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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca tropical, endémica,
considerada negligenciada, causada por espécies de parasitos do género
Leishmania. Atualmente o Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina) é
considerado pelo Ministério da Saude como medicamento de primeira escolha para
o tratamento desta doenca. O uso da biotecnologia na busca por novos compostos
com atividade leishmanicida é importante para producdo de novos farmacos mais
eficientes e com menos efeitos adversos aos pacientes com LTA. Com isso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade leishmanicida de substancias
produzidas pelo fungo Aspergillus fumigatus isolado do solo da regido Amazonica
contra Leishmania guyanensis e Leishmania amazonensis. O filtrado flngico foi
diluido em meio RPMI e distribuido em diferentes concentra¢des (750 pg/mL a 125
Hg/mL) em tubos contento 1,5x10° célula/mL. Como controle negativo foi utilizado o
RPMI e como controle positivo o Glucantime® (30 pg/mL). Os testes foram
realizados em triplicatas e incubados em estufa a 25°C por 72 horas. A cada 24
horas, foi retirada uma aliquota de 10 uL de cada amostra que foi diluida (1:1000) e
quantificada em camara de Neubauer. A analise estatistica mostrou que a
concentracdo 750 pg/mL a 72 horas apresentou atividade leishmanicida contra L.
guyanensis, pois houve reducdo no numero de individuos vivos comparado ao
controle negativo (p=0,019, ANOVA). O valor de Clso para L. guyanensis foi de
65,46x10ug/mL. Contudo, para L. amazonensis ndo foi verificado atividade
leishmanicida, sugerindo que o extrato de A. fumigatus apresenta atividade
leishmanicida distinta de acordo com a espécie de Leishmania. A avaliacdo de
inibicdo do éxido nitrico mostrou que o extrato ndo possui atividade anti-inflamatoria,

nao sendo necessario o teste de citotoxicidade em macrofagos.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), Biotecnologia,
Fungos do Solo.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecto-
parasitaria crénica, considerada negligenciada, causada por cerca de 20 espécies
de parasitos do género Leishmania, pertencente a familia Trypanosomatidae. Com
ciclo de vida heteroxénico, o protozoério alterna entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados, chegando a afetar mundialmente mais de 15 milhGes de pessoas com
alta morbidade e mortalidade em populacbes da América, Asia, Africa, Europa e
Oceania (JENSEN et al., 2017; SORIANO, 2017).

A transmissdo da doenca nas Ameéricas ocorre por insetos dipteros do género
Lutzomyia. O género Leishmania na LTA pode apresentar diferentes formas clinicas,
dependo da espécie envolvida e da relacdo parasito-hospedeiro, podendo ser
classificadas em Leishmaniose cutanea (LC) e Leishmaniose mucosa (LM). As
principais espécies de LC no Brasil sdo L. braziliensis, L. guyanensis e L.
amazonensis (LIMA, 2017).

O Brasil € um pais da América com elevado numero de casos de
leishmaniose. Em 2016, foram registrados 12.690 casos, com destaque para regiao
Norte com 5.075, seguida da regido Nordeste com 3.166 e da regidao Centro-Oeste
com 1.974 dos casos (SINAN/SVS/MS, 2017).

No estado do Amazonas, os municipios de Rio Preto da Eva, Presidente
Figueiredo, junto a Manaus, foram responsaveis por 468 casos de 922, registrados
no Estado, ocupando o segundo lugar entre as infeccbes por protozoarios que

acometem humanos, perdendo apenas para Malaria (AMAZONAS, 2017).

Apesar do elevado niamero de casos registrados no Brasil, poucos sdo 0s
farmacos utilizados para tratamento da leishmaniose. O antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) é considerado pelo Ministério da Saude o
medicamento de primeira escolha e como segunda escolha a anfontericina B e
pentamidina (BRASIL, 2017).

