo, Cota e
colaboradores (2008), utilizando o mesmo basidiomiceto acima, isolaram o
composto panepoxidona (Figura 11) com atividade anti-Trypanosoma cruzi

(amastigotas e tripomastigotas).
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Figura 10: Estrutura quimica do composto hipnofilina, isolado do
basidiomiceto Lentinus strigosus.

Fonte: (Fagundes et al., 2010).
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Figura 11: Estrutura quimica do composto panepoxidona isolado do
basidiomiceto Lentinus strigosus.

Fonte: (Cota et al., 2008).
Lai e colaboradores (2012) isolaram o triterpeno, astracurcurona
(Figura 11) do basidiomiceto Astraeus hygrometricus com atividade in vitro

anti- Leishmania (L.) donovani para as formas promastigotas.

Figura 12: Estrutura quimica do composto astracurcurona isolado do
cogumelo Astraeus hygrometricus.

Fonte: Lai et al., 2012.
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1.2.3.2. O género Pleurotus

O género Pleurotus pertence ao filo Basidiomycota e é o terceiro
género mais cultivado no mundo. Sdo amplamente consumidos pelo seu
sabor e aroma unicos. Possuem alto valor nutricional e significativas
propriedades farmacolégicas, incluindo atividades antitumorais, antivirais,
antimicrobianas e imunoestimulatorias. Este fato € comprovado na literatura
com exemplos de metabdlitos secundarios isolados das espécies desse
género com propriedades medicinais. Alguns exemplos séo citados na
Tabela 1. Uma analise quimica do género Pleurotus identificou a presenca
dos seguintes compostos: polissacarideos, lipopolissacarideos, proteinas,
peptideos, glicoproteinas, nucleosideos, triterpendides, lectinas, lipidios e
seus derivados (Patel et al., 2012; Borges et al., 2013; Usami et al., 2014).

Em um estudo realizado por Ligonio e colaboradores (2012)
isolou-se o peroxido de ergosterol (Figura 13), um anélogo ao ergosterol da
membrana do Trypanosoma cruzi, a partir de Pleurotus ostreatus, o qual

apresentou atividade anti-T. cruzi.

Figura 13: Estrutura quimica do composto peréxido de ergosterol isolado de
basidiomiceto Pleurotus ostreatus.

Fonte: PubChem Compound (2015).
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Tabela 1: Espécies do género Pleurotus e suas atividades bioldgicas.

Basidiomicetos

Atividades biolégicas

Referéncias

Pleurotus abalonus
Pleurotus cornucopiae

Pleurotus djamor

Pleurotus eryngii

Pleurotus ferulae
Pleurotus flabellatus
Pleurotus florida

Pleurotus nebrodensis

Pleurotus ostreatus

Pleurotus pulmonaris

Pleurotus tuberregium

antioxidante
antihipertensivo
antitumoral

antitumoral*

imunoestimuladora?
antitumoral

antitumoral e leishmanicida
antitumoral

antitumoral

antimicrobiana®
antiparasitaria®®
imunoestimulante®
anti-inflamatéria

Estimulaa hepato-prote¢éo

Patel et al., 2012
Patel et al., 2012
Borges et al., 2013

Fontana et al., 2014"
Ike et al., 20122

Wang et al., 2014

Rosa et al., 2009

Kulshreshtha et al., 2014

Fontana et al., 2014

Chowdhury et al., 2015*
Ligonio et al., 2012°
Satou et al., 2008°
Selegean et al., 2009*

Elsayed et al., 2014

Nworu et al., 2014

1.2.3.3.

Pleurotus salmoneostramineus

Este basidiomiceto foi selecionado para o presente projeto, devido
a experiéncia do nosso grupo com estudo de outros basidiomicetos
medicinais e devido relatos na literatura de atividades medicinais desse

género.

Pleurotus salmoneostramineus (Pleurocutaneataceae,

Basidiomycetes) conhecido popularmente como “cogumelo rosa”, “cogumelo
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ostra-de-rosa” e “cogumelo salm&o” (Figura 14) cresce em folhas de plantas
senescentes, sendo encontrado no Jap&o, Nova Guiné e Sibéria. E cada vez
mais popular devido a sua cor, sabor e textura, sendo rico em proteinas,
lipidios, fibras, hidratos de carbono, vitaminas e aminoacidos essenciais. E
geralmente utilizado na reducao de niveis de colesterol plasmatico e previne
arteriosclerose (Usami et al., 2014; Wu et al., 2010).

Figura 14: Basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus (“cogumelo rosa”).

Fonte: (http://www.mycelia.be/en/strain-collection/strain-information/m-2708-pleurotus-
salmoneostramineus).
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2. Justificativa

Doencas negligenciadas como a doenga de Chagas e
leishmaniose se mostram um grande problema de saude publica, afetando
milhdes de individuos no mundo, principalmente populacdes menos
favorecidas. Contando com um arsenal terapéutico toxico e limitado, €&
urgente a necessidade de se buscar novos farmacos. Considerando que
produtos naturais, e especificamente basidiomicetos sdo produtores de
diversos metabdlitos bioativos, o presente estudo investigou de forma inédita

o potencial antiparasitario do basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus.
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3. Objetivos

3.1. Gerais

Este projeto visa o isolamento e caracterizacdo quimica de
metabdlitos secundarios isolados a partir do basidiomiceto Pleurotus
salmoneostramineus, ativos contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma
cruzi, assim como a investigacdo dos possiveis mecanismos de acado

antiparasitarios.

3.2. Especificos

1. Preparacdo e avaliagdo da atividade antiparasitaria do extrato bruto

hidroalcodlico do basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus.

2. Fracionamento do extrato hidroalcodlico do basidiomiceto Pleurotus

salmoneostramineus.

3. ldentificacdo e elucidacdo estrutural dos compostos ativos isolados por

ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas.

4. Avaliagdo do potencial anti-Leishmania e anti-T. cruzi das fragOes e do
composto ativo isolado, com determinacdo da Concentracdo Efetiva 50%

(CEsp) em culturas in vitro.

5. Avaliagdo in vitro da citotoxicidade do composto ativo isolado e

determinacdo do indice de Seletividade.

6. Estudo do mecanismo de acdo do composto ativo isolado de Pleurotus

salmoneostramineus em Trypanosoma cruzi, com avaliacdo da
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permeabilidade da membrana plasmatica, avaliacdo do potencial de

membrana mitocondrial e producdo de espécies reativas de oxigénio.
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4. Materiais e métodos

4.1.Basidiomiceto e reagentes

O basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus foi adquirido
comercialmente da empresa Zucca Funzionale (Nova Odessa, S&o Paulo,
Brasil). Os reagentes: tampao fosfato-salina (PBS), azida sédica e Triton X-
100 e os solventes utilizados: metanol, hexano, acetato de etila, butanol e
diclorometano foram adiquiridos da empresa Sigma. As cromatoplacas de
aluminio TLC Siligel 60 F254 com indicadores de fluorescéncia e a silica
comum foram adquiridos da empresa Merk.

Resazurina, dodecil sulfato de sédio (SDS), SYTOX Green dye®,
Mitotracker® Red CM-H2XROS, H,DCf-DA e MTT foram adquiridos da
Molecular Probes® (Invitrogen). Dimetilsulféxido (DMSO), Meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI 1640), meio 199 (M-199) e miltefosina foram
adquiridos da empresa Sigma. Benznidazol (2-nitroimidazol) foi adquirido do

Laboratério Farmacéutico do Estado do Pernambuco — LAFEPE.

4.2.0btencédo do extrato organico e da particdo liquido-liquido

4.2.1. Maceracéo a frio

Os corpos de frutificacao do basidiomiceto P.
salmoneostramineus (1000 g) foram triturados juntamento com 700 mL de
agua no liquidificador por 5 minutos; em seguida, em um béquer adicionou-
se 700 mL de metanol, sendo a mistura hidroalcodlica (1:1 v/v) sonicada por

10 minutos em banho de sonicacao. Posteriormente o material foi filtrado em
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funil com papel de filtro (Whatman) e seco a temperatura de 40°C em

evaporador rotativo, para obtencédo do extrato bruto.

4.2.2. Particdo liquido-liquido

O extrato bruto foi ressuspenso em 400 mL de agua, sonicado por
15 minutos e particionado com solventes de polaridade crescente como:
hexano, acetato de etila e butanol. Cada fragcdo foi seca em evaporador
rotativo e posteriormente seca em tubos tipo Eppendorf em evaporador
Speed-Vaccum a 40°C e o material armazenado a -20°C até o uso. Na
Figura 15 encontra-se o fluxograma de obtencdo do extrato metandlico bruto
e das fracoes obtidas apdés particdo liquido-liquido de P.

salmoneostramineus.

