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RESUMO 

Considerando a necessidade de novos tratamentos para doenças 

negligenciadas como a leishmaniose visceral e a doença de Chagas, o 

presente trabalho realizou o fracionamento do basidiomiceto comestível 

Pleurotus salmoneostramineus na busca por substâncias potencialmente 

antiparasitárias. Dentre as frações 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 Concentração 

Efetiva 50% (CE50) de 125 µM e de 129 µM contra formas tripomastigotas de 

Trypanosoma cruzi. O estudo da citotoxicidade em células de mamífero 

resultou em um valor de CE50 de 619 µM. Seu mecanismo de ação em 

tripomastigotas resultou uma rápida permeabilização da membrana 

plasmática, com a despolarização do potencial de membrana mitocondrial, 

levando o parasito à morte. Apesar disso, não se verificou aumento de 

espécies reativas de oxigênio no parasito, demonstrando que seu 

mecanismo de ação não envolve a indução de estresse oxidativo. A seleção 

de metabólitos secundários antiparasitários presentes na natureza pode 

fornecer futuros protótipos para o desenho de novos fármacos para doenças 

negligenciadas.  

Palavras Chave: Ergosterol, Pleurotus salmoneostramineus, Trypanosoma 

cruzi, Leishmania infantum, mecanismo de ação. 



 

 

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 (IC50) values of 125 µM and 129 µM, 

respectively. The cytotoxicity in mammalian cells resulted in an IC50 value of 

619 µM. 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. 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ATP Trifosfato de adenosina 

CE50 Concentração efetiva 50% 

CE99 Concentração efetiva 99% 

CC Cromatografia em coluna 

CCD Cromatografia em camada delgada 

CDC Centers for Disease Control and Prevention 

CPS Coluna Pleurotus salmoneostramineus 

DC Doença de Chagas 

DCA Doença de Chagas Aguda 

DMSO Dimetilsulfóxido 

FCCP Carbonilcianuro p-(trifluorometoxi) fenilhidrazona 

FDA Food and Drug Administration 

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution 

IC 95% Intervalo de Confiança 95% 

IS Índice de seletividade 

LLC-MK2 Rhesus Monkey Kidney Cells – ATCC CCL 7 

LV Leishmaniose visceral 

mg Miligramas 

mg/mL Miligramas por mililitros 

MS Ministério da Saúde 

M -199 Meio 199 

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-feniltetrazolio 

na Não ativo 

nd Não determinado 

nm Nanômetro 

PBS Tampão fosfato-salina (Phosphate-buffered saline) 

RPMI (1640) Meio Roswell Park Memorial Institute 

RMN 1H Ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

RMN 13C Ressonância magnética nuclear de carbono 13 

ROS Espécies reativas de oxigênio 

SDS Dodecil sulfato de sódio 

SFB Soro fetal bovino 

WHO World Health Organization 

v/v Volume por volume 

µL Microlitros 

µg/mL Microgramas por mililitros 

µM Micromolar 

 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Casos confirmados de LV no Brasil de 2005 a 2013 ....................13 

Figura 2: Fêmea de flebotomíneo, adulto, engurgitada - (foto ampliada) ....14 

Figura 3: Ciclo de transmissão da leishmaniose incluindo vetor e hospedeiro 

vertebrado. ..................................................................................................15 

Figura 4:  Área endêmica de doença de Chagas na América Latina. ..........19 

Figura 5: Distribuição espacial dos casos de DCA no Brasil no período de 

2006 a 2013. ................................................................................................20 

Figura 6: Ciclo biológico do Trypanosoma cruzi incluindo o vetor e o 

hospedeiro vertebrado. ................................................................................22 

Figura 7: Edema das pálpebras superiores e inferiores (esquerda da 

paciente) conhecido como sinal de Romanã. ...............................................23 

Figura 8: Principais estruturas de um Basidiomycota. .................................27 

Figura 9: Cogumelos Basidiomicetos: 1 - Agaricus blazei, 2 - Lentinus 

strigosus, 3 - Pleurotus ostreatus e 4 - Astraeus hygrometricus. ..................28 

Figura 10: Estrutura química do composto hipnofilina, isolado do 

basidiomiceto Lentinus strigosus. ................................................................30 

Figura 11: Estrutura química do composto panepoxidona isolado do 

basidiomiceto Lentinus strigosus. ................................................................30 

Figura 12: Estrutura química do composto astracurcurona isolado do 

cogumelo Astraeus hygrometricus. ..............................................................30 

Figura 13: Estrutura química do composto peróxido de ergosterol isolado do 

basidiomiceto Pleurotus ostreatus. ..............................................................31 

Figura 14: Cogumelo Pleurotus salmoneostramineus (“cogumelo rosa”). ...33 

Figura 15: Fluxograma de obtenção do extrato metanólico bruto e das 

frações obtidas após partição líquido-líquido do P. salmoneostramineus.....38 

Figura 16: Fluxograma da confirmação da elucidação estrutural ................47 

Figura 17: Estrutura do ergosterol ...............................................................58 

Figura 18: Viabilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi submetidos 

ao teste com resazurina, após incubação com as frações obtidas do extrato 

metanólico do Pleurotus salmoneostramineus .............................................60 



 

 

Figura 19: Viabilidade de promastigotas de Leishmania (L.) infantum 

submetidos ao teste com MTT, após incubação com as frações obtidas do 

extrato metanólico do Pleurotus salmoneostramineus. ................................60 

Figura 20: Avaliação da efetividade do ergosterol contra amastigotas 

intracelulares de L. (L.) infantum. Macrófagos peritoneais corados com 

Giemsa e observados em microscopia óptica em aumento de 1000X 

(imersão em óleo). A. controle não tratado. B. incubação com ergosterol por 

120 horas a 150 µg/mL (378,16 µM). Seta demonstra amastigotas e a barra 

representa 3 µm. ..........................................................................................65 

Figura 21: Avaliação da permeabilidade da membrana plasmática de 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, representada em unidades de 

fluorescência das leituras realizadas a cada 20 minutos de incubação na 

presença da sonda SYTOX® Green. O valor de p (teste de variância, não 

paramétrico) é representado por ***(p<0,001) e **(p<0,002) em relação ao 

controle. O desvio é representado pela média das triplicatas de um ensaio 

representativo. .............................................................................................66 

Figura 22: Avaliação do potencial de membrana mitocondrial de 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi foi realizada utilizando a sonda 

Mitotracker® Red CM-H2XROS após uma hora de incubação com o 

ergosterol * (p < 0,001) em relação ao controle. A barra é representada pela 

média das triplicatas de um ensaio representativo. ......................................67 

Figura 23: Avaliação da produção de ROS em tripomastigotas de 

Trypanosoma cruzi utilizando a sonda H2DCF-DA realizada após uma hora 

de incubação com o ergosterol. (p<0,05) ***(p<0.001) em relação ao 

controle. A barra é representada pela média das triplicatas de um ensaio 

representativo. .............................................................................................68 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Espécies do gênero Pleurotus e suas atividades biológicas. .......32 

Tabela 2: Frações e massas obtidas após o fracionamento em coluna da 

fração hexano do P. salmoneostramineus. ..................................................44 

Tabela 3: Grupos de frações, frações e massas de material obtido após 

fracionamento em coluna da fração hexano do P. salmoneostramineus. .....45 

Tabela 4: Determinação da atividade antiparasitária das frações: 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: Determinação da atividade antiparasitária 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: Determinação da atividade antiparasitária do ergosterol em formas 

tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, promastigotas e amastigotas de 

Leishmania (L.) infantum e citotoxicidade em macrófagos peritoneais. A 

viabilidade foi determinada com resazurina e MTT, respectivamente, e os 

fármacos padrões miltefosina e benznidazol................................................64 



 

 

ÍNDICE 

1. INTRODUÇÃO ....................................................................................12 

1.1. LEISHMANIOSE VISCERAL ....................................................................... 12 

1.1.1. Manifestações clínicas .............................................. 16 

1.1.2. Tratamento ................................................................ 16 

1.1.2.1. Anfotericina B ........................................................ 17 

1.1.2.2. Miltefosina ............................................................. 18 

1.2. DOENÇA DE CHAGAS ............................................................................. 18 

1.2.1. Manifestações clínicas .............................................. 22 

1.2.2. Tratamento ................................................................ 25 

1.2.3. Basidiomicetos .......................................................... 26 

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

1.2.3.2. O gênero Pleurotus ............................................... 31 

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

2. JUSTIFICATIVA ..................................................................................34 

3. OBJETIVOS ........................................................................................35 

3.1. GERAIS ................................................................................................. 35 

3.2. ESPECÍFICOS ......................................................................................... 35 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ..................................................................37 

4.1. COGUMELO E REAGENTES ...................................................................... 37 

4.2. OBTENÇÃO DO EXTRATO ORGÂNICO E DA PARTIÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO ......... 37 

4.2.1. Maceração a frio ........................................................ 37 

4.2.2. Partição líquido-líquido. ............................................. 38 

4.3. AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DAS FRAÇÕES: HEXANO, ACETATO DE 

ETILA E BUTANOL. ........................................................................................... 39 

4.3.1. Parasitas, células e animais de experimentação ....... 39 

4.3.1.1. Animais de experimentação .................................. 39 

4.3.1.2. T.cruzi ................................................................... 39 

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

4.3.1.4. Células LLC-MK2 .................................................. 40 



 

 

4.3.1.5. Células NCTC clone 929 ....................................... 40 

4.3.1.6. Macrófagos peritoneais ......................................... 40 

4.3.2. Determinação da concentração efetiva 50% (CE50) em 

Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi. .......................................... 41 

4.3.2.1. Trypanosoma cruzi. ............................................... 41 

4.3.2.2. Leishmania (L.) infantum. ...................................... 41 

4.4. MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS – FRACIONAMENTO. .................................. 42 

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

 42 

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

4.4.1.2. Ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

(RMN de 1H) 43 

4.4.1.3. Cromatografia em coluna (CC) ..............................43 

4.4.2. O estudo do grupo CPS-3 (3) .................................... 46 

4.4.2.1. Elucidação estrutural ............................................. 46 

4.4.2.2. Determinação in vitro da concentração efetiva 50% 

(CE50) e da citotoxicidade contra células de mamíferos e do índice de 

seletividade do ergosterol ................................................................. 47 

4.4.2.2.1. Estudo da atividade antiparasitária em formas 

amastigotas intracelulares 47 

4.4.2.2.2. Trypanosoma cruzi Erro! Indicador não 

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 

macrófagos peritoneais 50 

4.4.2.3. Avaliação dos mecanismos de ação em formas 

tripomastigotas de T.cruzi ................................................................. 50 

4.5. ANÁLISES ESTATÍSTICAS ......................................................................... 53 

5. RESULTADOS ....................................................................................54 



 

 

5.1. IDENTIFICAÇÃO ESTRUTURAL DO METABÓLITO ISOLADO ............................ 54 

5.2. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA................................................. 58 

5.2.1. Determinação antiparasitária das frações: hexano, 

acetato de etila e butanol. ............................................................................58 

5.2.1.1. Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi ................. 58 

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

5.2.2. Determinação da atividade antiparasitária ................. 61 

5.2.2.1. Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi ................. 61 

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

5.2.3. Avaliação da Atividade Antiparasitária e Citotoxicidade 

do Ergosterol 62 

5.2.4. Avaliação dos mecanismos de ação do ergosterol em 

Trypanosoma cruzi 65 

5.2.4.1. Alteração da permeabilidade de membrana 

plasmática 65 

5.2.4.2. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 66 

5.2.4.3. Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 67 

6. DISCUSSÃO .......................................................................................69 

7. CONCLUSÕES ...................................................................................77 

8. REFERÊNCIAS ...................................................................................78 

9. ANEXOS .............................................................................................96 

 



12 

 

1. Introdução 

 

Doenças negligenciadas possuem amplo impacto social e 

econômico, constituindo em um grande problema em saúde pública, 

afetando principalmente populações menos favorecidas em regiões tropicais 

e subtropicais do mundo (Andrews et al., 2014). A família Trypanosomatidae 

é constituída por protozoários responsáveis por importantes doenças 

parasitárias como a doença de Chagas e a leishmaniose visceral (Fidalgo & 

Gille, 2011). 