Existem varios problemas relacionados a esse arsenal terapéutico, como

efeitos colaterais, toxicidade e administracdo parenteral, o que leva, muitas das
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vezes, ao abandono do tratamento, e aumento de linhagens resistentes ao
antibiético, dificultando o controle da doenca (WYREPKOWSHI, 2015;
ABDOSSAMADI; SEYED; RAFATI, 2016).

Por ser considerada uma doenca negligenciada, poucos séo os investimentos
de industrias farmacéuticas frente as pesquisas de novos protétipos com atividades
leishmanicida. Apesar da escassez de investimento, uma das fontes biol6gicas mais
estudadas em busca de formas terapéuticas para o tratamento da leishmaniose sao
as plantas e os fungos por produzirem metabdlitos secundéarios de interesse
biotecnolégico e farmacéutico, como demonstrado nos estudos de Costa, Pinheiro e
Silva (2009), Monzote et al. (2010) e Campos et al. (2015).

Na perspectiva de se obterem novas formas terapéuticas para o
tratamento da leishmaniose, esta pesquisa teve como objetivo avaliar in vitro a
atividade leishmanicida de substancias produzidas pelo fungo Aspergillus fumigatus
isolado de amostra do solo da regido Amazdnica contra Leishmania guyanensis e

Leishmania amazonensis.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmaniose

As leishmanioses sdo um grupo doencas que pode se apresentar de
diferentes formas clinicas dependo da espécie de Leishmania envolvida e da
resposta imune do hospedeiro, podendo ser dividas em Leishmaniose Visceral e
Leishmaniose Tegumentar (cutdanea e mucosa) (OZBILGIN et al., 2018;
VASCONCELOS, 2017).

Pesquisas independentes realizadas durante o século XIX por Cunningham,
Borovsky, Leishman, Donovan, Whright, Linderberg e Vianna, foram importantes
para identificar o parasito causador da Leishmaniose. No entanto, somente em 1903,
Ronald Ross, um pesquisador militar inglés, deu o nome genérico Leishmania,
(PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012).

A Leishmaniose Tegumentar Americana tem uma ampla distribuicdo mundial,
presente em 88 paises e pode se manifestar em trés formas clinicas: leishmaniose
cutdnea, mucocutdnea e cutanea difusa. Nas Américas elaest4d presente em 18
paises, com maior prevaléncia no Brasil (CUNHA, 2017).

Em 2017, os delegados dos paises endémicos, aprovaram o Plano de Acéo
de Leishmanioses nas Américas 2017-2022, onde foram estabelecidas quatro metas
a serem alcancadas até 2022 com o objetivo de reduzir a morbidade e a mortalidade
dos casos de leishmaniose nas Américas. (OPAS/OMS, 2018):

1) Reduzir a letalidade por Leishmaniose Visceral em 50%;

2) reduzir as mortes por Leishmaniose Cutédnea/Mucosa em 90%;

3) reduzir a proporgéo de leishmaniose cutdnea em criangas menores de 10
anos em 50% e;

4) reduzir a incidéncia de leishmaniose visceral, tendo em vista os diferentes

cenarios epidemiologicos dos paises endémicos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0001706X18309963#!
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2.2 Agente Etioldgico

A leishmaniose é causada pelo parasito do género Leishmania, pertencente a
familia Trypanosomatidae que compreende organismos unicelulares caracterizados
pela presenca de um flagelo e de uma organela rica em DNA, o cinetoplasto
(BRASIL, 2017).

O protozoario pode apresentar-se sobre a forma amastigota (Figura 1-A) que
tem forma arredondada e auséncia de flagelo externo e que sdo encontradas em
fagdcitos mononucleados de mamiferos ou na forma promastigota (Figura 1-B) que
sdo flageladas e encontram-se no intestino do vetor (BRASIL, 2017; PIMENTA;
FREITAS; SECUNDINO, 2012).

Figura 1. A- Forma amastigota de Leishmania sp. em macréfagos B- Forma
*» .‘B '
- ' \
«{N*

B ,

promastigota de Leishmania sp.