Pleurotus salmoneostramineus
1000 g

Maceracdo a frio com 700 mL de HzO
adicionado 700 mL de metanol

Extrato metandlico bruto Partigao liquido-liquido

Ressuspendido com 400 mL de HzO Particdo com 400 mL de hexano

seco em rotaevaporador

Fragao hexano

518,8 mg Fragao hidroalcodlica

Particdo com 400 mL de AcOEt

seco em rotaevaporador

Fragao AcOEt"
o Fracao hidroalcoélica

3432,9mg

Particdo com 400 mL de butanol

seco em rotaevaporador

Fracao butanol
1923,2 mg

Fragdo hidroalcodlica

Figura 15: Fluxograma de obtencdo do extrato metanodlico bruto e das
fracOes obtidas apés particao liquido-liquido de P. salmoneostramineus.

*Fracdo AcOEt: fragdo acetato de etila
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4.3.Avaliacao das atividades bioldgicas das fragdes hexano, acetato

de etila e butanol

4.3.1. Parasitos, células e animais de experimentacéao

43.1.1. Animais de experimentacéao

Foram utilizados 5 camundongos BALB/c fémeas para obtencéo de
macréfagos peritoneais; estes animais foram obtidos no biotério do Instituto
Adolfo Lutz de S&o Paulo e mantidos em caixas esterilizadas com material
absorvente, recebendo agua e alimento ad libitum. Todos os procedimentos
realizados com animais tiveram aprovacdo pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais do Instituto Adolfo Lutz/Instituto Pasteur (Anexo 5).

4.3.1.2. Trypanosoma cruzi

Tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram mantidos em células
LLC-MK2 (Rhesus Monkey Kidney Cells — ATCC CCL 7) em meio RPMI-
1640 suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) em estufa a 37°C

com ambiente a 5% de CO.,.

4.3.1.3. Leishmania (L.) infantum

Promastigotas de Leishmania (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD)

foram cultivadas em meio M-199 suplementado com 10% de soro fetal
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bovino (SFB) inativado, 0,25% de hemina e 5% de urina humana estéril, sob

a temperatura de 24° C em estufa BOD, livre da adi¢cao de antibidticos.

Amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum foram
obtidas por trituracdo de baco de hamsteres dourados (Mesocricetus
auratus) previamente infectados para manutencdo da cepa. O nimero de
parasitos foi determinado pelo método descrito por Stauber, 60 a 70 dias
pés-infeccdo (Stauber et al., 1958).

4.3.1.4. Células LLC-MK2

Células LLC-MK2 (Rhesus Monkey Kidney Cells — ATCC CCL 7)
foram cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de SFB em

estufa a 37°C com ambiente a 5% de CO»

4.3.1.5. Células NCTC clone 929

As células NCTC clone 929 (American Type Culture Collection -
ATCC CCL1) foram cultivadas em meio M-199, suplementado com 10% de
SFB em estufa a 37°C com ambiente a 5% de CO, (Corréa et al., 2011).

4.3.1.6. Macréfagos peritoneais

Macrofagos peritoneais foram obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c fémeas apds eutanasia em camara de CO,. Foi
realizada a lavagem da cavidade peritoneal com meio RPMI-1640,
suplementado com 10% de SFB. A solucdo obtida foi mantida resfriada a

4°C até o momento do uso.
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4.3.2. Determinagdo da concentragdo efetiva 50% (CEso) em

Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi.

4.3.2.1. Trypanosoma cruzi.

As fragOes hexano, acetato de etila e butanol foram primeiramente
dissolvidas em metanol e posteriormente diluidas em meio RPMI-1640, sem
a adicdo de antibidticos. Em seguida foram diluidas de modo seriado (base
2) e incubadas em placas de 96 pocos com 1x10° tripomastigotas por poco
em um volume final de 200 pyL na concentracao inicial de 300 pyg/mL. Apos
24 horas de incubacdo a 37°C a 5% de CO,, a viabilidade dos
tripomastigotas foi verificada por meio da atividade oxidativa mitocondrial
com o ensaio colorimétrico com resazurina. Brevemente, adicionou-se 20 uL
de resazurina (0,11 mg/mL) em todos os pocos. Em seguida, as placas
foram incubadas por mais 20 horas sob as mesmas condi¢cdes acima e a
leitura foi realizada em leitor de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate
Reader) com filtro de 570 nm. Como controle positivo (100% mortos),
utilizou-se o farmaco padrdo benznidazol e como controle do ensaio
utilizaram-se tripomastigotas nao tratados (100% vivos). Os ensaios foram

realizados em duplicatas e foram realizados trés ensaios independentes.

4.3.2.2. Leishmania (L.) infantum

As fragOes hexano, acetato de etila e butanol foram primeiramente
dissolvidas em metanol e posteriormente em meio M-199 suplementado com
10% de SFB (soro fetal bovino) com 0,25% de hemina, sem a adicdo de
antibioticos. Em seguida, foram diluidas de modo seriado (base 2) e
incubadas em placas de 96 pocos com 1x10° promastigotas por pogo em um
volume final de 150 uL na concentracao inicial de 300 ug/mL. Apés 48 horas
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de incubacdo em estufa BOD a 24 °C, a viabilidade dos promastigotas foi
verificada por meio da atividade oxidativa mitocondrial com o0 ensaio
colorimétrico com MTT ((brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio). Brevemente, promastigotas foram incubados por 4 horas
com 20 uL/poco de MTT (5 mg/mL) em todos 0s pocos e apos este periodo
foram incubados com 80 pL/poco de SDS (0,1 mg/mL) nas mesmas
condi¢cdes acima. Ao final do ensaio a leitura foi realizada em leitor de placas
(FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) usando filtro de 570 nm. Como
controle positivo (100% mortos) utilizou-se o farmaco padrdo miltefosina e
como controle do ensaio utilizaram-se promastigotas ndo tratados (100%
vivos). Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram realizados trés

ensaios independentes (Tada et al., 1986).

4.4. Métodos cromatograficos — Fracionamento

4.4.1. Estudo das fracGes hexano, acetato de etila e butanol

44.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As fragBes hexano, acetato de etila e butanol foram submetidas a
analise via CCD (cromatografia em camada delgada), visando avaliar o
sistema de eluentes mais adequado para separacdo dos metabolitos
presentes. Foram utilizadas cromatoplacas de aluminio TLC Siligel 60 F254
com indicador de fluorescéncia (Merck). A visualizagcdo das placas foi
efetuada em camara ultravioleta no comprimento de onda 254 nm. Assim, foi
verificado que a mistura de hexano: acetato de etila na proporcéo de 1:1

(v/v) apresentava melhor resolucéo para continuidade dos fracionamentos.
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4.4.1.2. Ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
de 'H)

Os ensaios de RMN de 'H, RMN de **C e o fracionamento em
coluna foram realizados no Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra, da
Universidade Federal de Sado Paulo, Campus Diadema, com a colaboracao
da Profd Dr2 Patricia Sartorelli.

Os espectros de RMN 'H e RMN **C foram registrados em
espectrémetro Ultrashield 300 Bruker Avance lll operando a 300 MHz para o
nucleo de hidrogénio e a 75 MHz para o nucleo de carbono. Experimentos
adquiridos a 25°C, utilizando BCU 0,5 e sonda de 5,0 mm TXI. Todos os
experimentos foram obtidos no Centro de Instrumentacdo para Pesquisa e

Ensino (CIPE) da Universidade Federal de Sdo Paulo — Campus Diadema.

As trés fracOes: hexano, acetato de etila e butanol foram
submetidas a analise por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de 'H). Os espectros das RMN de 'H das fracbes acetato de etila
(Anexo 1B) e hexano (Anexo 1A) sugeriram compostos apolares de
natureza lipidica presentes nestas fracdes. O espectro de RMN de 'H da
fracdo butanol (Anexo 1C), sugeriu que na regiao de 7,5 ppm existia um
contaminante denominado ftalato de etila. Sendo assim, esta fracdo foi

descartada.

4.4.1.3. Cromatografia em coluna (CC)

ApGs as andlises das fracdes (hexano, acetato de etila e butanol)
por RMN de 'H, andlise do perfil cromatogréfico por CCD, assim como a
presenca de atividade anti-Trypanosoma cruzi, a fragdo hexano foi
selecionada para ser submetida ao fracionamento cromatografico em coluna
(CC). Assim, foi preparada uma coluna com 510 mg da fragcdo hexano,

utilizando-se 89 g de silica-gel G-60 (Merk), (0,063—-0,200 mm).
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O sistema de solvente utilizado foi: hexano, acetato de etila em

gradiente de polaridade crescente, iniciando com (hexano puro, 10:0 (v/v))

seguido por um aumento gradual na concentracdo de acetato de etila em um

volume final de 50 mL (até 0:10 v/v), em seguida, foram utilizados acetato de

etila: metanol iniciando com 9:1 (v/v), seguido por um aumento gradual na

concentracdo de metanol (até 0:10 v/v). Desse processo, foram recolhidas

17 fracdes de aproximadamente 50 mL cada, as fracdes foram concentradas

em evaporador rotativo; posteriormente o material foi seco em Speed

Vaccum e armazenado a -20°C até o uso (Tabela 2).