1.1. Leishmaniose visceral 

 

Leishmaniose visceral (LV) também conhecida como “calazar” é 

uma doença parasitária tropical (Mukkavilli et al., 2014), frequentemente 

associada com o desequilíbrio social: relacionada à pobreza, e fator a ela 

relacionado com a desnutrição, deslocamento populacional, condições 

precárias de habitação e falta de recursos sociais (Khadem & Uzonna, 

2014). Das infecções tropicais apenas a malária supera o número de mortes 

por LV (Marinho et al., 2015). Sua incidência mundial é estimada entre 200 a 

400 mil novos casos anualmente, com 50 mil mortes, sendo que mais de 

90% dos casos estão concentrados em seis países (Bangladesh, Brasil, 

Etiópia, Índia, Nepal e Sudão) (WHO, 2015). 

Nas Américas a LV foi descrita em 12 países (Argentina, Bolívia, 

Brasil, Colômbia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, 

Nicarágua, Paraguai e Venezuela) e 90% dos casos ocorrem no Brasil, 

principalmente na Região Nordeste (Belo et al., 2013; Cantacessi et al., 

2015; MS, 2014). O Brasil enfrenta atualmente expansão e urbanização da 

LV. Entre os anos de 2005 a 2013, os casos de LV no Brasil somaram 31990 

casos (Figura 1) em grande número de cães infectados têm sido 
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encontrados em várias cidades de grande e médio porte. O ciclo de 

transmissão, 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 áreas endêmicas. A maioria dos casos registrados 

de LV ocorrem em crianças com menos de 10 anos (Gontijo & Melo, 2004). 

A razão da maior susceptibilidade das crianças é explicada pelo estado de 

relativa imaturidade imunológico celular agravado pela desnutrição, tão 

comum nas áreas endêmicas, além de uma maior exposição ao vetor no 

peridomicílio (MS, 2014). 

 

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

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

 

Os agentes etiológicos da LV são protozoários do gênero 

Leishmania das espécies: Leishmania (L.) donovani no velho Mundo (África, 

Ásia, sul da Europa, bacia do Mediterrâneo e Oriente Médio) e Leishmania 

(L.) infantum na Bacia do Mediterrâneo e no novo Mundo (América Latina) 

(Sundar & Chakravarty, 2014). Eventualmente as espécies: Leishmania (L.) 

tropica no Oriente Médio e Leishmania (L.) amazonensis na América do sul, 

podem causar LV (Murray et al., 2005; Stockdale & Newton, 2013). 
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Os vetores da LV são insetos que possuem de 1,5 a 2,0 

milímetros de comprimento denominados flebotomíneos, sendo que apenas 

as fêmeas são responsáveis pela transmissão (Figura 2). Eles são 

principalmente encontrados em regiões tropicais e subtropicais do mundo 

(Dostálová & Volf, 2012). Espécies de dois gêneros são responsáveis pela 

transmissão da doença: Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia nas 

Américas (Costa, 2011). Nas Américas, no ambiente urbano, os cães (Canis 

familiaris) são considerados o principal reservatório de Leishmania (L.) 

infantum (Belo et al., 2013; Dawit et al., 2013). 

 

 

Figura 2: Fêmea de flebotomíneo, adulto, engurgitada (foto ampliada) 

Fonte: MS, 2014. 

 
O ciclo biológico da Leishmania ocorre quando flebotomíneos 

fêmeas ao sugarem o sangue de mamíferos infectados ingerem macrófagos 

parasitados pelas formas amastigotas de Leishmania. No trato digestivo 

anterior ocorre o rompimento dos macrófagos liberando essas formas, 

reproduzem-se por divisão binária simples e diferenciam-se rapidamente em 

formas flageladas denominadas promastigotas, que também se reproduzem 

por processos sucessivos de divisão binária simples. Promastigotas 

transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o esôfago e a faringe 

do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se 

diferenciam em formas infectantes promastigotas metacíclicas. O ciclo do 
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parasito no flebotomíneo se completa em aproximadamente 72 horas. Após 

este período, as fêmeas infectantas ao realizarem um novo repasto 

sanguíneo em um novo hospedeiro, o homem ou outro mamífero, liberam as 

formas promastigotas metacíclicas. Na epiderme do hospedeiro, estas 

formas são fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitário. No 

interior dos macrófagos, no vacúolo parasitóforo, diferenciam-se em 

amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento das células, 

ocorrendo a liberação destas formas que serão fagocitadas por novos 

macrófagos num processo contínuo, ocorrendo então a disseminação 

hematogênica para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear 

fagocitário como: linfonodos, figado, baço e medula óssea (MS, 2014). Na 

Figura 3 está ilustrado o ciclo biológico da Leishmania. 

 

 

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

Fonte: CDC, modificado, 2015. 
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1.1.1. Manifestações clínicas 

 

A LV é uma infecção sistêmica e afeta a maioria dos órgãos 

internos do paciente. Os parasitos infectam preferencialmente macrófagos, 

tendo tropismo pelas vísceras. Geralmente são encontrados na medula 

óssea, baço, fígado e tecidos linfóides (Kumar & Engwerda, 2014). A 

infecção pode variar entre fase assintomática com indivíduos infectados por 

parasitos, mas sem aparente impacto sobre a sua saúde. A fase aguda 

sintomática 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 

doença a progredir para caquexia grave, hemorragia, infecções secundárias, 

acarretando em alto risco de morte, que poderá ocorrer em até dois anos 

(Roatt et al., 2014). 

 

1.1.2. Tratamento 

 

Atualmente o tratamento da LV é limitado a poucos fármacos, os 

quais estão associados à alta toxicidade, graves efeitos colaterais, eficácia 

reduzida pelo aumento de cepas resistentes e longos períodos de 

tratamento (Freitas et al., 2015; Nühs et al., 2015; Rojo et al., 2015; Singh & 

Sundar, 2014). 

Nos últimos anos a quimioterapia de primeira escolha para o 

tratamento da LV são os antimoniais pentavalentes tais como estibogliconato 

de sódio (Glucantime®) e antimoniato-N-metil-glucamina (Pentostam®). 

Fármacos como anfotericina B, Ambisome (formulação lipídica de 

Anfotericina B), miltefosina e aminosidina (paromomicina) são fármacos de 

segunda escolha utilizados como tratamentos alternativos em áreas de 

resistência aos fármacos antimoniais (Faleiro et al., 2014).  
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No Brasil o tratamento tradicional consiste na indicação de 

antimoniais como primeira linha de tratamento e anfotericina B como 

segunda linha (Maillo & Vélez, 2013). Frequentemente os pacientes 

interrompem o tratamento, devido a dificuldades encontradas tais como 

postos de atendimento distantes, impossibilidade de internação, falta de 

esclarecimentos sobre a doença (Desjeux, 2004). 

 

1.1.2.1. Anfotericina B 

 

Anfotericina B (Fungizone®) é um antibiótico 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: náuseas, vômitos, febre, hipocalemia, 

insuficiência renal, anemia e problemas cardíacos, restringindo a sua 

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

Sua ação anti-Leishmania se dá devido à ligação preferencial com 

ergosterol, presente na membrana plasmática da Leishmania, alterando a 

permeabilidade da membrana e provocando o extravasamento dos 

componentes intracelulares, levando o parasito a morte (Junior et al., 2012; 

Lindoso et al., 2012). Atualmente novas formulações lipídicas 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 

formulações 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 fármaco 

leishmanicida oral, originalmente foi desenvolvido para o tratamento de 

câncer (Hussain et al., 2014; Manna et al., 2015). Utilizado desde 2005 como 

primeira linha no tratamento da LV na Índia (Berg et al., 2013). Suas 

limitações de uso são: toxicidade para o trato gastrointestinal, hepático, renal 

e a teratogênica restrigindo o seu uso em mulheres grávidas (Lindoso et al., 

2012). 

1.1.2.3. Pentamidina 

 

Isotionato de pentamidina (Lomidine®) é uma diamidina aromática, 

utilizada em pacientes que não respondem ao tratamento com antimoniais e 

anfotericina B. Seu mecanismo de ação está relacionado à interferência na 

síntese de DNA do parasito agindo sobre o cinetoplasto e na membrana 

mitocondrial. Devido à sua maior toxicidade e menor eficácia é administrada 

na dose de 4 mg/kg, 3 vezes por semana durante 5 a 25 semanas. Os 

efeitos colaterais são: anemia, cefaleia, lesões hepáticas, dispnéia, diabetes 

mellitus e sudorese (Lindoso et al., 2012). 

 

1.2. Doença de chagas 

 

A doença de Chagas ou tripanossomíase 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 etiológico, o vetor, o 

reservatório, os aspectos clínicos e as fases da doença (Bestetti & Neto, 
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2011). Estima-se que 8 milhões de pessoas estão infectadas em todo o 

mundo com DC, principalmente na América Latina onde é endêmica em 21 

países (Figura 4), e é responsável por 10 mil mortes anuais e constitui um 

risco para 100 milhões de indivíduos (WHO, 2015). 

A distribuição geográfica da DC era inicialmente restrita ao 

continente Americano, devido à presença dos triatomíneos (vetores) na 

região sul dos Estados Unidos da América (EUA) até norte da Argentina e 

Chile (Molina et al., 2012). Nas últimas décadas, o perfil epidemiológico de 

países não endêmicos localizados na América do norte, Europa, Ásia e 

Oceania alteram-se devido à migração de pacientes crônicos para esses 

países, particularmente nos EUA, que têm aproximadamente 300 mil 

indivíduos infectados cronicamente provenientes de países endêmicos 

(Carod & Gascon, 2010; Coura et al., 2014). 

 

Figura 4:  Área endêmica de doença de Chagas na América Latina. 

Fonte: Coura & Dias, 2009 (modificado). 
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No Brasil, atualmente predominam os casos crônicos de DC 

decorrentes de infecções adquiridas no passado, quando a principal forma 

de transmissão era vetorial, com aproximadamente três milhões de 

indivíduos infectados. No entanto, nos últimos anos, a ocorrência de doença 

de Chagas aguda (DCA) tem sido observada na Amazônia Legal, com 

ocorrência de casos isolados em outros estados (MS, 2009). Na Figura 5, 

nota-se que o maior número dos casos de DCA está na região Norte. 

 

Figura 5: Distribuição espacial dos casos de DCA no Brasil no período de 
2006 a 2013. 