Fonte: BRASIL, 2017

As formas promastigotas sdo consideradas faceis de serem cultivadase por
isso sao as mais estudadas. No estado do Amazonas, foram descritas sete espécies
de Leishamania como agente etiologico da LTA: Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
shawi e Leishmania (Viannia) lindenbergi. At¢é o0 momento a Leishmaniose Visceral
nao ocorre no estado (GUERRA et al. 2015).
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2.3 Vetor

Os vetores da LTA séo flebotomineos da ordem Diptera, familia Psychodidae,
que sdo distribuidos em dois géneros: Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia
(Novo Mundo). Séo conhecidos popularmente, dependendo da localizacéao
geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros (Figura 2). A fémea
do flebotomineo transmite a doenca através do repasto sanguineo (BRASIL, 2017).

Figura 2. Fémea de flebotomineo ingurgitada.

Fonte: BRASIL, 2017.

A primeira evidéncia experimental da transmissao de protozodarios do género
Leishmania pela picada de uma fémea ocorreu em 1931 por Shortt, sendo os Unicos
insetos comprovadamente capazes de transmitir a doenca. No Brasil, as principais
espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo do género Lutzmyia (PIMENTA,;
FREITAS; SECUNDINO, 2012).
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Para o estado do Amazonas, em particular na regido de Manaus, as espécies
envolvidas na transmissao do parasito sdo o Lu. umbratilis e Lu. anduzei, vetores da
L. guyanenisis ( GUERRA et al. 2015).

2.4 Ciclo de vida

O ciclo de vida de Leishmania sp. é digenético, ocorrendo em hospedeiro
invertebrado e hospedeiro vertebrado (Figura. 3). O protozoario € infectante durante
todo seu estadgio de vida, porém o inseto flebotomineo transmite a forma

promastigota metaciclica, que é a forma mais infecciosa (KANSAL et al. 2012).

Durante o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, o flebotomineo
ingere a forma amastigota. Ao chegarem no intestino médio, essas formas séo
envolvidas pela matriz peritrofica, e nas primeiras 48 horas se transformam em
promastigotas prociclicas. Ap6s 2 a 5 dias, ocorre o0 aparecimento da fase
nectomonas, seguida da fase metacilica (KAYE & SCOTT, 2011).

Figura 3. Ciclo biolégico de Leishmania sp.

~ . "
2 " -
y z )

Promastigotas N
li ~

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

serem fagocitadas por
macrolagos ou neutrafilos

Promastigotas prociclicas se
multiplicam ¢ se diferenciam
em promastigotas metaciclicas

: ' O
Amastigotas infectam N .2
novos macrofagos

-
Flcboto“"'“co Mamifcros l'mnuslino(uv:difcu‘n.ciam
o > X em amastigotas ¢ se multiplicam
LR Fémea por divisdo simples

Amastigotas se diferenciam
em promastigotas prociclicas

la picac
Amastigotas deixam as

Amastigotas sio liberadas
c¢lulas infectadas

no intestino

Fonte: Gontijo et al, 2003
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Ao realizar um novo repasto sanguineo, o inseto infectado inocula o parasito
juntamente com a saliva que tem propriedades anticoagulante e vasodilatadora.
Além disso, a saliva do flebotomineo € quimiotatica para mondcitos e
imunorreguladora, com capacidade de interagir com macréfagos, impedindo suas
acOes efetoras contra o parasito e aumentando a sua proliferagcédo (KAYE & SCOTT,
2011).

A forma promastigota metaciclica & encontrada dentro do vacuolo parasitoforo
e se transforma na forma amastigota. As amastigotas se multiplicam até o momento
em que sao liberadas da célula e passam a ser internalizadas por outros macrofagos
(KAYE & SCOTT, 2011).

2.5 Tratamentos para Leishmaniose

A terapia convencional da Leishmaniose consiste basicamente em quatro
farmacos: antimoniais pentavalentes, pentamidinas, anfotericina B desoxicolato e
anfotericina B lipossomal (BRASIL, 2017).