Tabela 2: Fracdes e massas obtidas apds o fracionamento em coluna da
fracdo hexano de P. salmoneostramineus.

FracOes Massa (mg) FracOes Massa (mg)

1 3,4 10 12,8
2 96,4 11 5,7
3 89,1 12 6,0
4 21,6 13 16,5
5 12,2 14 15,0
6 6,3 15 4,9
7 39,0 16 7,9
8 11,0 17 14,2
9 15,7

Com cada uma das 17 fracGes foi realizada uma cromatografia

em camada delgada (utilizando o sistema eluente hexano e acetato de etila

na proporcdo de 1:1). ApoOs revelagdo sob luz UV as fragbes foram

agrupadas de acordo com a semelhanca em CCD, formando 10 grupos
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(CPS -1 (1) a CPS — 10 (13-17), como indicado no padrdao de bandas
Tabela 3.

Tabela 3. Grupos de fracOes, fracbes e massas de material obtido apos
fracionamento em coluna da fragdo hexano do P. salmoneostramineus.

Grupos Frac6es Massa (mg)
CPS—-1(1)* 1 3,4
CPS-2(2) 2 96,4
CPS-3(3) 3 89,1
CPS-4 (4) 4 21,6
CPS-5(5) 5 12,2
CPS -6 (6) 6 6,3
CPS — 7 (7-8) 7a8 50,0
CPS -8 (9-10) 9al0 28,5
CPS -9 (11-12) 11a12 11,7
CPS - 10 (13-17) 13a17 58,5

*CPS: Coluna Pleurotus Salmoneostramineus

Os dez grupos formados apés analise por CCD foram submetidos
aos ensaios in vitro anti-Leishmania (L.) infantum e anti-Trypanosoma cruzi
na concentracdo maxima de 150 pg/mL. Os ensaios foram realizados

conforme descrito anteriormente nos itens 4.3.2.1 e 4.3.2.2.

Durante o processo de cromatografia em coluna da fracéo
hexano, observou-se a formacéo de cristais no grupo CPS-3 (3), sendo este
fato um indicativo de substancia pura. Sendo assim, este grupo foi
selecionado para ser analisado por RMN de 'H. Os grupos CPS-1 (1) e
CPS-10 (13-17) ndo demonstraram atividade antiparasitaria e por isso néo

foram considerados neste estudo; apesar da atividade antiparasitaria de
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outros grupos, nao houve tempo para a continuidade do trabalho em funcéo

do prazo limitado deste projeto.

4.4.2. O estudo do grupo CPS-3 (3)

44.2.1. Elucidacéao estrutural

A elucidacdo estrutural do grupo CPS-3 (3), foi realizada pela
Prof2 Dr2 Patricia Sartorelli (Departamento de Ciéncias Exatas e da Terra,
Universidade Federal de S&do Paulo, Campus Diadema). A analise via RMN
de *H (Anexo 2) desse grupo permitiu conferir a pureza desse composto que
foi identificado como ergosterol, cuja estrutura foi posteriormente confirmada
atraves de RMN de *3*C (Anexo 3) e por espectrometria de massas (GC-EM)
(Anexo 4). Na Figura 16 fluxograma das etapas da elucidacdo estrutural do

ergosterol.
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Fragao hexano

| cromatografia em coluna

Obtengéo de 17 Formacao de 10 Grupo CP5-3(3)
LI grupos (formou cristais)

Ergosterol

Figura 16: Fluxograma das etapas de elucidacao estrutural do ergosterol.

4.4.2.2. Determinacgao in vitro da concentragdo efetiva 50%
(CEsp) e da citotoxicidade contra células de mamiferos e

do indice de seletividade do ergosterol

44221  Estudo da atividade
antiparasitaria em formas amastigotas

intracelulares de Trypanosoma cruzi
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Os macréfagos foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c fémeas, conforme descrito anteriormente e
adicionados (5x10* por poco) a placa de 16 pocos (NUNC®), permanecendo
incubados por 24 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO,. Em seguida, 0s
macréfagos foram infectados com tripomastigotas na propor¢cdo de 5:1
tripomastigotas/macréfago, e incubados por 4 horas sob as mesmas
condi¢cdes anteriores. Apos este periodo, os macrofagos foram lavados com
meio RPMI-1640 para a retirada dos tripomastigotas néo internalizados.
Posteriormente, os macrofagos infectados foram tratados com o ergosterol
que foi seriadamente diluido (base 2) na concentracao inicial de 150 pg/mL
(378,16 pM) e volume final de 300uL. Em seguida, incubados por 48 horas
sob as mesmas condi¢cbes (Tempone et al., 2005). Ao final do ensaio, 0s
pocos foram retirados e a lamina foi fixada em metanol, corada com Giemsa
e observada em microscépio oOtico. A CEsy foi determinada por meio da
contagem de 200 macrofagos/poco, avaliando-se o numero de macréfagos
infectados (Yardley & Croft, 2000). Como controle do ensaio foi utilizado
macrofagos infectados néo tratados. O ensaio foi realizado em duplicata e

foram feitos dois ensaios independentes.

4.4.2.2.2. Amastigotas intracelulares de

Leishmania (L.) infantum

Os macréfagos foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c fémeas por meio de lavagem em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de SFB. Foram semeados 1x10° macréfagos por poco
em placas de 16 pocos (NUNC®) e incubou-se por 24 horas em estufa a 37 °C
com 5% de CO2. Em seguida, os macrofagos foram infectados com amastigotas
purificadas de baco de hamsters previamente infectados na proporcéo de 10:1
amastigotas/macréfago. Incubou-se novamente por 24 horas sob as mesmas

condi¢cbes anteriores. Posteriormente os macréfagos infectados foram tratados
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com o ergosterol que foi seriadamente diluido (base 2) na concentracdo
inicial de 150 pyg/mL (378,16 uM) em volume final de 300 yL e miltefosina
(controle de 100% de tratamento), por 120 horas, sob as mesmas condicdes
anteriormente citadas (Tempone et al., 2005). Ao final do ensaio, 0S pogos
foram retirados e a lamina foi fixada em metanol, corada com Giemsa e
observada em microscopio 6tico. A CEso foi determinada por meio da contagem
de 400 macréfagos/poco, avaliando-se o numero de macréfagos infectados
(Yardley & Croft, 2000). Como controle negativo do ensaio foram utilizados
macréfagos infectados nédo tratados. Os ensaios foram realizados em duplicatas

e foram realizados dois ensaios independentes.

44221, Ensaio de citotoxicidade da

miltefosina

A citotoxicidade do farmaco padrdo miltefosina foi analisada em
células de mamifero NCTC clone 929. Para isto, o farmaco foi primeiramente
dissolvido em agua e posteriormente diluido em meio M199 suplementado
com 10% de SFB, sem a adicdo de antibidticos. Em seguida foi realizada
diluicdo seriada (base 2) em placas de 96 pocos contendo 6x10* células
NCTC (clone 929) por poco em um volume final de 150 pL; a concentracao
maxima foi de 100 yM. Apds 48 horas de incubacéo a 37°C a 5% de CO,, a
viabilidade das células foi verificada por meio da atividade oxidativa
mitocondrial com o ensaio colorimétrico com MTT ((brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazodlio). Basicamente o MTT (5 mg/mL) foi
adicionado a 20 uL/poco e incubado com as células por 4 horas. Apés este
periodo, foram adicionados 80 pL/poco de SDS (10%) e incubados nas
mesmas condicbes acima. Ao final do ensaio a leitura foi realizada em
espectrofotbmetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader)
usando filtro de 570 nm. Como controle do ensaio utilizaram-se células
NCTC (clone 929) néo tratadas (100% vivos). Os ensaios foram realizados
em duplicatas e foram realizados trés ensaios independentes (Mesquita et
al., 2013).
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4.4272.2. Ensaio de citotoxicidade do

ergosterol em macrofagos peritoneais

A citotoxicidade do ergosterol foi verificada em macréfagos
peritoneais. Para isto, o ergosterol foi primeiramente dissolvido em DMSO e
posteriormente diluido em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB,
sem a adicao de antibidticos. Em seguida foi realizada uma diluicdo seriada
(base 2) em placas de 96 pocos contendo 6x10* macréfagos por poco que
foram previamente coletados da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c fémeas, em um volume final de 200 yL. A concentragdo maxima
testada foi de 200 ug/mL (504,22 uM). Apos 48 horas de incubacédo a 37°C a
5% de CO,, a viabilidade das células foi verificada por meio da atividade
oxidativa mitocondrial com o0 ensaio colorimétrico com resazurina.
Basicamente a resazurina (0,11 mg/mL) foi adicionada a 20 yL/pogo e os
macrofagos foram incubados por 20 horas. Apds este periodo sob as
mesmas condi¢cdes acima, a leitura foi realizada em leitor de placas
(FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de 570 nm. Como
controle positivo (100% mortos), utilizou-se o farmaco padréo benznidazol e
como controle do ensaio utilizaram-se macréfagos nédo tratados (100%
vivos). Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram realizados trés

ensaios independentes.