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

 

Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da DC, protozoário 

hemoflagelado da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae (Souza, 

2014). Os vetores da DC são triatomíneos da ordem Hemiptera, família 

Reduviidae e subfamília Triatominae. São aproximadamente 140 espécies 

conhecidas (Lazzari et al., 2013) e destes 69 triatomíneos foram 

identificadas no Brasil. São conhecidos popularmente como: barbeiros, 

chupões, chupança, bicudos entre outros nomes dependendo da região 

geográfica. Os principais gêneros de importância médica são: 
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Panstromgylus, Rhodnius e Triatoma. São encontrados em diferentes 

biomas das Américas e alimentam-se do sangue de diversos mamíferos 

(MS, 2009). 

O seu ciclo de vida possui duas fases, uma no vetor invertebrado 

(triatomíneo) e outra no hospedeiro vertebrado (mamífero). No triatomíneo, 

quando este ingere as formas tripomastigotas metacíclicas ao fazer o 

repasto sanguíneo no homem ou em outro mamífero infectado, estas formas 

no triatomíneo se diferenciam em formas epimastigotas e após migrarem 

para o intestino posterior aderem ao epitélio e se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicas (forma infectante). No mamífero durante ou após o 

repasto sanguíneo o triatomíneo infectado libera junto com as fezes ou urina as 

formas tripomastigotas metacíclicas. Estas quando entram em contato com a 

pele lesionada, invadem a circulação sanguínea sendo capazes de infectar 

diversos tipos de células. Ao invadir o citoplasma da célula, as formas 

tripomastigotas metacíclicas se diferenciam em formas amastigotas, onde se 

dividem por divisão binária simples. Após um período as formas amastigotas se 

diferenciam em tripomastigotas metaciclícas, rompem a célula e caem na 

circulação sanguínea, começando um novo ciclo (Figura 6) (Adade et al., 2013; 

Álvarez et al., 2014; Ferreira e Ávila, 2001). 



22 

 

 

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

Fonte: CDC, 2015 (modificado) 

 

1.2.1. Manifestações clínicas 

 

Na maioria dos indivíduos infectados uma eficaz resposta imune 

consegue controlar a infecção inicial, porém não consegue erradicar a 

doença ou infecção (Tarleton et al., 2014). A doença de Chagas é 

caracterizada por duas distintas fases clínicas: a fase aguda que 

normalmente é assintomática e ocorre na maioria dos indivíduos e a fase 

crônica, caracterizada pelo desenvolvimento de patologias cardíacas ou 

digestivas ou ambas ocorre entre 30 a 40 % dos indivíduos cronicamente 

infectados (Calabuig et al., 2014; Zingales et al., 2014). 
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A fase aguda inicia-se com a proliferação ativa do parasito no 

indivíduo infectado e o período de incubação ocorre entre 1 a 2 semanas 

(Chatelain & Konar, 2015). Trypanosoma cruzi é capaz de invadir e 

multiplicar-se dentro de diferentes células incluindo macrófagos, músculo 

estriado e liso, fibroblastos e inclusive neurônios (Coura & Castro, 2002). 

Esta fase tem inúmeras manifestações clínicas incluindo: febre, mal-estar, 

linfadenopatia, inchaço no local da inoculação, conhecido como Chagoma. 

Quando a inoculação ocorre na conjuntiva, leva ao edema das pálpebras 

superiores e inferiores sendo conhecido como sinal de Romanã (Figura 7) 

(Miao & Ndao, 2014). 

 

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

Fonte: REY, 2001. 

Muitos indivíduos infectados têm sintomas inespecíficos e por 

esta razão, não são diagnosticados corretamente (Malik et al., 2015). Alguns 

pacientes podem evoluir para doença aguda grave, ocorre em menos de 1% 

dos pacientes e seus sintomas incluem: miocardite aguda, derrame 

pericárdico e meningoencefalite (Molina et al., 2012). Na ausência de 

tratamento os sintomas podem persistirem por cerca de 2 meses, com taxa 

de mortalidade de 2 a 8%, principalmente em crianças (Coura & Castro, 

2002). 

A fase crônica inicia-se de 8 a 12 semanas após a fase aguda. 

Nesta fase a parasitemia diminui e o parasito é encontrado escassamente 

nos tecidos e raramente na circulação sanguínea (Bern et al., 2011; 
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Montgomery et al., 2014). Após 10 a 20 anos aproximadamente 30 a 40% dos 

pacientes cronicamente infectados desenvolvem patologias associadas à DC 

(Méndez et al., 2014). Esta fase caracteriza-se por uma das seguintes 

formas: 

 Forma indeterminada: 60 a 70% dos indivíduos 

cronicamente infectados permanecerão assintomáticos por 

toda a vida, embora eles ainda sejam fontes potenciais de 

transmissão e haja risco de reativação da infecção 

(Montgomery et al., 2014; Neto & Chevillard, 2014). 

 Forma cardíaca: acomete aproximadamente 30% dos 

pacientes cronicamente infectados, Cardiopatia chagásica 

crônica (CCC) é a causa mais comum da miocardiopatia 

não-isquêmica na América Latina (Garcia et al., 2015). Os 

sintomas e sinais físicos surgem devido à insuficiência 

cardíaca, arritmias cardíacas, tromboembolismo e dor 

torácica. A insuficiência cardíaca é normalmente 

biventricular sendo uma manifestação grave da CCC e está 

associada a um mau prognóstico da doença e às altas 

taxas de mortalidade em comparação com insuficiência 

cardíaca relacionada a outras patologias (Maya et al., 

2010). 

 Forma digestiva: A doença digestiva de Chagas, está 

presente em 7 a 11% dos pacientes, sendo predominante 

nos países do Cone Sul (Argentina, Brasil, Bolívia, Chile, 

Paraguai, Peru e Uruguai) sendo rara no norte da América 

do Sul, América Central e México. Este fato pode estar 

relacionado à predominância de diferentes cepas de 

Trypanosoma cruzi em cada região (Bern et al., 2011). Esta 

forma consiste em duas síndromes: megaesôfago e 

megacólon. Os sintomas são dilatação crônica irreversível 



25 

 

de um segmento do cólon, levando à constipação severa e 

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

 Forma associada (cardiodigestiva): entre 10 a 15% dos 

pacientes têm as duas formas concomitantemente e um 

pequeno número (5%) têm sintomas neurológicos (Pinazo 

et al., 2013). 

 

1.2.2. Tratamento 

 

Embora a DC tenha sido descrita há mais de 100 anos, a 

quimioterapia disponível até o momento está limitada apenas a dois 

fármacos nitro-heterocíclicos: benznidazol e nifurtimox (Boscardin et al., 

2010). Ambos são efetivos na fase aguda da infecção, com 

aproximadamente 80% de eficácia (Croft et al., 2005), porém são 

considerados distantes do ideal, pois causam severos efeitos adversos, com 

alta toxicidade e eficácia reduzida na fase crônica (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 resistência e susceptibilidade ao 

benznidazol e nifurtimox dificuldando o tratamento (Dias et al., 2009). Ainda 

que estes fármacos tenham eficácia reduzida na fase crônica, seu uso é 

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 

ação envolve à bioredução do radical nitro, gerando radicais livres (hidroxila) 

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

É 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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alterações psíquicas, excitabilidade ou sonolência e alterações digestivas) 

não é mais comercializado no Brasil desde a década de 1980, e em alguns 

países da América do Sul (Argentina, Chile e Uruguai) (Coura & Castro, 

2002). 

Benznidazol é o único fármaco utilizado no Brasil para reduzir o 

parasitismo, reduzir os sintomas da fase aguda e abreviar o curso da 

infecção (Kuehn et al., 2009). Foi introduzido em 1970, quando era 

comercializado com o nome Rochagan ®. No momento atual é produzido 

pela LAFEPE (Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco). 

Utilizado clinicamente para ambas as fases da doença. Sua via de 

administração é oral na posologia de 5mg/Kg/dia de 2 a 3 vezes ao dia 

(Coura, 2009). Um recente e amplo estudo clínico sobre a eficácia do 

benznidazol na cardiomiopatia chagásica foi realizado com 2854 pacientes e 

concluiu que, apesar da redução da carga parasitária na fase crônica, o fármaco 

não foi capaz de reduzir o dano cardíaco (Morillo et al., 2015). 

Além disso, o fármaco resulta em diversos e severos efeitos 

adversos que incluem manifestações de hipersensibilidade, como dermatite 

com erupção cutânea, edema periorbital ou generalizado, febre, 

linfadenopatia, dores musculares e articulares, depressão da medula óssea, 

incluindo: neutropenia, agranulocitose e púrpura, trombocitopêmica; 

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 característica principal do 

filo é a produção de células chamadas basídios (Figura 8), onde são 

produzidos os esporos sexuais. Estas células têm o formato de clava de 
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onde ocorrem em sua extremidade a produção dos esporos sexuais 

denominados de basidiósporos (Figura 8) (Guerra, 2011). 

Dentro do basídio ocorre a fusão nuclear e em seguida a meiose. 

Então os núcleos migram para as extremidades do basídio e amadurecem 

para originarem os basidiósporos. Os esporos produzidos sexualmente 

germinam dando origem a um micélio cujo estado nuclear é haplóide (n), o 

qual se funde com outro micélio haplóide compatível para formar o micélio 

secundário, produzindo-se os núcleos que darão origem aos esporos 

(Guerra, 2011). Figura 8. 

 
Figura 8: Principais estruturas de um Basidiomycota. 

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

 

Os membros do filo Basidiomycota (Figura 9) estão entre os 

fungos que são facilmente reconhecidos devido ao tamanho e coloração de 

alguns dos seus membros. O basidiomiceto é o nome dado à frutificação de 

fungos superiores pertencentes ao filo Basidiomycota e ao filo Ascomycota 

(ascomicetos) (Elsayed et al., 2014). 
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: 
Figura 9: Cogumelos Basidiomicetos: 1 - Agaricus blazei, 2 - Lentinus 
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 civilizações, os basidiomicetos já eram 

valorizados para fins comestíveis e medicinais para o tratamento e 

prevenção de doenças. Há relatos de sua utilização remonta ao período 

neolítico. Em países asiáticos já eram utilizados na medicina popular há 

séculos, onde suas propriedades medicinais são bem conhecidas. Estima-se 

que o número de basidiomicetos no mundo é de 150.000 a 160.000 

espécies, no entanto são descritas aproximadamente 10% dessas espécies. 

Portanto apenas uma pequena fração desses compostos são conhecidos. 

Neste cénario há elevado potencial para descoberta de novas moléculas 

com propriedades farmacológicas, como futuras candidatas a novos 

fármacos (Wasser, 2015). 

Os basidiomicetos são amplamente utilizados como alimentos 

funcionais e os seus extratos são usados na terapia natural para prevenção 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pleurotus_ostreatus_JPG3.jpg
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e tratamento de doenças, aumentando o seu interesse comercial nas últimas 

décadas (Borges et al., 2013). São encontrados em alguns dos 

ecossistemas terrestes, produzem um substancial número de metabólitos 

secundários biologicamente ativos, de baixo peso molecular que não apenas 

estimulam o sistema imunológico, mas também modulam respostas 

celulares específicas. Desses metabólitos secundários temos: os 

terpenódes, esteróides, antraquinona, derivados de ácido benzóico, 

quinolinas que apresentam alguma atividade biológica e especialmente os 

polissacarídeos: conjugados de polissacarídeo-proteína e proteínas, em 

particular as β-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 redução em 66% da carga parasitária, com diminuição do 

processo inflamatório (Valadares et al., 2012). 