O farmaco de primeira escolha para o tratamento da Leishmaniose é
antimoniato de N-metilglucamina (Glucatime®). Esse farmaco € indicado para o
tratamento de todas as formas clinicas de LTA, mas quando ndo ha uma resposta
satisfatoria com os antimoniais os farmacos de segunda escolha sédo a anfotericina B
encontrada em formulacdes lipidicas e desoxicolato e as pentamidinas que séo
altamente eficaz nas infec¢gdes por L. guyanensis e L. braziliensis (BRASIL, 2017

GUERRA et al. 2015).

De modo geral, todas as terapias disponiveis apresentam alta toxicidade,
baixa eficacia e altos custos, além disso, cepas de Leishmania sp. ja apresentam
resisténcia aos antimoniais e se tem observado elevadas taxas de recaidas. Assim,
faz-se necessario a buscas de novas alternativas terapéuticas (BRASIL, 2017,
GUERRA et al. 2015) .
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2.6 Género Aspergillus

Os fungos s@o microrganismos eucariontes de grande importancia para o
ecossistema, além de serem responsaveis por uma gama de metabdlitos primarios e
secundarios que sado utilizados em diferentes areas. Muitas espécies do género
Aspergillus sédo utilizadas na biotecnologia para a producédo de varias substancias,
como antibidticos, &cidos organicos, medicamentos ou enzimas, ou como agentes

em muitas fermentacdes alimentares (SAMSON et al. 2014).

A espécie Aspergillus fumigatus é um fungo sapréfita (Figura 4 — A e B)
pertencente a Familia Trichocomaceae, filo Ascomycota que cresce bem no solo
com material organico e possuiu um importante papel na reciclagem de carbono e
nitrogénio (CHOWDHARY; MEIS, 2018).

O fungo pode crescer em diferentes de nichos ecoldgicos por possuir
caracteristicas distintas como a producao de conidios abundantes, muito pequenos
e hidrofébicos e tolerancia térmica de até 50°C que podem explicar sua
patogenicidade para humanos e animais (CHOWDHARY; MEIS, 2018).

Figura 4. Micronideos (A) e coldnia (B) de Aspergillus fumigatus

Fonte: https://mycology.adelaide.edu
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Estudos voltados para compostos bioativos tém demonstrado que este fungo,
qguando isolado de plantas, possuem um potencial biolégico antifangico (LIU et al.
2004) e antibacteriano (CARVALHO, 2010; SILVA et al. 2018).

Quanto a atividade antiparasitaria nenhum estudo até o momento foi realizado
com esta espécie, no entanto, Elkhayat et al. (2015) e Silva et al. (2017)
demonstraram, em seus estudos, que espécies do género Aspergillus possuem acéo
antileishmania, o que nos levou a investigar se a espécie Aspergillus fumigatus

possui tal atividade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar in vitro a agao leishmanicida do fungo Aspergillus fumigatus isolado
de amostras do solo da regido Amazobnica contra Leishmania guyanensis e

Leishmania amazonensis.

3.2 Objetivos Especificos

Verificar a citotoxicidade do filtrado da cultura do fungo Aspergillus fumigatus

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

Avaliar in vitro a atividade anti-inflamatoria do filtrado do fungo Aspergillus

fumigatus.

Avaliar a citotoxicidade do filtrado da cultura do fungo Aspergillus fumigatus

sobre macrofagos de linhagem Raw 264.7
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4. MATERIAL E METODOS

Na presente pesquisa foram realizados testes in vitro utilizando filtrado da
cultura do fungo A. fumigatus. O filtrado foi estudado em comparacdo com
Glucantime®, farmaco de primeira escolha para o tratamento da Leishmaniose. A
pesquisa foi desenvolvida na Colecdo de Microrganismos de Interesse Médico em
parceria com Laboratorio de Micologia do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazobnia (INPA) que possui como responsavel o Dr. Jodo Vicente Braga de Souza
e no Laboratorio de cultura celular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

4.1 Obtencéao do filtrado fungico

O fungo A. fumigatus (LM6020) utilizado no estudo foi cedido pela Colecéo de
Microrganismos de Interesse Médico do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazodnia
(INPA). O bioprocesso foi realizado em Erlenmeyer (150 mL) contendo 50 mL de
Caldo de Batata Dextrose (120 g/L de batata, 10 g/L de dextrose).