4.4.2.3. Avaliacdo dos mecanismos de acdao em formas

tripomastigotas de T. cruzi

44.23.1. Alteragdo da permeabilidade de membrana

plasmatica
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As formas tripomastigotas (2x10° parasitas/poc¢o) foram lavadas
com PBS e incubadas com 30 pL de SYTOX® Green (1 uM) em placas
pretas de 96 pocos por 15 minutos a 37°C e 5% de CO,. O ergosterol foi
adicionado na CEgg de 252 uyM e o controle positivo (Triton-X 100) do ensaio
a 0,5% (viv). O SYTOX® Green é um fluoréforo utilizado para avaliar a
permeabilidade da membrana das células através de sua ligacdo ao DNA.
Esta metodologia foi empregada para observar se o ergosterol estudado
alterava ou ndo a permeabilidade da membrana plasmética de
tripomastigotas de T. cruzi, cujo aumento na fluorescéncia indica a ligacao
do marcador fluorescente ao DNA do parasito. A leitura foi mensurada
utilizando-se espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode
Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 485 nm e emissdo de 520 nm.
As leituras foram realizadas a cada 20 minutos até o total de 80 minutos. A
normalizacdo da leitura foi realizada subtraindo a fluorescéncia basal do
grupo nao tratado (controle). A permeabilizacdo méaxima foi obtida na
presenca do detergente Triton X-100 (controle positivo) (Kulkarni et al.,
2009). Pocos contendo o ergosterol, PBS e fluoréforo foram utilizados para
avaliar possivel fluorescéncia do ergosterol, assim como tripomastigotas com
PBS e DMSO (0,5%) (controle negativo). Os ensaios foram realizados em

triplicatas e foram realizados trés ensaios independentes.

44.2.3.2. Avaliagdo do potencial de membrana

mitocondrial

O fluoréforo Mitotracker® Red CM-H,XROS foi utilizado para
avaliar o potencial da membrana mitocondrial das formas tripomastigotas de
T. cruzi. As células (2x10° parasitas por poco) foram lavadas duas vezes em
PBS e incubadas com o ergosterol na CEgy de 252 uM por 60 minutos no
escuro. Apés a incubacdo, adicionou-se 20 pL de Mitotracker® Red CM-

H,XROS a 500 nM e incubou-se por mais 40 minutos no escuro.
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Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em PBS e a leitura foi
realizada imediatamente em espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5
Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 540 nm e emissao
de 595 nm. Como controle utilizou-se tripomastigotas n&o tratados. O
composto FCCP foi utilizado como controle positivo e a leitura foi realizada
subtraindo-se a fluorescéncia basal do fluoréforo. Pocgos contendo o
ergosterol, PBS e fluoréforo foram utilizados para avaliar uma possivel
fluorescéncia do ergosterol (controle interno). Além disso, o solvente DMSO
foi utilizado a 0,5% como controle interno para verificar uma possivel
interferéncia nos resultados. Os ensaios foram realizados em triplicatas e

foram realizados trés ensaios independentes (Mesquita et al., 2013).

4.4.2.3.3. Producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)

Para a andlise da producdo de ROS, tripomastigotas (2x10°
células por poco) foram lavados em solugdo HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution) para a retirada do meio de cultura e incubados por 60 minutos com
o ergosterol a 100 pg/mL (252,11 uM) (CEgy). ApOs este periodo, o0s
tripomastigotas foram incubados com o marcador fluorescente H,DCf-DA (5
MM) por 15 minutos. Em seguida, a leitura foi realizada em
espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader)
com filtros de excitacdo de 485 nm e emissdo de 520 nm. Como controle
positivo foi utilizado tripomastigota tratado com azida sédica (10 mM) e como
controle negativo, utilizou-se tripomastigota nédo tratado. A leitura foi
realizada subtraindo a fluorescéncia basal do grupo nao tratado (controle
negativo). Pocos contendo o ergosterol, HBSS e fluoréforo foram utilizados
para avaliar uma possivel fluorescéncia do ergosterol. Além disso, o solvente

DMSO foi utilizado (0,5%) como controle interno para verificar possivel
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interferéncia nos resultados. Os ensaios foram realizados em triplicatas e

foram realizados trés ensaios independentes (Mesquita et al., 2013).

4.5. Analises estatisticas

As CEso das fracdes do Pleurotus salmoneostramineus e do
ergosterol foram determinados por meio de curvas sigmoidais dose-
resposta, utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.0, analisando-se o0s
respectivos intervalos de confianca 95% e coeficientes lineares (r). As
diferencas entre amostras foram estatisticamente avaliadas por meio dos
valores de P (ANOVA).
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5. Resultados

5.1. Identificagéo estrutural do metabdlito isolado e discusséo

determinacao estrutural do ergosterol

A fracdo purificada foi submetida as analises espectroscopicas (RMN
de 'H e RMN de **C) além de cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas por impacto de elétorns (GC-EI-EM) para

elucidacao estrutural.

O espectro de RMN de **C revelou a presenca de 28 sinais,
referentes a 28 atomos de carbono sugerindo tratar-se de um esteroide com
esqueleto ergostano. Foram observados 6 sinais de carbono de dupla na
regido de oc 116,3 -141,4 referente aos carbonos C-5 (6¢ 139,8); C-6 (6¢c
119,6), C-7 (8¢ 116,3), C-8 (6¢c 141,4), C22 (8¢ 135,6) e C23 (8¢ 131,9).
Foram observados também 6 sinais de metilas referentes aos carbonos
metilicos C18 (8¢ 12,1), C-19 (5¢ 16,3), C-21 (5c 21,1) C-26 (8¢ 28,3), C-27
(6c 19,7) e C-28 (8¢ 17,6), além do sinal referente ao carbono carbindlico C-3
em §c 70,5. A atribuicdo completa dos dados de RMN de *3C pode ser
observada na Tabela 4, comparado com os dados da literatura (Wright et al.,
1979).

Tabela 4: Dados de RMN **C (75 MHz)

C 8c EXP 8¢ Lit.?
1 38,4 38,5
2 31,9 32,1
3 70,5 70,5
4 40,8 40,9
5 139,8 139,8
6 119,6 119,7
7 116,3 116,4
8 141,4 141,3
9 46,2 42,3
10 37,1 37,1
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11 211

12 39,1
13 429
14 54,6
15 22,9
16 28,3
17 55,7
18 12,1
19 16,3
20 40,3
21 21,1
22 135,6
23 131,9
24 42,9
25 33,1
26 19,9
27 19,7
28 17,6

21,1
39,1
429
54,6
23,1
28,3
55,8
12,1
16,3
40,4
21,2
135,6
132,1
42,9
33,1
20,0
19,7
17,6

1 (Wright, 1979)

O espectro de RMN *H corroborou com a estrutura de um esteroide
com A>’ evidenciado pelos sinais em &y 5,58 (dd, J=3,0; 5,5 Hz) e 5,38 (dd,

J=2,9; 5,4 Hz) caracteristicos dos hidrogénios olefinicos H-6 e H-7, além de

um multipleto em &y 3,64 (H-3) indicando a presenga de um hidrogénio

ligado a um carbono carbindlico. A presenca de mais uma ligacao dupla foi

evidenciada pelo sinal em 5,20 (m) referente ao H-22 e H-23. Ainda o

espectro de RMN *H do esteréide apresentou diversas absorcdes entre &y

0,8 e 1,1 referentes aos sinais das metilas sendo dois singletos em o4 0,95 e

0,65 correspondentes aos hidrogénios das metilas em C-18 e C-19
respectivamente, e quatro dubletos em &y 0,82 (CH3-27), 0,84 (CH3-26); 0,92
(CH3-28) e 1,04 (CH3-21). A tabela 5 mostra os deslocamentos de todos os

hidrogénios presentes na estrutura.