Estudo realizado por Fagundes e colaboradores (2010) 

demonstrou o efeito antiparasitário 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 química do composto hipnofilina, isolado do 
basidiomiceto Lentinus strigosus. 

Fonte: (Fagundes et al., 2010). 

 

 

Figura 11: Estrutura química 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 química do composto astracurcurona isolado do 
cogumelo Astraeus hygrometricus. 

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

 

O gênero Pleurotus pertence ao filo Basidiomycota e é o terceiro 

gênero mais cultivado no mundo. São amplamente consumidos pelo seu 

sabor e aroma únicos. Possuem alto valor nutricional e significativas 

propriedades farmacológicas, incluindo atividades antitumorais, antivirais, 

antimicrobianas e imunoestimulatórias. Este fato é comprovado na literatura 

com exemplos de metabólitos secundários isolados das espécies desse 

gênero com propriedades medicinais. Alguns exemplos são citados na 

Tabela 1. Uma análise química do gênero Pleurotus identificou a presença 

dos seguintes compostos: polissacarídeos, lipopolissacarídeos, proteínas, 

peptídeos, glicoproteínas, nucleosídeos, triterpenóides, lectinas, lipídios 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 peróxido de ergosterol (Figura 13), um análogo ao ergosterol da 

membrana do Trypanosoma cruzi, a partir de Pleurotus ostreatus, o qual 

apresentou atividade anti-T. cruzi. 

 

Figura 13: Estrutura química do composto peróxido de ergosterol isolado de 
basidiomiceto Pleurotus ostreatus. 

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

 

1.2.3.3. Pleurotus salmoneostramineus 

 

Este basidiomiceto foi selecionado para o presente projeto, devido 

a experiência do nosso grupo com estudo de outros basidiomicetos 

medicinais e devido relatos na literatura de atividades medicinais desse 

gênero. 

 Pleurotus salmoneostramineus (Pleurocutaneataceae, 

Basidiomycetes) conhecido popularmente como “cogumelo rosa”, “cogumelo 

Basidiomicetos Atividades biológicas Referências 

Pleurotus abalonus antioxidante Patel et al., 2012 

Pleurotus cornucopiae antihipertensivo Patel et al., 2012 

Pleurotus djamor antitumoral Borges et al., 2013 

Pleurotus eryngii 
antitumoral

1
 

imunoestimuladora
2
 

Fontana et al., 2014
1             

Ike et al., 2012
2
 

Pleurotus ferulae antitumoral Wang et al., 2014 

Pleurotus flabellatus antitumoral e leishmanicida Rosa et al., 2009 

Pleurotus florida antitumoral Kulshreshtha et al., 2014 

Pleurotus nebrodensis antitumoral Fontana et al., 2014 

Pleurotus ostreatus 

antimicrobiana
1
 

antiparasitária
2,3

 

imunoestimulante
4
 

Chowdhury et al., 2015
1 

Ligonio et al., 2012
2         

Satou et al., 2008
3
   

Selegean et al., 2009
4
 

Pleurotus pulmonaris anti-inflamatória Elsayed et al., 2014 

Pleurotus tuberregium Estimulaa hepato-proteção Nworu et al., 2014 
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ostra-de-rosa” e “cogumelo salmão” (Figura 14) cresce em folhas de plantas 

senescentes, sendo encontrado no Japão, Nova Guiné e Sibéria. É cada vez 

mais popular devido à sua cor, sabor e textura, sendo rico em proteínas, 

lipídios, fibras, hidratos de carbono, vitaminas e aminoácidos essenciais. É 

geralmente utilizado na redução de níveis de colesterol plasmático 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  

 

Doenças negligenciadas como a doença de Chagas e 

leishmaniose se mostram um grande problema de saúde pública, afetando 

milhões de indivíduos no mundo, principalmente populações menos 

favorecidas. Contando com um arsenal terapêutico tóxico e limitado, é 

urgente a necessidade de se buscar novos fármacos. Considerando que 

produtos naturais, e especificamente basidiomicetos são produtores de 

diversos metabólitos bioativos, o presente estudo investigou de forma inédita 

o potencial antiparasitário do basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus.  
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3.  Objetivos 

3.1. Gerais 

 

Este projeto visa o isolamento e caracterização química de 

metabólitos secundários isolados a partir do basidiomiceto Pleurotus 

salmoneostramineus, ativos contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma 

cruzi, assim como a investigação dos possíveis mecanismos de ação 

antiparasitários. 

3.2. Específicos 

 

1. Preparação e avaliação da atividade antiparasitária do extrato bruto 

hidroalcoólico do basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus. 

2. Fracionamento do extrato hidroalcoólico do basidiomiceto Pleurotus 

salmoneostramineus. 

3. Identificação e elucidação estrutural dos compostos ativos isolados por 

ressonância magnética nuclear e espectrometria de massas.  

4. Avaliação do potencial anti-Leishmania e anti-T. cruzi das frações e do 

composto ativo isolado, com determinação da Concentração Efetiva 50% 

(CE50) em culturas in vitro. 

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

determinação do Índice de Seletividade. 

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

salmoneostramineus em Trypanosoma cruzi, com avaliação da 
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permeabilidade da membrana plasmática, avaliação do potencial de 

membrana mitocondrial e produção de espécies reativas de oxigênio. 
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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, São Paulo, 

Brasil). Os reagentes: tampão fosfato-salina (PBS), azida sódica e Triton X-

100 e os solventes utilizados: metanol, hexano, acetato de etila, butanol e 

diclorometano foram adiquiridos da empresa Sigma. As cromatoplacas de 

alumínio TLC Siligel 60 F254 com indicadores de fluorescência e a sílica 

comum foram adquiridos da empresa Merk. 

Resazurina, dodecil sulfato de sódio (SDS), SYTOX Green dye®, 

Mitotracker® Red CM-H2XROS, H2DCf-DA e MTT foram adquiridos da 

Molecular Probes® (Invitrogen). Dimetilsulfóxido (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 

Laboratório Farmacêutico do Estado do Pernambuco – LAFEPE. 

 

4.2. Obtenção do extrato orgânico e da partição líquido-líquido 

4.2.1. Maceração a frio 

 

Os corpos de frutificação do basidiomiceto P. 

salmoneostramineus (1000 g) foram triturados juntamento com 700 mL de 

água no liquidificador por 5 minutos; em seguida, em um béquer adicionou-

se 700 mL de metanol, sendo a mistura hidroalcoólica (1:1 v/v) sonicada por 

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

evaporador rotativo, para obtenção do extrato bruto. 

4.2.2. Partição líquido-líquido 

 

O extrato bruto foi ressuspenso em 400 mL de água, sonicado por 

15 minutos e particionado com solventes de polaridade crescente como: 

hexano, acetato de etila e butanol. Cada fração foi seca em evaporador 

rotativo e posteriormente seca em tubos tipo Eppendorf em evaporador 

Speed-Vaccum a 40°C e o material armazenado à -20ºC até o uso. Na 

Figura 15 encontra-se o fluxograma de obtenção do extrato metanólico bruto 

e das frações obtidas após partição líquido-líquido de P. 

salmoneostramineus. 

 

Figura 15: Fluxograma de obtenção do extrato metanólico bruto e das 
frações obtidas após partição líquido-líquido de P. salmoneostramineus. 

*Fração AcOEt: fração acetato de etila 
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4.3. Avaliação das atividades biológicas das frações hexano, acetato 

de etila e butanol 

4.3.1. Parasitos, células e animais de experimentação 

 

4.3.1.1. Animais de experimentação  

 

Foram utilizados 5 camundongos BALB/c fêmeas para obtenção de 

macrófagos peritoneais; estes animais foram obtidos no biotério do Instituto 

Adolfo Lutz de São Paulo e mantidos em caixas esterilizadas com material 

absorvente, recebendo água e alimento ad libitum. Todos os procedimentos 

realizados com animais tiveram aprovação pela Comissão de Ética 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 à 5% de CO2. 

 

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 adição de antibióticos.  

Amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum foram 

obtidas por trituração de baço de hamsteres dourados (Mesocricetus 

auratus) previamente infectados para manutenção da cepa. O número de 

parasitos foi determinado pelo método descrito por Stauber, 60 a 70 dias 

pós-infecção (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 à 5% de CO2. 

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 à 5% de CO2. (Corrêa et al., 2011). 

4.3.1.6. Macrófagos peritoneais 

 

Macrófagos peritoneais foram obtidos da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c fêmeas após eutanásia em câmara de CO2. Foi 

realizada a lavagem da cavidade peritoneal com meio RPMI-1640, 

suplementado com 10% de SFB. A solução obtida foi mantida resfriada a 

4ºC até o momento do uso. 
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4.3.2. Determinação da concentração efetiva 50% (CE50) em 

Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi. 

 

4.3.2.1. Trypanosoma cruzi. 

 

As frações hexano, acetato de etila e butanol foram primeiramente 

dissolvidas em metanol e posteriormente diluídas em meio RPMI-1640, sem 

a adição de antibióticos. Em seguida foram diluídas de modo seriado (base 

2) e incubadas em placas de 96 poços com 1x106 tripomastigotas por poço 

em um volume final de 200 μL na concentração inicial de 300 μg/mL. Após 

24 horas de incubação a 37ºC a 5% de CO2, a viabilidade dos 

tripomastigotas foi verificada por meio da atividade oxidativa mitocondrial 

com o ensaio colorimétrico com resazurina. Brevemente, adicionou-se 20 μL 

de resazurina (0,11 mg/mL) em todos os poços. Em seguida, as placas 

foram incubadas por mais 20 horas sob as mesmas condições 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 fármaco padrão benznidazol e como controle do ensaio 

utilizaram-se tripomastigotas não tratados (100% vivos). Os ensaios foram 

realizados em duplicatas e foram realizados três ensaios independentes.  

4.3.2.2. Leishmania (L.) infantum 

 

As frações 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 adição de 

antibióticos. Em seguida, foram diluidas de modo seriado (base 2) e 

incubadas em placas de 96 poços com 1x106 promastigotas por poço em um 

volume final de 150 μL na concentração inicial de 300 μg/mL. Após 48 horas 
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de incubação em estufa BOD à 24 ºC, a viabilidade dos promastigotas foi 

verificada por meio da atividade oxidativa mitocondrial com o ensaio 

colorimétrico com MTT ((brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-

difeniltetrazólio). Brevemente, promastigotas foram incubados por 4 horas 

com 20 μL/poço de MTT (5 mg/mL) em todos os poços e após este período 

foram incubados com 80 μL/poço de SDS (0,1 mg/mL) nas mesmas 

condições 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 fármaco padrão miltefosina e 

como controle do ensaio utilizaram-se promastigotas não tratados (100% 

vivos). Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram realizados três 

ensaios independentes (Tada et al., 1986).  