Nesse meio foi inoculado uma concentracdo de 1x10* esporos/mL da espécie
de fungo e incubado por 14 dias, sob agitacao orbital (100 rpm) a 25°C. Apés esse
periodo, a biomassa foi separada por filtragdo (filtro qualitativo tipo celulose
Whatman n.4), o caldo metabdlico liquido foi esterilizado por microfiltracdo a 0,22 ym
(Millipore®) e submetido a liofilizacdo. A amostra liofilizada foi armazenada na

geladeira a 4°C e foi submetida a determinacédo da atividade leishmanicida.

Essa etapa ja havia sido realizada em pesquisas anteriores e o filtrado
utilizado nesta pesquisa ja estava liofilizado e armazenado em frasco com peso total
de 0,417g.
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4.2 Manutencao dos Parasitos

Foram utilizadas as cepas de Leishmania guyanensis (MHOM/BR/75/M4147)
e Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), cedidas pela Fundacdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado — FMT/HVD. Seguindo o protocolo de Jaffe,
Grimaldi e Pinero (1984), as espécies utilizadas para o bioensaio foram cultivadas
em garrafas de cultura contendo meio RPMI 1640 (Himedia) completo,
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativo (SFBI) e armazenadas em
estufa a 25°C.

4.3 Curva de crescimento

Para a avaliacdo do crescimento das formas promastigotas de Leishmania
sp., foi utilizado o protocolo de Silva (2008) com modificacdes. Os Parasitos foram
cultivado em frascos de cultivo celular contendo meio RPMI completo na
concentracdo de 1x10° parasitos/mL, incubados & 25°C por 10 dias com volume total
de 10 mL.

A cada 24 horas foi retirada uma aliquota de 10ul da amostra, diluida (1:1000)
em solucdo salina e coradas com o corante azul de tripan para contagem em
camara de Neubauer com o auxilio de microscépio Optico em aumento de 400x.
Para os estudos, foram utilizadas as formas promastigotas axénicas para determinar
a fase logaritmica e estacionaria do crescimento. A média aritmética e o desvio

padrao foram utilizados para gerar a curva no programa Excel® (Microsoft).

4.4 Determinacao da atividade leishmanicida e da concentracao efetiva 50%

(Clsp) em formas promastigotas de Leishamania sp.
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A atividade leishmanicida do filtrado de Aspergillus fumigatus foi avaliada pela
inibicdo do crescimento e mortalidade das formas promastigotas de L. amazonensis
e L. guyanensis. Antes de cada experimento, foi observada a motilidade flagelar e a
morfologia dos parasitos com auxilio de microscoépio invertido.

Para a realizacdo do bioensaio as formas promastigotas foram centrifugadas
a 4.400 rpm por 15 minutos, lavadas em solugdo salina estéril. Em seguida , a
amostra foi diluida e quantificada em camara de Neubauer, sendo ajustada para
obtencdo da concentracdo parasitaria de 1,5x10° células/mL utilizando uma
calculadora de diluicao celular (FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO, 2005)

A amostra liofilizada do fungo A. fumigatus foi diluida em 3mL de meio RPMI
e filtrado em membrana de Millipore® 0,22um em ambiente estéril. Os filtrados foram
avaliados nas concentracfes de 750 pg/mL, 500ug/mL, 250ug/mL e 125 pg/mL. O
controle negativo foi constituido de RPMI completo e o controle positivo foi utilizado
glucantime® na concentracdo de 30 pg/mL.

A atividade do filtrado foi avaliada pela inibicdo do crescimento e mortalidade
de promastigotas de L. guyanensis e L. amazonensis. O bioensaio e a contagem dos

parasitos foi realizada em triplicata no periodo de 24, 48 e 72 horas.