Tabela 5: Dados de RMN *H (300 MHz)

H 8y EXP 8y LIT.*

3 3,64 m (1H) 3,61 m (1H)

6 5,58 dd (5,5 e 3,0 Hz 1H) 5,56 dd (5,4 e 2,2 Hz 1H)
7 5,38 dd (5,4 e 2,9 Hz 1H) 5,38 dd (5,4 e 2,5 Hz 1H)
18 0,95 s (3H) 0,95 s (3H)

19 0,65 s (3H) 0,63 s (3H)

21 1,04 d (J-6,6 Hz, 3H) 1,00 d (J=6,6 Hz, 3H)
22 5,20 m (1H) 5,20 m (1H)
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23 5,21 m (1H) 5,20 m (1H)

26 0,84 d (J=6,7 Hz, 3H) 0,84 d (J=6,7 Hz, 3H)
27 0,82 d (J=6,7 Hz, 3H) 0,83 d (J=6,7 Hz, 3H)
28 0,92 d (J-6,6 Hz, 3H) 0,95 d (3H)

1 (Barrero et al., 1998)

O espectro de massas da substancia (EI-EM) mostrou pico do ion
molecular a m/z 396 correspondendo a formula molecular de C,gH440, além
dos picos dos fragmentos em m/z 378 [M - H,O]", 363 [M — Me - H,0O]", 253
[M — caeia lateral - H,O]" e 271 [M-cadeia lateral], picos caracteristicos da
fragmentacdo de esterdides (Gonzélez et al.,, 1984). A proposta de

fragmentacao para esta substancia esta proposta na Figura 17.
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Figura 17: Proposta de fragmentacao para o ergosterol

A andlise dos dados de RMN de 1H e de *C e de EM além da
comparacdo com os dados da literatura permitiram a identificacdo do

ergosterol (Figura 18).
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Figura 18: Estrutura do ergosterol

5.2. Determinacgdo da atividade biol6gica

5.2.1. Determinacao da atividade antiparasitaria das fracdes

hexano, acetato de etila e butanol

5.2.1.1. Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

As fracdes hexano, acetato de etila e butanol obtidas da particao
do extrato metandlico do P. salmoneostramineus foram incubadas com
tripomastigotas de T. cruzi por 24 horas e a viabilidade foi determinada pelo
método da resazurina. Apos incubacédo, todas as fragées eliminaram 100%
dos tripomastigotas na concentragdo maxima testada (300 pg/mL),
resultando em uma CEsp de 7,88 pg/mL (1.C.95% 0,20 - 308,20 pg/mL) para
hexano, 27,96 pg/mL (1.C.95% 19,52 - 40,05 pg/mL) para a fragcdo acetato
de etila, e 58,36 pg/mL (1.C.95% 34,61 - 98,42 ug/mL) para a fragcado butanol
(Tabela 4).

5.2.1.2. Promastigotas de Leishmania (L.) infantum
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Os promastigotas de Leishmania (L.) infantum foram incubados
com as fracbes hexano, acetato de etila e butanol por 48 horas e a
viabilidade foi determinada pelo método colorimétrico do MTT. Apés
incubacdo, nenhuma fragdo apresentou atividade na concentracdo maxima
testada de 300 pg/mL (Tabela 6).

Tabela 6: Determinagdo da atividade antiparasitaria das frages: hexano,
acetato de etila e butanol do P. salmoneostramineus em formas
tripomastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania (L.) infantum. A
viabilidade foi determinada com resazurina e MTT, respectivamente.

CEso (Hg/mL)

IC 95%
Fracdes T. cruzi Leishmania (L.) infantum
(tripomastigotas) (promastigotas)
Hexano 7,88 na
(0,20 — 308,20)
Acetato de etila 27,96 na
(19,52 — 308,20)
Butanol 58,36 na

(34,61 — 98,42)

CEso: Concentragdo Efetiva 50%; 1C95%: Intervalo de Confianga 95%: na: ndo ativo na
concentragdo testada.

O teste com resazurina avaliou a viabilidade mitocondrial dos
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Os po¢os azuis demonstram a morte
dos parasitos na presenca das fracdes hexano, acetato de etila e butanol,
sendo 0s pog¢os na cor rosa, indicadores de células viaveis (Figura 19).
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Figura 19: Viabilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi submetidos
ao teste com resazurina, apos incubacdo com as fracbes obtidas do extrato
metandlico de Pleurotus salmoneostramineus

Legenda: A - fracdo acetato de etila; B — fragdo butanol; H- fragdo hexano; Controle ndo tratado
(células viaveis), Branco (sem células).

Fonte: arquivo pessoal.

O teste colorimétrico do MTT foi realizado para Leishmania (L.)
infantum na presenca das fragcdes hexano, acetato de etila e butanol, onde
se pOde verificar que 0s pogos na cor amarela representam a morte dos
parasitos na presenca de fragfes ativas e 0S pogos ha cor roxa representam

parasitos viaveis (Figura 19).

Figura 20: Viabilidade de promastigotas de Leishmania (L.) infantum
submetidos ao teste com MTT, ap6s incubacao com as fracdes obtidas do
extrato metandlico do Pleurotus salmoneostramineus.
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Legenda: A - fracdo acetato de etila; B — fragdo butanol; H- fracdo hexano; Controle (100% células
vivas), Branco (100% mortos, sem células).
Fonte: arquivo pessoal.

5.2.2. Determinacdo da atividade antiparasitaria dos grupos CPS
1CPS 17

5.2.2.1. Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Os 10 grupos formados apos a analise do perfil cromatografico
por CCD foram incubados com tripomastigotas de Trypanosoma cruzi por 24
horas e a viabilidade foi determinada pelo método da resazurina. Ap6s um
periodo de 20 horas de incubacao, os grupos CPS-2 (2), CPS-3 (3), CPS-4
(4), CPS-5 (5), CPS-6 (6), CPS-7 (7-8), CPS-8 (9-10) e CPS-9 (11-12)
eliminaram 100% dos tripomastigotas na concentragdo maxima testada (150
pmg/mL); os grupos CPS-1 (1) e CPS-10 (13-17) ndo foram ativos na

concentracdo maxima testada (Tabela 5).

5.2.2.2. Promastigotas de Leishmania (L.) infantum

Os 10 grupos foram incubadas com promastigotas de Leishmania
(L.) infantum por 48 horas e a viabilidade foi determinada pelo método do
MTT. ApGs a incubacao, os grupos CPS-4 (4) e CPS-5 (5) eliminaram 100%
dos promastigotas na concentracdo maxima testada (150 pg/mL). Os
grupos: CPS-1 (1), CPS-2 (2), CPS-3 (3), CPS-6 (6), CPS-7 (7-8), CPS-8 (9-
10), CPS-9 (11-12) e CPS-10 (13-17), ndo apresentaram atividade na

concentracdo maxima testada (Tabela 7).

Tabela 7: Determinagdo da atividade antiparasitaria dos grupos em formas
tripomastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania (L.) infantum. A
viabilidade foi determinada com resazurina e MTT, respectivamente.
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CEsp (g/mL) IC 95%

Grupos T. cruzi L. (L)) infantum
(tripomastigotas) (promastigotas)

CPS-1 (1)* na na

CPS-2 (2) 32,56 (26,90 — 39,41) na

CPS-3 (3) 51,26 (46,06 — 57,04) na

CPS-4 (4) 6,04 (5,33 — 6,84) 92,28 (66,36 — 128,30)

CPS-5 (5) 11,13 (7,53 — 16,47) 100,70 (79,17 — 128,10)

CPS-6 (6) 9,27 (8,64 — 9,94) na

CPS-7 (7-8) 68,92 (55,12 — 86,18) na

CPS-8 (9-10) 21,61 (20,21 — 23,10) na

CPS-9 (11-12) 72,15 (59,11 - 88,06) na

CPS-10 (13-17) na na

CEsp: Concentracao Efetiva 50%; 1C95%: Intervalo de Confianca 95%; na: ndo ativo na concentracao
testada.
*CPS: Coluna Pleurotus Salmoneostramineus

5.2.3. Avaliacao da atividade antiparasitaria e citotoxicidade do

ergosterol

A atividade antiparasitaria do ergosterol foi avaliada em diferentes
modelos. Formas amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum
foram incubadas por 120 horas com o ergosterol e ao final do ensaio, foi
observado uma CEsy de 125,27 uM (Tabela 8). Na Figura 20 observa-se a
lamina do grupo tratado com ergosterol, demonstrando eliminacdo de 100%
dos amastigotas intracelulares no macrofago. No grupo nao tratado,
observam-se varios amastigotas intracelulares. As formas promastigotas nao
foram susceptiveis ao ergosterol. O farmaco miltefosina foi utilizado como
padrdo tanto para promastigotas e amastigotas, resultando em valores de
CEso de 16,43 uM e 16,86 uM, respectivamente (Tabela 8).
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Os ensaios em Trypanosoma cruzi demonstraram que as formas
tripomastigotas foram susceptiveis ao ergosterol apés 48 h de incubacéo,
resultando em uma CEsp de 129,23 UM (Tabela 8). As formas amastigotas
intracelulares n&o demonstraram susceptibilidade ao ergosterol na
concentracdo maxima testada. O farmaco benznidazol foi utilizado como
padrdo para tripomastigotas e amastigotas, resultando em valores de CEsg
de 440,73 uM e 319,70 uM, respectivamente.