 

4.4. Métodos cromatográficos – Fracionamento 

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

4.4.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)  

 

As frações hexano, acetato de etila e butanol foram submetidas à 

análise via CCD (cromatografia em camada delgada), visando avaliar o 

sistema de eluentes mais adequado para separação dos metabólitos 

presentes. Foram utilizadas cromatoplacas de alumínio TLC Siligel 60 F254 

com indicador de fluorescência (Merck). A visualização das placas foi 

efetuada em câmara ultravioleta no comprimento de onda 254 nm. Assim, foi 

verificado que a mistura de hexano: acetato de etila na proporção de 1:1 

(v/v) apresentava melhor resolução para continuidade dos fracionamentos.  
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4.4.1.2. Ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 

de 1H) 

 

Os ensaios de RMN de 1H, RMN de 13C e o fracionamento em 

coluna foram realizados no Departamento de Ciências Exatas e da Terra, da 

Universidade Federal de São Paulo, Campus Diadema, com a colaboração 

da Profª Drª Patrícia Sartorelli. 

Os espectros de RMN 1H e RMN 13C foram registrados em 

espectrômetro Ultrashield 300 Bruker Avance III operando a 300 MHz para o 

núcleo de hidrogênio e a 75 MHz para o núcleo de carbono. Experimentos 

adquiridos à 25ºC, utilizando BCU 0,5 e sonda de 5,0 mm TXI. Todos os 

experimentos foram obtidos no Centro de Instrumentação para Pesquisa e 

Ensino (CIPE) da Universidade Federal de São Paulo – Campus Diadema.  

As três frações: hexano, acetato de etila e butanol foram 

submetidas à análise por ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

(RMN de 1H). Os espectros das RMN de 1H das frações acetato de etila 

(Anexo 1B) e hexano (Anexo 1A) sugeriram compostos apolares de 

natureza lipídica presentes nestas frações. O espectro de RMN de 1H da 

fração butanol (Anexo 1C), sugeriu que na região de 7,5 ppm existia um 

contaminante denominado ftalato de etila. Sendo assim, esta fração foi 

descartada. 

4.4.1.3. Cromatografia em coluna (CC) 

 

Após as análises das frações (hexano, acetato de etila e butanol) 

por RMN de 1H, análise do perfil cromatográfico por CCD, assim como a 

presença de atividade anti-Trypanosoma cruzi, a fração hexano foi 

selecionada para ser submetida ao fracionamento cromatográfico em coluna 

(CC). Assim, foi preparada uma coluna com 510 mg da fração hexano, 

utilizando-se 89 g de sílica-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 concentração 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 

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

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

em evaporador rotativo; posteriormente o material foi seco em Speed 

Vaccum e armazenado à -20ºC até o uso (Tabela 2). 

Tabela 2: Frações e massas obtidas após o fracionamento em coluna da 
fração hexano de P. salmoneostramineus.  

Frações Massa (mg) Frações 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 frações foi realizada uma cromatografia 

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

na proporção de 1:1). Após revelação sob luz UV as frações foram 

agrupadas de acordo com a semelhança em CCD, formando 10 grupos 
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(CPS - 1 (1) a CPS – 10 (13-17), como indicado no padrão de bandas 

Tabela 3. 

Tabela 3: Grupos de frações, frações e massas de material obtido após 
fracionamento em coluna da fração hexano do P. salmoneostramineus.  

Grupos Frações 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) 7 a 8 50,0 

CPS – 8 (9-10) 9 a 10 28,5 

CPS – 9 (11-12) 11 a 12 11,7 

CPS – 10 (13-17) 13 a 17 58,5 

*CPS: Coluna Pleurotus Salmoneostramineus 

Os dez grupos formados após análise por CCD foram submetidos 

aos ensaios in vitro anti-Leishmania (L.) infantum e anti-Trypanosoma cruzi 

na concentração máxima de 150 µg/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 fração 

hexano, observou-se a formação de cristais no grupo CPS-3 (3), sendo este 

fato um indicativo de substância pura. Sendo assim, este grupo foi 

selecionado para ser analisado por RMN de 1H. Os grupos CPS-1 (1) e 

CPS-10 (13-17) não demonstraram atividade antiparasitária e por isso não 

foram considerados neste estudo; apesar da atividade antiparasitária de 
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outros grupos, não houve tempo para a continuidade do trabalho em função 

do prazo limitado deste projeto.  

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

4.4.2.1. Elucidação estrutural  

 

A elucidação estrutural do grupo CPS-3 (3), foi realizada pela 

Profª Drª Patrícia Sartorelli (Departamento de Ciências Exatas e da Terra, 

Universidade Federal de São Paulo, Campus Diadema). A análise via RMN 

de 1H (Anexo 2) desse grupo permitiu conferir a pureza desse composto que 

foi identificado como ergosterol, cuja estrutura foi posteriormente confirmada 

atraves de RMN de 13C (Anexo 3) e por espectrometria de massas (GC-EM) 

(Anexo 4). Na Figura 16 fluxograma das etapas da elucidação estrutural do 

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

 

4.4.2.2. Determinação in vitro da concentração efetiva 50% 

(CE50) e da citotoxicidade contra células de mamíferos e 

do índice de seletividade do ergosterol 

 

4.4.2.2.1. Estudo da atividade 

antiparasitária em formas amastigotas 

intracelulares de Trypanosoma cruzi 
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Os macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c fêmeas, conforme descrito anteriormente e 

adicionados (5x104 por poço) a placa de 16 poços (NUNC®), permanecendo 

incubados por 24 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO2. Em seguida, os 

macrófagos foram infectados com tripomastigotas na proporção de 5:1 

tripomastigotas/macrófago, e incubados por 4 horas sob as mesmas 

condições anteriores. Após este período, os macrófagos foram lavados com 

meio RPMI-1640 para a retirada dos tripomastigotas não internalizados. 

Posteriormente, os macrófagos infectados foram tratados com o ergosterol 

que foi seriadamente diluído (base 2) na concentração inicial de 150 μg/mL 

(378,16 μM) e volume final de 300μL. Em seguida, incubados por 48 horas 

sob as mesmas condições (Tempone et al., 2005). Ao final do ensaio, os 

poços foram retirados e a lâmina foi fixada em metanol, corada com Giemsa 

e observada em microscópio ótico. A CE50 foi determinada por meio da 

contagem de 200 macrófagos/poço, avaliando-se o número de macrófagos 

infectados (Yardley & Croft, 2000). Como controle do ensaio foi utilizado 

macrófagos infectados não 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 macrófagos foram coletados da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c fêmeas por meio de lavagem em meio RPMI 1640, 

suplementado com 10% de SFB. Foram semeados 1x10
5
 macrófagos por poço 

em placas de 16 poços (NUNC
®
) e incubou-se por 24 horas em estufa a 37 °C 

com 5% de CO2. Em seguida, os macrófagos foram infectados com amastigotas 

purificadas de baço de hamsters previamente infectados na proporção de 10:1 

amastigotas/macrófago. Incubou-se novamente por 24 horas sob as mesmas 

condições anteriores. Posteriormente os macrófagos infectados foram tratados 
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com o ergosterol que foi seriadamente diluído (base 2) na concentração 

inicial de 150 μg/mL (378,16 μM) em volume final de 300 μL e miltefosina 

(controle de 100% de tratamento), por 120 horas, sob as mesmas condições 

anteriormente citadas (Tempone et al., 2005). Ao final do ensaio, os poços 

foram retirados e a lâmina foi fixada em metanol, corada com Giemsa e 

observada em microscópio ótico. A CE50 foi determinada por meio da contagem 

de 400 macrófagos/poço, avaliando-se o número de macrófagos infectados 

(Yardley & Croft, 2000). Como controle negativo do ensaio foram utilizados 

macrófagos infectados não tratados. Os ensaios foram realizados em duplicatas 

e foram realizados dois ensaios independentes. 

4.4.2.2.1. Ensaio de citotoxicidade da 

miltefosina 

 

A citotoxicidade do fármaco padrão miltefosina foi analisada em 

células de mamífero NCTC clone 929. Para isto, o fármaco foi primeiramente 

dissolvido em água e posteriormente diluído em meio M199 suplementado 

com 10% de SFB, sem a adição de antibióticos. Em seguida foi realizada 

diluição seriada (base 2) em placas de 96 poços contendo 6x104 células 

NCTC (clone 929) por poço em um volume final de 150 μL; a concentração 

máxima foi de 100 μM. Após 48 horas de incubação a 37ºC a 5% de CO2, 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-difeniltetrazólio). Basicamente o MTT (5 mg/mL) foi 

adicionado a 20 μL/poço e incubado com as células por 4 horas. Após este 

período, foram adicionados 80 μL/poço de SDS (10%) e incubados nas 

mesmas condições acima. Ao final do ensaio a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) 

usando filtro de 570 nm. Como controle do ensaio utilizaram-se células 

NCTC (clone 929) não tratadas (100% vivos). Os ensaios foram realizados 

em duplicatas e foram realizados três ensaios independentes (Mesquita et 

al., 2013). 
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4.4.2.2.2. Ensaio de citotoxicidade do 

ergosterol em macrófagos peritoneais 

 

A citotoxicidade do ergosterol foi verificada em macrófagos 

peritoneais. Para isto, o ergosterol foi primeiramente dissolvido em DMSO e 

posteriormente diluído em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB, 

sem a adição de antibióticos. Em seguida foi realizada uma diluição seriada 

(base 2) em placas de 96 poços contendo 6x104 macrófagos por poço que 

foram previamente coletados da cavidade peritoneal de camundongos 

BALB/c fêmeas, em um volume final de 200 μL. A concentração máxima 

testada foi de 200 μg/mL (504,22 μM). Após 48 horas de incubação a 37ºC a 

5% de CO2, a viabilidade das células foi verificada por meio da atividade 

oxidativa mitocondrial com o ensaio colorimétrico com resazurina. 

Basicamente a resazurina (0,11 mg/mL) foi adicionada a 20 μL/poço e os 

macrófagos foram incubados por 20 horas. Após este período sob as 

mesmas condições 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 fármaco padrão benznidazol e 

como controle do ensaio utilizaram-se macrófagos não tratados (100% 

vivos). Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram realizados três 

ensaios independentes. 

 

4.4.2.3. Avaliação dos mecanismos de ação em formas 

tripomastigotas de T. cruzi 

 

4.4.2.3.1. Alteração da permeabilidade de membrana 

plasmática 
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As formas tripomastigotas (2x106 parasitas/poço) foram lavadas 

com PBS e incubadas com 30 μL de SYTOX® Green (1 μM) em placas 

pretas de 96 poços por 15 minutos a 37ºC e 5% de CO2. O ergosterol foi 

adicionado na CE99 de 252 μM e o controle positivo (Triton-X 100) do ensaio 

a 0,5% (v/v). O SYTOX® Green é um fluoróforo utilizado para avaliar a 

permeabilidade da membrana das células através de sua ligação ao DNA. 

Esta metodologia foi empregada para observar se o ergosterol estudado 

alterava ou não a permeabilidade da membrana plasmática de 

tripomastigotas de T. cruzi, cujo aumento na fluorescência indica a ligação 

do marcador fluorescente ao DNA do parasito. A leitura foi mensurada 

utilizando-se espectrofluorímetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode 

Microplate Reader) com filtro de excitação de 485 nm e emissão de 520 nm. 