Para a contagem dos parasitos, foi retirada de cada tubo uma aliquota de
10uL da amostra, diluida e quantificada em camara de Neubauer com auxilio do
corante azul de Tripan (Cascade Biological ™ —USA) em microscépio 6ptico,
aumento de 400 vezes. Foi calculada a porcentagem, média e desvio padrao do

namero de parasitos vivos e mortos.

4.5 ESTUDO EM CULTURA DE MACROFAGOS

4.5.1 Células Raw 264.7

No experimento in vitro foi utilizada a linhagem de macréfago Raw 264.7 de
camundongos, cedidas pela Dra. Patricia Puccinelli Orlandi da FIOCRUZ-MANAUS.

As células foram mantidas em estufa bacterioldégica a 37°C em atmosfera de
5% de CO, em Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) suplementado
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com 10% de soro fetal bovino (SFB) e acrescido 50 pg/mL de penicilina e 50 pg/mL
de estreptomicina. Estas células foram cultivadas no Laboratério de Cultura de
Células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da
Amazonas — UFAM.

4.5.2 Avaliacdo da capacidade inibitoria na producédo de 6xido nitrico (NO)

Células de macréfago Raw 264.7 foram plaqueadas na concentracdo de
1x10° células/poco em placa de 96 pocos. Apds o tempo de incubacéo de 24 h das
células a 37°C em atmosfera de 5% de CO? o meio foi retirado e adicionado meio
RPMI suplementado com 10% de SFB com volume final de 100 pL/pogo (GREEN et
al., 1982).

A seguir as células foram estimuladas com 1ug/mL de lipopolissacarideo
(LPS) extraido de Escherichia coli sorotipo 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Alemanha) e
tratadas com o extrato fangico A. fumigatus (LM6020) na concentracdo de 20
MM/mL.

Como controle positivo foi utilizado meio RPMI 1640 enriquecido com LPS e
como controle negativo meio RPMI 1640 sem LPS e farmaco padrédo
Dexametasona. As células plagueadas em triplicatas foram incubadas por 24 h a
37°C, 5% de CO? e o sobrenadante celular foi coletado para a andlise de éxido
nitrico (NO).

4.5.3 Quantificacao de nitrito (NO,)

A producao de 6xido nitrico (NO) foi mensurada pela dosagem de seu produto
de degradacgédo, o nitrito, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o nitrito
primeiramente reage com a Sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Alemanhd) em meio acido
para formar um composto intermediario, o sal de diaz6nio. Em seguida, este sal

reage com Natftil-1-etilenodiamina (Merck, Alemanh&) formando um composto azo
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estavel de coloracdo purpura para assim ser quantificado espectrofotometricamente
a 550 nm (GREEN et al., 1982).

Para a determinacao da produc¢éo de 6xido nitrico, 50uL/mL do sobrenadante
celular de cada poco, incluindo o controle positivo e negativo, foi submetido a reacéo
com igual volume dos reagentes de Griess (sulfanilamida + naftil) incubados por 15

minutos em estufa a 37°C e 5% de CO,.

Apos o periodo de incubacdo as amostras foram lidas em leitor de microplaca
(DTX 800, Beckman Colter) a 560 nm. Esta etapa do experimento foi realizada no
Laboratorio da Cultura de Célula da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal da Amazonas-UFAM.

4.6 Andlise Estatistica

Para a determinacado da atividade leishmanicida do filtrado fungico nas formas
promastigotas de Leishmania sp. foi utilizado o programa Bioestat 5.0™ para
estatistica descritiva (média e desvio padrao entre réplicas) seguidas de analise de
variancia pelo teste de ANOVA: 2 critérios para dados paramétricos, sendo adotado

o valor de p < 0,05 para diferenca significativa entre as médias.