A citotoxidade do ergosterol foi avaliada em macréfagos isolados
da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c apo0s incubacdo por 48
horas e a viabilidade foi determinada pelo método colorimétrico com
resazurina. O ergosterol resultou em uma CEso de 619,43 uM (Tabela 8). Os
farmacos benznidazol e miltefosina foram testados em células NCTC e

resultaram em valores de CEsy de 469,93 uM e 122,00 uM, respectivamente.
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Tabela 8: Determinacédo da atividade antiparasitaria do ergosterol em formas
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, promastigotas e amastigotas de
Leishmania (L.) infantum e citotoxicidade em macrofagos peritoneais. Como
controle, utilizou-se os farmacos padrdes miltefosina e benznidazol.

CEso (UM) IS 95%

Compostos
Parasitos e células Ergosterol Benznidazol Miltefosina*
129,23 440,73
Trypanosoma cruzi (116,12 -143,80) (272,40 — 478,40) nd
(tripomastigotas)
319,70
Trypanosoma cruzi na nd
(amastigotas) (283,80 — 360,10
16,43
Leishmania (L.) infantum na nd (15,45 — 17,46)
(promastigotas) - ' 6 86 '
125,27 16,
Leishmania (L.) infantum (93,73 — 168.46) nd (11,57 — 24,57)
(amastigotas) ' ' ' '
469,93 122,00
NCTC clone 929 nd (414,98 — 532,18) (94,78 — 157,00)
619,43
Macrofagos peritoneais (22,21 — 1726,71) nd nd
indice de Seletividade 4,80 1,10 nd
(Trypanosoma cruzi)
indice de Seletividade 4,94 nd 7,23

(Leishmania (L.) infantum)

CEso: Concentracdo Efetiva 50%; 1C95%: Intervalo de Confianga 95%; na: ndo ativo; nd: n&o
determinado; IS: indice de Seletividade, razdo entre CEso em celulas de mamiferos e CEso em
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Toxicidade determinada em macrofagos peritoneais de
camundongos. Toxicidade " - toxicidade determinada em células de tecido conjuntivo NCTC clone 929.
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Figura 21: Avaliacdo da atividade do ergosterol contra amastigotas
intracelulares de Leishmania (L.) infantum. Macrofagos peritoneais corados
com Giemsa e observados em microscopia 6ptica em aumento de 1000X
(imersdo em 6leo). A. controle ndo tratado. B. incubacdo com ergosterol por
120 horas a 150 pg/mL (378,16 pM). Seta demonstra um amastigotas e a
barra representa 3 um.

Fonte: Arquivo pessoal.

5.2.4. Avaliacdo dos mecanismos de acdo do ergosterol em

Trypanosoma cruzi

5.2.4.1. Alteracdo da permeabilidade de membrana

plasmatica

O ergosterol foi incubado por 80 minutos com tripomastigotas de
T. cruzi e a permeabilidade da membrana plasmética foi avaliada com
SYTOX® Green. Conforme indicado na Figura 22, pode-se observar que o
ergosterol permitiu o influxo da sonda fluorescente, desde o tempo inicial de
incubacéo, até os 80 minutos maximos testados. O resultado foi significativo
guando comparado ao controle (células nédo tratadas) (p<0,05). A
permeabilizacdo maxima foi obtida na presenca do detergente Triton X-100
(controle positivo), onde se observou significativo influxo da sonda quando

comparado ao controle (células néo tratadas) (p<0,002).
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Figura 22: Avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmatica de
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, representada em unidades de
fluorescéncia das leituras realizadas a cada 20 minutos de incubacdo na
presenca da sonda SYTOX® Green. O valor de p (teste de variancia, nao
paramétrico) é representado por ***(p<0,001) e **(p<0,002) em relacdo ao
controle. Os pontos representam a média das triplicatas de um ensaio
representativo.

5.2.4.2. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em
tripomastigotas foi monitorada pela sonda Mitotracker® Red CM-H,XROS.
Os parasitos nao tratados foram incubados com a sonda e foram utilizados
como grupo controle. Apos 60 minutos de incubacdo, os niveis de
fluorescéncia detectados indicaram o funcionamento normal do potencial de
membrana mitocondrial da célula (controle). Os resultados demonstraram
que o ergosterol (Figura 23) induziu uma despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial, reduzindo em aproximadamente 69% a
fluorescéncia em relacdo ao controle ndo tratado. A comparacdo entre o
grupo controle e o ergosterol sugere valores significativamente diferentes (p
< 0,001). FCCP foi utilizado como grupo controle positivo, reduzindo
significativamente (p < 0,001) a fluorescéncia em 88% quando comparado

ao grupo controle (néo tratado).
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Figura 23: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial de
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, realizada utilizando a sonda
Mitotracker® Red CM-H,XROS apdés uma hora de incubacdo com o
ergosterol * p < 0,001 em relacdo ao controle. A barra representa a média
das triplicatas de um ensaio representativo.

5.2.4.3. Producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A producédo de ROS em tripomastigotas foi avaliada na presenca
do ergosterol apés 60 minutos de incubacéo, utilizando-se a sonda H,DCF-
DA. Tripomastigotas néo tratados foram utilizados como grupo controle. Os
dados demonstraram que o ergosterol induziu um aumento nao significativo
(p>0,05) na producao de ROS, quando comparado ao grupo controle ndo
tratado (p>0.05) (Figura 24). Azida sodica foi utilizada como controle

positivo, sendo utilizada para normalizacao dos dados.
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Figura 24: Avaliacdo da producdo de ROS em tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi utilizando a sonda H,DCF-DA ap6s uma hora de
incubacdo com o ergosterol. ***(p<0.001) em relacdo ao controle. A barra
representa a média das triplicatas de um ensaio representativo.
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6. Discusséao

Metabolitos secundéarios isolados de basidiomicetos séo
importantes biomoléculas ativas. Estudos recentes realizados por Lai e
colaboradores (2012) demostraram um triterpendide isolado de
basidiomiceto Astraeus hygrometricus com atividade anti-Leishmania (L.)
donovani. Atividade antimicrobiana também foi relatada para o basidiomiceto
Lentinula edodes (Chowdhury et al., 2015).

No presente estudo, foi realizado pela primeira vez, o
fracionamento do extrato organico do basidiomiceto Pleurotus
salmoneostramineus, visando a avaliacdo do potencial de seus metabdlitos
contra os protozoarios Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi. Para
isso, o fracionamento quimico foi realizado, onde diferentes técnicas foram
empregadas para separacdo dos metabdlitos e identificacdo de compostos
ativos. A atividade anti-Trypanosoma cruzi do basidiomiceto P.
salmoneostramineus foi encontrada em fracdes de diferentes polaridades,
desde a fase hexano, até acetato de etila e butanol. Os valores de CEsg
variaram entre 7 a 58 pug/mL; no entanto, os promastigotas de Leishmania
(L.) infantum n&o foram susceptiveis nas concentracdes testadas. Apesar de
ambos serem tripanossomatideos, esta diferenca pode estar relacionada as
diferencas bioguimicas entre os parasitos, conferindo mecanismos de defesa

diferentes contra xenobidticos (Pinto et al., 2014).

Entre as fracdes testadas, a fracdo hexano apresentou a maior
atividade, sugerindo a natureza lipofilica do composto ativo. Embora as
fracOes nao tenham apresentado atividade anti-Leishmania (L.) infantum,
estudos realizados por Tempone e colaboradores (2007) demostraram que 0
prévio fracionamento de extratos brutos, pode gerar subfracdes ativas
(Tempone et al., 2011). Diante disso, a fracdo hexano foi selecionada para o

fracionamento em cromatografia em coluna (CC). Dentre os 10 grupos

69



gerados, 8 destes demonstraram atividade anti-Trypanosoma cruzi com
valores de CEsg entre 6 a 72 ug/mL e dois grupos demonstraram atividade
anti- Leishmania (L.) infantum com valor de CEso < 100 pg/mL, corroborando

a hipotese citada acima.

Durante o fracionamento da fracdo hexano, se observou a
cristalizacdo do grupo CPS-3 (3), um indicativo de pureza. Estudos
realizados para eludidacdo estrutural utilizando a ressonancia magnética
nuclear (*H e *3C), assim como a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, confirmaram que a subfracdo estava pura; os
dados da literatura (Wright, 1979) permitiram a identificacdo do composto

como ergosterol.

Esterdis presentes em membranas celulares regulam a fluidez e
contribuem para a organizacdo das membranas. Diferentemente das células
dos mamiferos que contém o colesterol, porém, de forma similar aos fungos,
membranas celulares dos protozodrios Leishmania spp e Trypanosoma cruzi
contém o ergosterol, assim como outros derivados de esterdis (McCall et al.,
2015). Os esterois sao sintetizados a partir da acetil-CoA por um processo
metabdlico especifico e nestes parasitos, envolve um complexo enzimatico
pertencente ao citocromo P450, denominado CYP51 ou esterol 14-alfa-
demetilase (Lepesheva & Waterman, 2011; Souza & Rodrigues, 2009).
Considerando as diferencas bioquimicas entre as células de mamifero e o
parasito, a sintese de ergosterol (CYP51) tem sido um alvo terapéutico para
selecao de novos farmacos (Lepesheva et al., 2015; Riley et al., 2015).