As leituras foram realizadas a cada 20 minutos até o total de 80 minutos. A 

normalização da leitura foi realizada subtraindo a fluorescência basal do 

grupo não tratado (controle). A permeabilização máxima foi obtida na 

presença do detergente Triton X-100 (controle positivo) (Kulkarni et al., 

2009). Poços contendo o ergosterol, PBS e fluoróforo foram utilizados para 

avaliar possível fluorescência do ergosterol, assim como tripomastigotas com 

PBS e DMSO (0,5%) (controle negativo). Os ensaios foram realizados em 

triplicatas e foram realizados três ensaios independentes. 

 

4.4.2.3.2. Avaliação do potencial de membrana 

mitocondrial 

 

O fluoróforo Mitotracker® Red CM-H2XROS foi utilizado para 

avaliar o potencial da membrana mitocondrial das formas tripomastigotas de 

T. cruzi. As células (2x106 parasitas por poço) foram lavadas duas vezes em 

PBS e incubadas com o ergosterol na CE99 de 252 μM por 60 minutos no 

escuro. Após a incubação, adicionou-se 20 μL de Mitotracker® Red CM-

H2XROS 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 espectrofluorímetro de placas (FilterMax F5 

Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de excitação de 540 nm e emissão 

de 595 nm. Como controle utilizou-se tripomastigotas não tratados. O 

composto FCCP foi utilizado como controle positivo e a leitura foi realizada 

subtraindo-se a fluorescência basal do fluoróforo. Poços contendo o 

ergosterol, PBS e fluoróforo foram utilizados para avaliar uma possível 

fluorescência do ergosterol (controle interno). Além disso, o solvente DMSO 

foi utilizado a 0,5% como controle interno para verificar uma possível 

interferência nos resultados. Os ensaios foram realizados em triplicatas e 

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

 

4.4.2.3.3. Produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) 

 

Para a análise da produção de ROS, tripomastigotas (2x106 

células por poço) foram lavados em solução HBSS (Hank’s Balanced Salt 

Solution) para a retirada do meio de cultura e incubados por 60 minutos com 

o ergosterol a 100 μg/mL (252,11 μM) (CE99). Após este período, os 

tripomastigotas foram incubados com o marcador fluorescente H2DCf-DA (5 

μM) por 15 minutos. Em seguida, a leitura foi realizada em 

espectrofluorímetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) 

com filtros de excitação de 485 nm e emissão de 520 nm. Como controle 

positivo foi utilizado tripomastigota tratado com azida sódica (10 mM) e como 

controle negativo, utilizou-se tripomastigota não tratado. A leitura foi 

realizada subtraindo a fluorescência basal do grupo não tratado (controle 

negativo). Poços contendo o ergosterol, HBSS e fluoróforo foram utilizados 

para avaliar uma possível fluorescência do ergosterol. Além disso, o solvente 

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

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

4.5. Análises estatísticas  

 

As CE50 das frações 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 os 

respectivos intervalos de confiança 95% e coeficientes lineares (r). As 

diferenças entre amostras foram estatisticamente avaliadas por meio dos 

valores de P (ANOVA). 
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5. Resultados 

 

5.1.  Identificação estrutural do metabólito isolado e discussão 

determinação estrutural do ergosterol  

 

A fração purificada foi submetida às análises espectroscópicas (RMN 

de 1H e RMN de 13C) além de cromatografia a gás acoplada à 

espectrometria de massas por impacto de elétorns  (GC-EI-EM) para 

elucidação estrutural. 

O espectro de RMN de 13C revelou a presença de 28 sinais, 

referentes a 28 átomos de carbono sugerindo tratar-se de um esteroide com 

esqueleto ergostano. Foram observados 6 sinais de carbono de dupla na 

região de C 116,3 -141,4 referente aos carbonos C-5 (C 139,8);  C-6 (C 

119,6), C-7 (C 116,3), C-8 (C 141,4), C22 (C 135,6) e C23 (C 131,9).  

Foram observados também 6 sinais de metilas referentes aos carbonos 

metílicos C18 (C 12,1), C-19 (C 16,3), C-21 (C 21,1) C-26 (C 28,3), C-27 

(C 19,7) e C-28 (C 17,6), além do sinal referente ao carbono carbinólico C-3 

em C 70,5. A atribuição completa dos dados de RMN de 13C pode ser 

observada na Tabela 4, comparado com os dados da literatura (Wright et al., 

1979). 

Tabela 4: Dados de RMN 13C (75 MHz) 

C C EXP C Lit.1 
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 21,1 21,1 
12 39,1 39,1 
13 42,9 42,9 
14 54,6 54,6 
15 22,9 23,1 
16 28,3 28,3 
17 55,7 55,8 
18 12,1 12,1 
19 16,3 16,3 
20 40,3 40,4 
21 21,1 21,2 
22 135,6 135,6 
23 131,9 132,1 
24 42,9 42,9 
25 33,1 33,1 
26 19,9 20,0 
27 19,7 19,7 
28 17,6 17,6 

1 (Wright, 1979) 

 

O espectro de RMN 1H corroborou com a estrutura de um esteroide 

com 5,7 evidenciado pelos sinais em H 5,58 (dd, J=3,0; 5,5 Hz) e 5,38 (dd, 

J=2,9; 5,4 Hz) característicos dos hidrogênios olefínicos H-6 e H-7, além de 

um multipleto em H 3,64 (H-3) indicando a presença de um hidrogênio 

ligado a um carbono carbinólico. A presença de mais uma ligação dupla foi 

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

espectro de RMN 1H do esteróide apresentou diversas absorções entre H 

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

0,65 correspondentes aos hidrogênios das metilas em C-18 e C-19 

respectivamente, e quatro dubletos em H 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 

hidrogênios presentes na estrutura. 

Tabela 5: Dados de RMN 1H (300 MHz) 

H H EXP H 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 substância (EI-EM) mostrou pico do íon 

molecular a m/z 396 correspondendo à formula molecular de C28H44O, além 

dos picos dos fragmentos em m/z 378 [M - H2O]+, 363 [M – Me - H2O]+, 253 

[M – caeia lateral - H2O]+ e 271 [M-cadeia lateral], picos característicos da 

fragmentação de esteróides (González et al., 1984). A proposta de 

fragmentação para esta substância está proposta na Figura 17. 
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Figura 17: Proposta de fragmentação para o ergosterol 

A análise dos dados de RMN de 1H e de 13C e de EM além da 

comparação com os dados da literatura permitiram a identificação do 

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

 

5.2.  Determinação da atividade biológica 

5.2.1.  Determinação da atividade antiparasitária das frações 

hexano, acetato de etila e butanol 

5.2.1.1. Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi 

 

As frações hexano, acetato de etila e butanol obtidas da partição 

do extrato metanólico do P. salmoneostramineus foram incubadas com 

tripomastigotas de T. cruzi por 24 horas e a viabilidade foi determinada pelo 

método da resazurina. Após incubação, todas as frações eliminaram 100% 

dos tripomastigotas na concentração máxima testada (300 µg/mL), 

resultando em uma CE50 de 7,88 μg/mL (I.C.95% 0,20 - 308,20 µg/mL) para 

hexano, 27,96 µg/mL (I.C.95% 19,52 - 40,05 µg/mL) para a fração acetato 

de etila, e 58,36 µg/mL (I.C.95% 34,61 - 98,42 µg/mL) para a fração 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 frações hexano, acetato de etila e butanol por 48 horas e a 

viabilidade foi determinada pelo método colorimétrico do MTT. Após 

incubação, nenhuma fração apresentou atividade na concentração máxima 

testada de 300 µg/mL (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Determinação da atividade antiparasitária das frações: 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. 

 CE50 (µg/mL) 

IC 95% 

Frações 

 

T. cruzi 

(tripomastigotas) 

Leishmania (L.) infantum 

(promastigotas) 

Hexano 7,88 

(0,20 – 308,20) 

na 

Acetato de etila 27,96 

(19,52 – 308,20) 

na 

Butanol 58,36 

(34,61 – 98,42) 

na 

CE50: Concentração Efetiva 50%; IC95%: Intervalo de Confiança 95%: na: não ativo na 
concentração testada. 
 
 

O teste com resazurina avaliou a viabilidade mitocondrial dos 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Os poços azuis demonstram a morte 

dos parasitos na presença das frações hexano, acetato de etila e butanol, 

sendo os poços na cor rosa, indicadores de células viáveis (Figura 19).  
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Figura 19: Viabilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi submetidos 
ao teste com resazurina, após incubação com as frações obtidas do extrato 
metanólico de Pleurotus salmoneostramineus  

Legenda: A - fração acetato de etila; B – fração butanol; H- fração hexano; Controle não tratado 
(células viáveis), Branco (sem células). 

Fonte: arquivo pessoal. 

 

O teste colorimétrico do MTT foi realizado para Leishmania (L.) 

infantum na presença das frações hexano, acetato de etila e butanol, onde 

se pôde verificar que os poços na cor amarela representam a morte dos 

parasitos na presença de frações ativas e os poços na cor roxa representam 

parasitos viáveis (Figura 19). 

 

 

Figura 20: Viabilidade de promastigotas de Leishmania (L.) infantum 
submetidos ao teste com MTT, após incubação com as frações obtidas do 
extrato metanólico do Pleurotus salmoneostramineus. 
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Legenda: A - fração acetato de etila; B – fração butanol; H- fração hexano; Controle (100% células 
vivas), Branco (100% mortos, sem células). 
Fonte: arquivo pessoal. 

 

5.2.2. Determinação da atividade antiparasitária dos grupos CPS 

1 CPS 17 

 

5.2.2.1. Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi 

 

Os 10 grupos formados após a análise do perfil cromatográfico 

por CCD foram incubados com tripomastigotas de Trypanosoma cruzi por 24 

horas e a viabilidade foi determinada pelo método da resazurina. Após um 

período de 20 horas de incubação, 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 concentração máxima testada (150 

µg/mL); os grupos CPS-1 (1) e CPS-10 (13-17) não foram ativos na 

concentração máxima 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. Após a incubação, os grupos CPS-4 (4) e CPS-5 (5) eliminaram 100% 

dos promastigotas na concentração máxima testada (150 µg/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), não apresentaram atividade na 

concentração máxima testada (Tabela 7). 

Tabela 7: Determinação da atividade antiparasitária 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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 CE50 (µg/mL) IC 95% 

Grupos T. cruzi 

(tripomastigotas) 

L. (L.) infantum 

(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 

CE50: Concentração Efetiva 50%; IC95%: Intervalo de Confiança 95%; na: não ativo na concentração 
testada. 
*CPS: Coluna Pleurotus Salmoneostramineus 

5.2.3. Avaliação da atividade antiparasitária e citotoxicidade do 

ergosterol  

 

A atividade antiparasitária 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 CE50 de 125,27 µM (Tabela 8). Na Figura 20 observa-se a 

lâmina do grupo tratado com ergosterol, demonstrando eliminação de 100% 

dos amastigotas intracelulares no macrófago. No grupo não tratado, 

observam-se vários amastigotas intracelulares. As formas promastigotas não 

foram susceptíveis ao ergosterol. O fármaco miltefosina foi utilizado como 

padrão tanto para promastigotas e amastigotas, resultando em valores de 

CE50 de 16,43 μM e 16,86 μM, respectivamente (Tabela 8). 
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Os ensaios em Trypanosoma cruzi demonstraram que as formas 

tripomastigotas foram susceptíveis ao ergosterol após 48 h de incubação, 

resultando em uma CE50 de 129,23 µM (Tabela 8). As formas amastigotas 

intracelulares não demonstraram susceptibilidade ao ergosterol na 

concentração máxima testada. O fármaco benznidazol foi utilizado como 

padrão para tripomastigotas e amastigotas, resultando em valores de CE50 

de 440,73 μM e 319,70 μM, respectivamente. 