Médias diferentes foram analisadas por meio do teste de Tukey. Para analise
de normalidade foi utilizado o teste de Lilifors, com grau de diferenca significativa em
p < 0,05. O valor de Clsg foi obtido através do calculo de regressao linear utilizando a

média de parasitos mortos no programa Excel® 2013.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento

A andlise da curva de crescimento dos parasitos in vitro ndo mostrou
similaridade no tempo de crescimento dos parasitos, havendo diferenga significativa
entre os perfis das curvas. O padrado de crescimento correspondeu ao descrito na
literatura, com trés fases de crescimento distintas: exponencial/logaritmica,
estacionéria e estacionaria tardia/lag (EVANS, 1989).

Para L. amazonensis, a fase exponencial tardia e a fase estacionaria
ocorreram, respectivamente, no 5° e 6° dia de cultivo. Para L. guyanensis, a fase
exponencial tardia ocorreu no 3° dia de cultivo e a fase estacionaria no 4° (Figura 5 —
A e B). As diferencas observadas nas curvas de crescimento, sob as mesmas

condi¢cBes de cultivo, ressaltam diferencas no tempo de replicacdo celular das duas
espécies.

Figura 5. Curva de Crescimento de L. guyanensis (A) e L. amazonensis (B).
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A determinacdo da curva de crescimento das duas espécies do género
Leishmania deste estudo é fundamental para determinar o estagio e o dia para a
utilizacdo dos parasitos no bioensaio. O perfil de crescimento da espécie L.
amazonensis foi similar aos estudos de Almeida (2012) e Cunha (2017) que
utilizaram a cepa PH8 de L. amazonensis, mesma cepa desta pesquisa, que
demonstrou um aumento expressivo de parasitos na fase logaritmica que vai até o

quarto dia.

Em contrapartida, ao analisar os resultados da curva de crescimento de L.
guyanensis com outras literaturas, verificou-se na pesquisa de Campos (2008) que
as promastigotas de L. guyanensis apresentaram fase logaritmica de crescimento
até o sexto dia. No entanto, um estudo feito por Falcdo (2010), mostra que a cepa L.
(V.) guyanensis (MHOM/BR/75/IM4147) alcancou a fase logaritmica com pico

maximo no terceiro dia corroborando com o encontrado em nosso estudo.

Nota-se que o padrdo de diferenciacdo do parasito na fase de
metaciclogénese pode variar, dependo da adaptacédo do parasito ao meio de cultura,
o tipo de meio de cultura, seu pH e sua suplementacdo, de modo que a fase
estacionaria do crescimento pode se estabelecer de forma mais rapida ou tardia.

5.2 Avaliacédo da atividade Leishmanicida do fungo Aspergillus fumigatus em

formas promastigotas de L. guyanensis e L. amazonensis

A analise do filtrado de A. fumigatus mostrou que a porcentagem de
promastigotas vivas em L. guyanensis na concentracdo de 750 pg/mL as 72 horas

foi de 38,63% aproximada ao percentual obtido pelo Glucantime®, 21,7%.

Em oposicdo todas as outras concentracdes do extrato fungico apresentaram
valores mais proximos ao do controle negativo composto por meio RPMI (Figura 6).
O resultado foi corroborado com os testes estatisticos onde a concentracdo mais
alta do filtrado e o Glucantime® apresentaram diferenca significativa para com o
controle negativo, P=0,019, teste de ANOVA.
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Figura 6. Avaliacao do extrato de A. fumigatus testado contra L. guyanensis no periodo
de 24, 48 e 72 horas.

120
100 T -
4 11 I N 1
o
= 80
> [
=]
8 60 m 24 horas
g8 048 horas
@ T
° 40 m 72 horas
>
20
0 L. | L. | L. | L. | L. | L. |
Cont.(-) Cont. (+) 750pg/mL 500pg/mL 250pg/mL 125pg/mL

Glucatime®
30p/mL
Tratamentos

Contudo, para L. amazonensis nado foi verificado diferenca entre a
porcentagem de parasitos vivos nas diferentes concentracbes do filtrado, em

comparacao com o controle positivo e o negativo (Figura 7).