Devido a este fato, farmacos antifiUngicos pertencentes a classe
dos azbis tém sido empregados na clinica da leishmaniose, como o
cetoconazol, itraconazol (Ozgoztasi & Baydar, 1997), assim como em
estudos clinicos na doenca de Chagas, como o posoconazol (Francisco et
al., 2015). A eficacia destes compostos tem sido bastante varidvel, com
dependéncia da espécie do parasito estudada (Reithinger et al., 2007).

Recentemente um estudo avaliou o efeito anti-Trypanosoma cruzi do
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posaconazol e do ravuconazol ambos farmacos em uso clinico como
antifingicos e inibidores da CYP51 de Trypanosoma cruzi (Soeiro et al.,
2013), porém apesar dos estudos iniciais promissores, o DNDi vem
despriorizando inibidores da CYP51, pois demonstrou-se que o farmaco
mais promissor desta classe, o posaconazol, resultou em falha terapéutica
em estudos pré-clinicos com a doenca de Chagas (Francisco et al., 2015).
Ligonio e colaboradores (2012) isolaram pela primeira vez o
peroxido de ergosterol presente no basidiomiceto Pleurotus ostreatus, o qual
demonstrou atividade anti-Trypanosoma cruzi com valor de CEsp de 6 pg/mL
contra formas epimastigotas. Em nosso estudo, o ergosterol demonstrou
atividade anti-Trypanosoma cruzi contra a forma tripomastigota, porém,
apresentou um valor de CEsy cerca de 8 vezes maior quando comparado
aos dados de Ligonio e colaboradores (2012). Quando comparado ao
farmaco padrdo benznidazol, o ergosterol se apresentou cerca de 3 vezes
mais ativo. As diferencas encontradas entre os trabalhos, além de
relacionadas a estrutura quimica do composto, podem estar relacionadas
também ao metabolismo e diferencas bioquimicas encontradas entre as
diferentes formas estudadas. Epimastigotas geralmente sao formas
extracelulares e mais susceptiveis a farmacos, uma vez que se encontram
no inseto vetor; ja os tripomastigotas, forma utilizada em nosso trabalho, sédo
formas mais resistentes a farmacos, encontradas no interior das células nos
mamiferos, assim como na circulagdo sanguinea. Estas diferencas reforcam
a necessidade de se investigar a atividade de farmacos nas formas
evolutivas presentes nos hospedeiros vertebrados, isto €, tripomastigotas e
amastigotas intracelulares (Castro et al., 1993). Apesar da atividade contra
uma das formas do parasito (tripomastigotas), nossos estudos indicaram
falha do ergosterol no tratamento de macrofagos infectados com
amastigotas intracelulares. Este fato pode estar relacionado a auséncia de
penetracdo do composto no interior da célula hospedeira, assim como
degradacdo do mesmo ou ainda auséncia de atividade para a forma
amastigota, devido as mudancas metabdlicas do parasito e maior potencial

de protecao (Schmidt et al., 2012). Pesquisadores do DNDi relatam que
71



farmacos que atuam somente no estagio intracelular do parasito
(amastigotas) podem contribuir para tratamentos deficientes, uma vez que
as formas tripomastigotas residentes levam a quadros conhecidos de
recidiva e falha terapéutica (Chatelain, 2015). Desta forma, a associacéo de
dois farmacos com atividade em ambas a formas poderia ser uma

alternativa.

Ligonio e colaboradores (2012) demonstraram que o peréxido de
ergosterol se apresentou pouco téxico em células de mamifero, com uma
CEso de 3 pg/mL. Apesar de compostos que apresentam grupos
endoperoxidos demonstrarem na literatura um potencial maior de
citoxicidade a células de mamifero o peréxido de ergosterol foi cerca de 12
vezes menos toxico quando comparado ao ergosterol testado em nosso
estudo. As diferencas de toxicidade encontradas poderiam entdo ser
explicadas pelas diferentes linhagens de células estudadas, fato este muito
observado em nossos estudos no laboratério. Em nosso estudo, o ergosterol
apresentou um indice de seletividade de aproximadamente 5, demonstrando
ser mais toxico para os parasitos Trypanosoma cruzi (tripomastigotas) e
amastigotas intracelulares (Leishmania) do que para as células de mamifero
estudadas. Este fato € um importante parametro quando se avalia o
potencial antiparasitario de um composto (Mercer et al., 2007; Meshnick,
2002).

Nosso estudo demonstrou pela primeira a atividade do ergosterol
frente ao T. cruzi, e ainda, a atividade do extrato organico do basidiomiceto
comestivel, P. salmoneostramineus. Esteroéis sintéticos ou mesmo isolados
de diferentes fontes naturais possuem atividades antiparasitarias (Nganso et
al., 2011; Viegelmann et al., 2014). Braga e colaboradores (2005)
demonstraram que derivados sintéticos de esterois apresentaram atividade
anti-T. cruzi. Tempone e colaboradores demonstram a atividade anti-T. cruzi
e anti-Leishmania dos esterdis telocinobufagina e helebrigenina, isolados do

veneno de Rhinella jimi (Tempone et al., 2008).
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Quando avaliado em Leishmania (L.) infantum, o ergosterol nao
apresentou atividade contra os promastigotas. Em contrapartida, demonstrou
atividade contra a forma intracelular do parasito, (amastigota). Ainda, quando
comparado ao fa&rmaco padrdo, o ergosterol foi cerca de 3 vezes menos
ativo do que a miltefosina. A atividade do ergosterol na forma intracelular de
Leishmania e sua auséncia de atividade contra a forma extracelular
poderiam ser explicadas por uma possivel imunomodulacdo nos
macroéfagos, desencadeando ou inibindo a producdo de citocinas, as quais
poderiam contribuir com a morte do parasito. Zhang e colaboradores (2015),
ao investigar o papel do ergosterol, isolado de Scleroderma polyrhizum, em
sindrome pulmonar aguda, demonstrou uma inibicdo da producdo do fator
de transcricdo nuclear kappa B, ciclooxigenase-2 (COX-2) e da sintese de
Oxido nitrico além da citocina IL-6. A IL-6 tem sido considerada uma citocina
exacerbatéria na leishmaniose, contribuindo para o agravamento da doenca
guando aumentada (Silva et al., 2015). Futuros estudos poderdo demonstrar
o papel do ergosterol e seus possiveis efeitos imunomodulatérios no
macréfago. Além disso, as diferencas metabdlicas entre os amastigotas e 0s
promastigotas séo suficientes para explicar o efeito diferenciado do

ergosterol no parasito.

Para entendermos a natureza da agéo letal do ergosterol nas formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, foi necessario estudar o mecanismo
de acdo, utilizando diferentes sondas para avaliacdo da permeabilidade da
membrana plasmatica, avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial e
da producdo de espécies reativas de oxigénio. Utilizando a sonda
fluorescente SYTOX® Green, foi possivel verificar que o ergosterol alterou a
permeabilidade da membrana plasmatica em tempos curtos de incubacao,
pois permitiu um rapido influxo da sonda fluorescente. A alteracdo da
permeabilidade de membrana pode contribuir para o desbalanceamento de
ions, levando o parasito a morte (Das, 1993). FArmacos como a miltefosina
(Brilhante et al., 2015) e a anfotericina B (Yang et al., 2013), que alteram a

permeabilidade da membrana plasmatica de fungos sdo bem conhecidos;
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porém, até o presente momento, ndo havia sido relatado que o tratamento
com ergosterol poderia causar o mesmo efeito. O efeito de diferentes
concentracdes de anfotericina B em células tumorais HT29 foi relatado,
demonstrando a abertura de poros aquosos concentracdo-dependente
(Yang et al.,, 2013). Futuros ensaios em modelos de membrana poderéo
avaliar com precisao o efeito do ergosterol na membrana de Trypanosoma
cruzi. Os estudos realizados neste trabalho permitem apenas confirmar a

alteracdo da permeabilidade da membrana plasmética neste parasito.

Tripanosomatideos assemelham-se aos fungos em termos de
biossintese de esterois, porém, ao contrario dos mamiferos que sintetizam o
colesterol, o T. cruzi produz principalmente ergosterol. Formas amastigotas
de T. cruzi contém significativas quantidades de colesterol de origem
exdégena, mas continua a ser altamente suscetivel a inibidores de sua
biossintese, demonstrando a necessidade de esterdis especificos néo
sintetizados pelo parasito.