A citotoxidade do ergosterol foi avaliada em macrófagos isolados 

da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c após incubação por 48 

horas e a viabilidade foi determinada pelo método colorimétrico com 

resazurina. O ergosterol resultou em uma CE50 de 619,43 μM (Tabela 8). Os 

fármacos benznidazol e miltefosina foram testados em células NCTC e 

resultaram em valores de CE50 de 469,93 μM e 122,00 μM, respectivamente. 
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Tabela 8: Determinação da atividade antiparasitária do ergosterol em formas 
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, promastigotas e amastigotas de 
Leishmania (L.) infantum e citotoxicidade em macrófagos peritoneais. Como 
controle, utilizou-se os fármacos padrões miltefosina e benznidazol. 

              CE50 (µM) IS 95% 

                                   Compostos 
 

Parasitos e células 
 
 

 
Ergosterol 

 
Benznidazol 

 
Miltefosina* 

 
Trypanosoma cruzi 

(tripomastigotas) 

129,23 

(116,12 – 143,80) 

440,73 

(272,40 – 478,40) 

 
nd 

 
Trypanosoma cruzi 

(amastigotas) 

 
na 

319,70 

(283,80 – 360,10 

 
nd 

 
Leishmania (L.) infantum 

(promastigotas) 

 
na 

 
nd 

16,43 

(15,45 – 17,46) 

 
Leishmania (L.) infantum 

(amastigotas) 

125,27 

(93,73 – 168,46) 

 
nd 

16,86 

(11,57 – 24,57) 

 
NCTC clone 929 

 

 
nd 

469,93
 

(414,98 – 532,18) 

122,00 

(94,78 – 157,00) 

 
Macrófagos peritoneais 

 

619,43 

(22,21 – 1726,71) 

 
nd 

 
nd 

 
Índice de Seletividade 
(Trypanosoma cruzi) 

 

 
4,80 

 
1,10 

 
nd 

 
Índice de Seletividade 

(Leishmania (L.) infantum) 
 

 
4,94 

 
nd 

 
7,23 

CE50: Concentração Efetiva 50%; IC95%: Intervalo de Confiança 95%; na: não ativo; nd: não 
determinado; IS: Índice de Seletividade, razão entre CE50 em células de mamíferos e CE50 em 
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Toxicidade

*
determinada em macrófagos peritoneais de 

camundongos. Toxicidade
**
 - toxicidade determinada em células de tecido conjuntivo NCTC clone 929.  
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Figura 21: Avaliação da atividade do ergosterol contra amastigotas 
intracelulares de Leishmania (L.) infantum. Macrófagos peritoneais corados 
com Giemsa e observados em microscopia óptica em aumento de 1000X 
(imersão em óleo). A. controle não tratado. B. incubação com ergosterol por 
120 horas a 150 µg/mL (378,16 µM). Seta demonstra um amastigotas e a 
barra representa 3 µm. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

5.2.4. Avaliação dos mecanismos de ação do ergosterol em 

Trypanosoma cruzi 

5.2.4.1. Alteração da permeabilidade de membrana 

plasmática 

 

O ergosterol foi incubado por 80 minutos com tripomastigotas de 

T. cruzi e a permeabilidade da membrana plasmática 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 

incubação, até os 80 minutos máximos testados. O resultado foi significativo 

quando comparado ao controle (células não tratadas) (p<0,05). A 

permeabilização máxima foi obtida na presença do detergente Triton X-100 

(controle positivo), onde se observou significativo influxo da sonda quando 

comparado ao controle (células não tratadas) (p<0,002). 
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Figura 22: Avaliação da permeabilidade da membrana plasmática de 
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, representada em unidades de 
fluorescência das leituras realizadas a cada 20 minutos de incubação na 
presença da sonda SYTOX® Green. O valor de p (teste de variância, não 
paramétrico) é representado por ***(p<0,001) e **(p<0,002) em relação ao 
controle. Os pontos representam a média das triplicatas de um ensaio 
representativo. 

5.2.4.2. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial  

 

A avaliação do potencial de membrana mitocondrial em 

tripomastigotas foi monitorada pela sonda Mitotracker® Red CM-H2XROS. 

Os parasitos não tratados foram incubados com a sonda e foram utilizados 

como grupo controle. Após 60 minutos de incubação, os níveis de 

fluorescência detectados indicaram o funcionamento normal do potencial de 

membrana mitocondrial da célula (controle). Os resultados demonstraram 

que o ergosterol (Figura 23) induziu uma despolarização do potencial de 

membrana mitocondrial, reduzindo em aproximadamente 69% a 

fluorescência em relação ao controle não tratado. A comparação 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 fluorescência em 88% quando comparado 

ao grupo controle (não tratado). 
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Figura 23: Avaliação do potencial de membrana mitocondrial de 
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, realizada utilizando a sonda 
Mitotracker® Red CM-H2XROS após uma hora de incubação com o 
ergosterol * p < 0,001 em relação ao controle. A barra representa a média 
das triplicatas de um ensaio representativo. 

 

5.2.4.3. Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

 

A produção de ROS em tripomastigotas foi avaliada na presença 

do ergosterol após 60 minutos de incubação, utilizando-se a sonda H2DCF-

DA. Tripomastigotas não tratados foram utilizados como grupo controle. Os 

dados demonstraram que o ergosterol induziu um aumento não significativo 

(p>0,05) na produção de ROS, quando comparado ao grupo controle não 

tratado (p>0.05) (Figura 24). Azida sódica foi utilizada como controle 

positivo, sendo utilizada para normalização dos dados. 
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Figura 24: Avaliação da produção de ROS em tripomastigotas de 
Trypanosoma cruzi utilizando a sonda H2DCF-DA após uma hora de 
incubação com o ergosterol. ***(p<0.001) em relação ao controle. A barra 
representa a média das triplicatas de um ensaio representativo. 
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6. Discussão 

 

Metabólitos secundários isolados de basidiomicetos são 

importantes biomoléculas ativas. Estudos recentes realizados por Lai e 

colaboradores (2012) demostraram um triterpenóide 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 orgânico do basidiomiceto Pleurotus 

salmoneostramineus, visando à avaliação do potencial de seus metabólitos 

contra os protozoários Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi. Para 

isso, o fracionamento químico foi realizado, onde diferentes técnicas foram 

empregadas para separação dos metabólitos e identificação de compostos 

ativos. A atividade anti-Trypanosoma cruzi do basidiomiceto P. 

salmoneostramineus foi encontrada em frações de diferentes polaridades, 

desde a fase hexano, até acetato de etila e butanol. Os valores de CE50 

variaram entre 7 a 58 µg/mL; no entanto, os promastigotas de Leishmania 

(L.) infantum não foram susceptíveis nas concentrações testadas. Apesar de 

ambos serem tripanossomatídeos, esta diferença pode estar relacionada às 

diferenças bioquímicas entre os parasitos, conferindo mecanismos de defesa 

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

Entre as frações testadas, a fração hexano apresentou a maior 

atividade, sugerindo a natureza lipofílica do composto ativo. Embora as 

frações não tenham apresentado atividade anti-Leishmania (L.) infantum, 

estudos realizados por Tempone e colaboradores (2007) demostraram que o 

prévio fracionamento de extratos brutos, pode gerar subfrações ativas 

(Tempone et al., 2011). Diante disso, a fração hexano foi selecionada para o 

fracionamento em cromatografia em coluna (CC). Dentre os 10 grupos 
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gerados, 8 destes demonstraram atividade anti-Trypanosoma cruzi com 

valores de CE50 entre 6 a 72 µg/mL e dois grupos demonstraram atividade 

anti- Leishmania (L.) infantum com valor de CE50 ≤ 100 µg/mL, corroborando 

a hipótese citada acima. 

Durante o fracionamento da fração hexano, se observou a 

cristalização do grupo CPS-3 (3), um indicativo de pureza. Estudos 

realizados para eludidação estrutural utilizando a ressonância magnética 

nuclear (1H e 13C), assim como a cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas, confirmaram que a subfração estava pura; os 

dados da literatura (Wright, 1979) permitiram a identificação do composto 

como ergosterol. 

Esteróis presentes em membranas celulares regulam a fluidez e 

contribuem para a organização das membranas. Diferentemente das células 

dos mamíferos que contém o colesterol, porém, de forma similar aos fungos, 

membranas celulares dos protozoários Leishmania spp e Trypanosoma cruzi 

contêm o ergosterol, assim como outros derivados de esteróis (McCall et al., 

2015). Os esteróis são sintetizados a partir da acetil-CoA por um processo 

metabólico específico e nestes parasitos, envolve um complexo enzimático 

pertencente ao citocromo P450, denominado CYP51 ou esterol 14-alfa-

demetilase (Lepesheva & Waterman, 2011; Souza & Rodrigues, 2009). 

Considerando as diferenças bioquímicas entre as células de mamífero e o 

parasito, a síntese de ergosterol (CYP51) tem sido um alvo terapêutico para 

seleção de novos fármacos (Lepesheva et al., 2015; Riley et al., 2015). 

Devido a este fato, fármacos antifúngicos pertencentes à classe 

dos azóis têm sido empregados na clínica da leishmaniose, como o 

cetoconazol, itraconazol (Ozgoztasi & Baydar, 1997), assim como em 

estudos clínicos na doença de Chagas, como o posoconazol (Francisco et 

al., 2015). A eficácia destes compostos tem sido bastante variável, com 

dependência 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 fármacos em uso clínico como 

antifúngicos 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 fármaco 

mais promissor desta classe, o posaconazol, resultou em falha terapêutica 

em estudos pré-clínicos com a doença de Chagas (Francisco et al., 2015).  

Ligonio e colaboradores (2012) isolaram pela primeira vez o 

peróxido de ergosterol presente no basidiomiceto Pleurotus ostreatus, o qual 

demonstrou atividade anti-Trypanosoma cruzi com valor de CE50 de 6 µg/mL 

contra formas epimastigotas. Em nosso estudo, o ergosterol demonstrou 

atividade anti-Trypanosoma cruzi contra a forma tripomastigota, porém, 

apresentou um valor de CE50 cerca de 8 vezes maior quando comparado 

aos dados de Ligonio e colaboradores (2012). Quando comparado ao 

fármaco padrão benznidazol, o ergosterol se apresentou cerca de 3 vezes 

mais ativo. As diferenças encontradas entre os trabalhos, além de 

relacionadas à estrutura química do composto, podem estar relacionadas 

também ao metabolismo e diferenças bioquímicas encontradas entre as 

diferentes formas estudadas. Epimastigotas geralmente são formas 

extracelulares e mais susceptíveis a fármacos, uma vez que se encontram 

no inseto vetor; já os tripomastigotas, forma utilizada em nosso trabalho, são 

formas mais resistentes a fármacos, encontradas no interior das células nos 

mamíferos, assim como na circulação sanguínea. Estas diferenças reforçam 

a necessidade de se investigar a atividade de fármacos nas formas 

evolutivas presentes nos hospedeiros vertebrados, isto é, 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 macrófagos infectados com 

amastigotas intracelulares. Este fato pode estar relacionado a ausência de 

penetração do composto no interior da célula hospedeira, assim como 

degradação do mesmo ou ainda ausência de atividade para a forma 

amastigota, devido as mudanças metabólicas do parasito e maior potencial 

de proteção (Schmidt et al., 2012). Pesquisadores do DNDi relatam que 
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fármacos que atuam somente no estágio intracelular do parasito 

(amastigotas) podem contribuir para tratamentos deficientes, uma vez que 

as formas tripomastigotas residentes levam a quadros conhecidos de 

recidiva e falha terapêutica (Chatelain, 2015). Desta forma, a associação de 

dois fármacos com atividade em ambas a formas poderia ser uma 

alternativa.  

Ligonio e colaboradores (2012) demonstraram que o peróxido de 

ergosterol se apresentou pouco tóxico em células de mamífero, com uma 

CE50 de 3 µg/mL. Apesar de compostos que apresentam grupos 

endoperóxidos demonstrarem na literatura um potencial maior de 

citoxicidade a células de mamífero o peróxido de ergosterol foi cerca de 12 

vezes menos tóxico quando comparado ao ergosterol testado em nosso 

estudo. As diferenças de toxicidade encontradas poderiam então ser 

explicadas pelas diferentes linhagens de células estudadas, fato este muito 

observado em nossos estudos no laboratório. Em nosso estudo, o ergosterol 

apresentou um índice de seletividade de aproximadamente 5, demonstrando 

ser mais tóxico para os parasitos Trypanosoma cruzi (tripomastigotas) e 

amastigotas intracelulares (Leishmania) do que para as células de mamífero 

estudadas. Este fato é um importante parâmetro quando se avalia o 

potencial antiparasitário 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 orgânico do basidiomiceto 

comestível, P. salmoneostramineus. Esteróis sintéticos ou mesmo isolados 

de diferentes fontes naturais possuem atividades antiparasitárias (Nganso et 

al., 2011; Viegelmann et al., 2014). Braga e colaboradores (2005) 

demonstraram que derivados sintéticos de esteróis apresentaram atividade 

anti-T. cruzi. Tempone e colaboradores demonstram a atividade anti-T. cruzi 

e anti-Leishmania dos esteróis 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 não 

apresentou atividade contra os promastigotas. Em contrapartida, demonstrou 

atividade contra a forma intracelular do parasito, (amastigota). Ainda, quando 

comparado ao fármaco padrão, o ergosterol foi cerca de 3 vezes menos 

ativo do que a miltefosina. A atividade do ergosterol na forma intracelular de 

Leishmania e sua ausência de atividade contra a forma extracelular 

poderiam ser explicadas por uma possível imunomodulação nos 

macrófagos, desencadeando ou inibindo a produção 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 

síndrome pulmonar aguda, demonstrou uma inibição da produção do fator 

de transcrição nuclear kappa B, ciclooxigenase-2 (COX-2) e da síntese de 

óxido nítrico além da citocina IL-6. A IL-6 tem sido considerada uma citocina 

exacerbatória na leishmaniose, contribuindo para o agravamento da doença 

quando aumentada (Silva et al., 2015). Futuros estudos poderão demonstrar 

o papel do ergosterol e seus possíveis efeitos imunomodulatórios no 

macrófago. Além disso, as diferenças metabólicas entre os amastigotas e os 

promastigotas são suficientes para explicar o efeito diferenciado do 

ergosterol no parasito.  

Para entendermos a natureza da ação letal do ergosterol nas formas 

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, foi necessário estudar o mecanismo 

de ação, utilizando diferentes sondas para avaliação da permeabilidade da 

membrana plasmática, avaliação do potencial de membrana mitocondrial e 

da produção de espécies reativas de oxigênio. Utilizando a sonda 

fluorescente SYTOX® Green, foi possível verificar que o ergosterol alterou a 

permeabilidade da membrana plasmática em tempos curtos de incubação, 

pois permitiu um rápido influxo da sonda fluorescente. A alteração da 

permeabilidade de membrana pode contribuir para o desbalanceamento de 

íons, levando o parasito a morte (Das, 1993). Fármacos como a miltefosina 

(Brilhante et al., 2015) e a anfotericina B (Yang et al., 2013), que alteram a 

permeabilidade da membrana plasmática de fungos são bem conhecidos; 
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porém, até o presente momento, não havia sido relatado que o tratamento 

com ergosterol poderia causar o mesmo efeito. O efeito de diferentes 

concentrações de anfotericina B em células tumorais HT29 foi relatado, 

demonstrando a abertura de poros aquosos concentração-dependente 

(Yang et al., 2013). Futuros ensaios em modelos de membrana poderão 

avaliar com precisão o efeito do ergosterol na membrana de Trypanosoma 

cruzi. Os estudos realizados neste trabalho permitem apenas confirmar a 

alteração da permeabilidade da membrana plasmática neste parasito. 

Tripanosomatídeos assemelham-se aos fungos em termos de 

biossíntese de esteróis, porém, ao contrário dos mamíferos que sintetizam o 

colesterol, o T. cruzi produz principalmente ergosterol. Formas amastigotas 

de T. cruzi contêm significativas quantidades de colesterol de origem 

exógena, mas continua a ser altamente suscetível a inibidores de sua 

biossíntese, demonstrando a necessidade de esteróis específicos não 

sintetizados pelo parasito. 

A via de biosíntese de esterol é considerada um dos alvos mais 

importantes para a pesquisa de novos fármacos na doença de Chagas 

(Kessler et al., 2013). Enzimas desta via têm sido estudadas como possíveis 

alvos de tratamento e o ergosterol poderia contribuir como uma ferramenta 

para se avaliar o motivo pelo qual, quando em excesso, contribuiria para 

desestabilização da membrana plasmática, aumentado sua permeabilidade 

e levando o parasito a morte. Diferentes metabólitos de origem natural, além 

da própria anfotericina B, alteram a permeabilidade de membranas de 

Trypanosoma cruzi ou Leishmania spp. Rea e colaboradores (2013) 

demonstraram que um composto natural, a soulamarina, isolada da planta 

Calophyllum brasiliense (Clusiaceae), induziu alteração da permeabilidade 

de membrana de T. cruzi, contribuindo para a morte de tripomastigotas de T. 

cruzi. Pinto e colaboradores, demonstraram que peptídeos isolados da 

secreção cutânea de anfíbio, 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 ação, quando se 

utilizou a sonda Mitotracker® Red CM-H2XROS, foi possível demonstrar que 

após a alteração da permeabilidade da membrana plasmática, houve uma 

rápida despolarização do potencial de membrana mitocondrial. Vercesi e 

colaboradores (1991) demonstraram que a permeabilização da membrana 

de epimastigotas por digitonina a 64 µM, não induziu alterações 

mitocondriais. Por outro lado, Rodrigues e colaboradores (2001), 

demonstraram que epimastigotas de T. cruzi, quando tratadas com 

digitonina na mesma concentração, resultou em permeabilização da 

membrana plasmática, associada à perda do potencial de membrana 

mitocondrial e redução dos níveis de ATP. Em nossos estudos, o ergosterol 

demonstrou um efeito similar àquele observado por Rodrigues et al (2001), 

alterando a permeabilidade da membrana plasmática e contribuindo para 

alteração do potencial de membrana. Porém, este efeito mitocondrial 

causado pelo ergosterol no Trypanosoma cruzi pode ser resultado de um 

efeito secundário à alteração da permeabilidade de membrana, uma vez que 

a mitocôndria pode estar tentando reparar a rápida alteração da 

permeabilidade da membrana plasmática, e desta forma, alterar seu 

potencial. 

O sistema redox é essencial para a sobrevivência dos 

tripanossomatídeos. Todos os organismos aeróbicos são expostos a ROS, 

tais como superóxido (O2ˉ), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais de 

hidroxila (OH), gerados pelo metabolismo, incluindo o processo de 

fosforilação oxidativa que ocorre na mitocôndria. O desequilíbrio redox 

ocorre no parasito quando os antioxidantes endógenos não conseguem lidar 

com a excessiva produção de ROS (tanto endógeno como exógeno), e isso 

leva ao estresse oxidativo (Pal & Bandyopadhyay, 2012). Conforme indicado 

pela sonda H2DCF-DA, nossos dados demonstraram que, apesar da 

despolarização do potencial de membrana mitocondrial, não houve aumento 

significativo da produção de ROS após o tratamento com ergosterol. Este 

dado sugere que morte induzida pelo ergosterol não deve estar associada a 
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um estresse oxidativo no parasito. Futuros ensaios poderão avaliar os 

efeitos celulares do ergosterol em T. cruzi, possibilitando o desenho de 

novos e mais seletivos compostos antiparasitários. O ergosterol poderia ser 

utilizado como uma ferramenta para se avaliar novas rotas de morte celular, 

visando novas terapias para a doença de Chagas.  
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7. Conclusões 

 

1- O basidiomiceto Pleurotus salmoneostramineus foi fracionado e 

resultou em três frações ativas no T. cruzi: fração hexano, fração acetato de 

etila e fração butanol. Formas promastigotas de Leishmania infantum não 

foram susceptíveis as frações orgânicas.  

2- Dentre as frações obtidas da partição líquido-líquido, a fração hexano 

apresentou a maior atividade anti-T. cruzi, com menores valores de 

Concentração Efetiva 50%. 

3- Da fração hexano foram obtidos 10 grupos, sendo 2 grupos com 

atividade leishmanicida (promastigotas) e tripanomicida (tripomastigotas), 6 

grupos com atividade tripanomicida (tripomastigotas) e 2 grupos não ativos. 

4- Dentre os grupos, um grupo foi caracterizado como substância pura 

denominado ergosterol. 

5- Um composto antiparasitário ativo foi isolado do basideomiceto 

Pleurotus salmoneostramineus e sua estrutura química elucidada, resultando 

no ergosterol. O basideomiceto apresenta outros possíveis 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 mamífero, 

porém apresentou seletividade de aproximadamente 5 para ambos os 

parasitos estudados.  

8- O ergosterol alterou a permeabilização da membrana plasmática em 

tripomastigotas de T. cruzi, contribuindo para uma despolarização do 

potencial de membrana mitocondrial, e levando o parasito a morte sem 

indução de estresse oxidativo. 
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9. Anexos 
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 Anexo 1A: Espectro de RMN de 1H da fase hexano de P. 

salmoneostramineus (∂, CDCl3, 300 MHz) 
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Anexo 1B: Espectro de RMN de 1H da fase acetato de etila de P. 

salmoneostramineus (∂, CDCl3, 300 MHz). 
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Anexo 1C: Espectro de RMN de 1H da fase butanol de P. 

salmoneostramineus (∂, CDCl3, 300 MHz). 
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Anexo 2: Espectro da RMN 1H do ergosterol. 
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Anexo 3:  Espectro de RMN 13C do ergosterol. 
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Anexo 4:  Espectrometria de massas do ergosterol. 
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Anexo 5: Aprovação do comitê de ética 

 

 