A via de biosintese de esterol é considerada um dos alvos mais
importantes para a pesquisa de novos farmacos na doenca de Chagas
(Kessler et al., 2013). Enzimas desta via tém sido estudadas como possiveis
alvos de tratamento e o ergosterol poderia contribuir como uma ferramenta
para se avaliar o motivo pelo qual, quando em excesso, contribuiria para
desestabilizacdo da membrana plasmatica, aumentado sua permeabilidade
e levando o parasito a morte. Diferentes metabdlitos de origem natural, além
da prépria anfotericina B, alteram a permeabilidade de membranas de
Trypanosoma cruzi ou Leishmania spp. Rea e colaboradores (2013)
demonstraram gque um composto natural, a soulamarina, isolada da planta
Calophyllum brasiliense (Clusiaceae), induziu alteracdo da permeabilidade
de membrana de T. cruzi, contribuindo para a morte de tripomastigotas de T.
cruzi. Pinto e colaboradores, demonstraram que peptideos isolados da
secrec¢do cutanea de anfibio, como as dermaseptinas e filoseptinas, também
alteram esta permeabilidade de Leishmania e Trypanosoma cruzi (Pinto et
al., 2014).
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Em continuidade aos estudos de mecanismo de a¢ao, quando se
utilizou a sonda Mitotracker® Red CM-H,XROS, foi possivel demonstrar que
apos a alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica, houve uma
rapida despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial. Vercesi e
colaboradores (1991) demonstraram que a permeabilizacdo da membrana
de epimastigotas por digitonina a 64 pM, ndo induziu alteracdes
mitocondriais. Por outro lado, Rodrigues e colaboradores (2001),
demonstraram que epimastigotas de T. cruzi, quando tratadas com
digitonina na mesma concentragdo, resultou em permeabilizacdo da
membrana plasmatica, associada a perda do potencial de membrana
mitocondrial e reducao dos niveis de ATP. Em nossos estudos, o ergosterol
demonstrou um efeito similar aquele observado por Rodrigues et al (2001),
alterando a permeabilidade da membrana plasmatica e contribuindo para
alteracdo do potencial de membrana. Porém, este efeito mitocondrial
causado pelo ergosterol no Trypanosoma cruzi pode ser resultado de um
efeito secundario a alteracdo da permeabilidade de membrana, uma vez que
a mitocondria pode estar tentando reparar a rapida alteracdo da
permeabilidade da membrana plasméatica, e desta forma, alterar seu

potencial.

O sistema redox € essencial para a sobrevivéncia dos
tripanossomatideos. Todos os organismos aerdbicos sdo expostos a ROS,
tais como superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H,O,) e radicais de
hidroxila (OH), gerados pelo metabolismo, incluindo o processo de
fosforilacdo oxidativa que ocorre na mitocéndria. O desequilibrio redox
ocorre no parasito quando os antioxidantes endégenos ndo conseguem lidar
com a excessiva producao de ROS (tanto enddégeno como exdgeno), e isso
leva ao estresse oxidativo (Pal & Bandyopadhyay, 2012). Conforme indicado
pela sonda H,DCF-DA, nossos dados demonstraram que, apesar da
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial, ndo houve aumento
significativo da producdo de ROS apds o tratamento com ergosterol. Este

dado sugere que morte induzida pelo ergosterol ndo deve estar associada a
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um estresse oxidativo no parasito. Futuros ensaios poderdo avaliar os
efeitos celulares do ergosterol em T. cruzi, possibilitando o desenho de
novos e mais seletivos compostos antiparasitarios. O ergosterol poderia ser
utilizado como uma ferramenta para se avaliar novas rotas de morte celular,

visando novas terapias para a doenca de Chagas.
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7. Conclusoes

1- O basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus foi fracionado e
resultou em trés fracfes ativas no T. cruzi: fracdo hexano, fracdo acetato de
etila e fracdo butanol. Formas promastigotas de Leishmania infantum néo
foram susceptiveis as fragcdes organicas.

2- Dentre as fracdes obtidas da particdo liquido-liquido, a fracdo hexano
apresentou a maior atividade anti-T. cruzi, com menores valores de
Concentracgao Efetiva 50%.

3- Da fragdo hexano foram obtidos 10 grupos, sendo 2 grupos com
atividade leishmanicida (promastigotas) e tripanomicida (tripomastigotas), 6
grupos com atividade tripanomicida (tripomastigotas) e 2 grupos nao ativos.
4- Dentre os grupos, um grupo foi caracterizado como substancia pura
denominado ergosterol.

5- Um composto antiparasitario ativo foi isolado do basideomiceto
Pleurotus salmoneostramineus e sua estrutura quimica elucidada, resultando
no ergosterol. O basideomiceto apresenta outros possiveis compostos ativos
6- O ergosterol apresentou atividade (100% de morte) contra
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e amastigotas de Leishmania (L.)
infantum, demonstrando um efeito tripanomicida e leishmanicida.

7- O ergosterol apresentou toxicidade para as células de mamifero,
porém apresentou seletividade de aproximadamente 5 para ambos os
parasitos estudados.

8- O ergosterol alterou a permeabilizacdo da membrana plasmatica em
tripomastigotas de T. cruzi, contribuindo para uma despolarizacdo do
potencial de membrana mitocondrial, e levando o parasito a morte sem

inducéo de estresse oxidativo.
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Anexo 1A: Espectro de RMN de 'H da fase hexano de P.

salmoneostramineus (é, CDCl3z, 300 MHz)
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Anexo 1B: Espectro de RMN de 'H da fase acetato de etila de P.

salmoneostramineus (d, CDCl3z, 300 MHz).
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de P.

!4 da fase butanol

Espectro de RMN de

Anexo 1C:

salmoneostramineus (d, CDCl3z, 300 MHz).
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Anexo 2: Espectro da RMN *H do ergosterol.
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Anexo 3: Espectro de RMN *3C do ergosterol.
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Anexo 4: Espectrometria de massas do ergosterol.

\bundance TIC: CPE-3-3. Ddatarms

0002000
E000000
TO0a00
E000000]
000000
4000000

3000000

002000

1000000

Mme—z 400 G500 G00 700 8O0 9S00 {000 400 1200 13.00 4400 9500 4600 17D0 1200 1900 2000 21.00
Abunidance Average of 14279 o 14350 min: CP3-3-1.0data e
4000004 5p.3

350000

300000

250000 e

™
e

20000 %39 3363

1500004 R

3 1 I
2.1 281.1

100004 1714

=l

———

= b #00as10 4739 5032 sa33m4ns

== 40 B0 =0 100 120 140 180 180 200 220 240 250 280 300 320 340 350 380 400 420 £40 450 480 500 520 540 k0

107




Hit 1 - Engosienc

C2EH440; W7 536; RMF: 843 Prob 8349 TAS: ST-57-4; Lib: mainib; 10 31914,

100 E]

20
[mainilh] Ergosbem

Fame Engosien
Formmadia: skl
MW 355 CASSE: S7-87-4 NIETS: 229035 I0=: 21914 DBE: mainib
Offeer DBs- Fine, HODCC, EINECS
Contributor: Japan AIETBAC Calabase- Epecrum MEE-MA-1T27T
0 [mngesi peeabs
B2 905 | 363 HN SSTTY| 3B ESE| =3 5N
&£3477 BA147TI | 143432 | 41407 | 145365
SHMOIymS:
1. Ergosia-S, 7, 22-ren-3-0l, (30, 22F )
2. Erposterin
3. Prowvitamin G
4. Frovitamin G2
E.[3p)-Ergesia-5, 7, 22 trienr3-0
E.[3p, Z2EFEposa-S, 7,2 2-rien- 3
T2ZEFEmosia-=. 7. 22-ier-3-0l 2

155

108



Anexo 5: Aprovagédo do comité de ética

SECRETARLA DE ESTADD DA S&AUDE
CODORDEMADDRIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTE ADOLPO LUTE / INSTITUTO PASTEUR

COMISSAD DE ETICA MO IS0 DE ARIMAIS m

Sha Paula, 24 de Tevensing de 2011,
Paracer CEUA-ALFastaur n® 0152011
Prazado Senhor,

“imos pelo presante informar quee o projelo de pesquisa
“Estudo do Potenclal Anti-Leishmania & Anti-Trypanosoma cruzi de
Maléculas  |=oladas de Basiodiomicetss: Uma Busca por  Alvos
Terapéuticos”, sab sua coordenagds, ol considerade APROVADOD, podendo
sar mgalizado conforme procedimenios delingados apresentados a esta
Comessdo.

Informamos que devem ser encaminbados relatinos &
GCEUA a cada & (seis) meses, no niuilo de acompanhar os procedimenios
reslzados sagundo o8 BECECtos &icos & ancaminhar ag Conselho Nacional de
Contrele de ExpermentagBo Animal - COMCEA, conforme a Lei Federal
11.794 de B de outubro de 2008.

Coordenador da CELA-IALPastaur

limo. Sr.

Dr. André Gustave Tempone Cardoso
Pagquisador Ciantifico

Ceniro de Parastologia & Micokgia
Instauio Adolio Lutz

Advaa Enciemcn: Avenida Doutor dmaido. n” 2348
A0 Lreckiar — Sakas 900010580 — Caid s ra Cldaar
S&o Pails = 5P = CEF: 01285502
Tz [11) J068FUHT - e-mat ceundisl 5p ooy br
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