O mesmo se comprovou através do teste estatistico realizado com a média do
namero de individuos vivos que ndo mostrou diferenca estatistica em nenhuma
concentracdo, p=0.9117, teste de ANOVA. Isso mostra que 0 extrato de A.
fumigatus apresenta atividade leishmanicida distinta de acordo com as duas

espécies de Leishmania testadas.

Ainda se fazem necessario a repeticdo dos testes e a extracdo de substancias
com acetado de etila, por exemplo, para elucidar os resultados e conhecer a

substancia capaz de inibir a proliferacdo da espécie L. guyanensis.
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Figura 7. Avaliacdo do extrato de A. fumigatus testado contra L. amazonensis no
periodo de 24, 48 e 72 horas.
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Em contrapartida, os valores de Clsp encontrados para o extrato do fungo A.
fumigatus foi de 65,46x10pg/mL para L. guyanensis e de 108,5x10*pg/mL para L.
amazonensis, sendo significativo em comparagdo com os resultados demonstrados

anteriormente.

Este é considerado um estudo pioneiro, pois até 0 momento s6 foi encontrado
na literatura algumas espécies do género Aspergillus com atividade leishmanicida.
Como o estudo feito por Elkhayat et al. (2015) utilizando o fungo Aspergillus terreus
isolado das raizes de Carthamus lanatus (Asteraceae), onde compostos
butenolideos, isolado deste fungo, inibiu o crescimento de Leishmania donavani com
valores de Clso de 11,24, 15,32 e 27,27 ug/mL e de Silva et al. (2017) onde A.
terreus—F7 apresentou compostos com atividade moderada para L. amazonensis
(Clsp variou de 23,7 a 78,6 uM).

Uma pesquisa feita por Mischiatti (2016) com o metabdlito DFQ1(Derivado 1
da 2-fenilquinolina), obtido da biotransformacao da 2-fenilquinolina (FQ) pelo fungo
A. fumigatus demonstrou que esse composto possui atividade leishmanicida contra
L. amazonensis em 24 (Clsp = 5,41+0,20), 48 (Clso = 0,44+0,18) e 72 horas (Clsg =
0,24+0,14 pg/mL). Existem, também, estudos do A. fumigatus sendo um inibidor
significativo de Mycobacterium tuberculosis, com concentracdo inibitoria minima de
256 ug mL™ (Silva et al., 2018).
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Outro estudo, realizado por Rodrigues et al. (2014), utilizando o acido kadjico
(KA), um metabdlico secundario do género Aspergillus, demonstrou que esse acido
inibiu 62% (Clso 34pg/mL) de promastigotas de L. amazonensis in vitro. Verifica-se
que os estudos com o fungo do género Aspergillus, sdo voltados mais para a
espécie de L. amazonensis, ndo sido encontrado na literatura estudos com a

espécie L. guyanensis.

De acordo com Borges, Gomes e Ribeiro-Dias (2018), a espécie L.
guyanensis, apresenta aspectos Unicos e pouco estudados, necessitando de uma
melhor caracterizacdo dos parasitos para compreender sua relacdo com o
hospedeiro. Além disso, a presenca do RNA virus tipo 1 (LRV1) em isolados de L.
guyanensis pode aumentar a gravidade da doenca, incluindo a co-infeccdo com o
virus da imunodeficiéncia humana — HIV (CALVOPINA, et al. 2017).

Foi constatado a partir deste estudo que o filtrado do fungo A. fumigatus
apresenta atividade antiparasitaria, comprovada estatisticamente, apenas contra L.
guyanensis. No entanto, precisam de mais estudos principalmente por néo ter feito o
isolamento da (s) substancia (s) que tiveram o potencial de inibir a proliferacdo dos
parasitos de uma espécie que é restrita ao Estado do Amazonas e que ainda

existem poucos estudos com relacdo a este protozoario.

5.3 Efeito do extrato de A. fumigatus sobre inibicdo de 6xido nitrico (NO°®)

Verificou-se que o extrato do fungo A. fumigatus ndo apresentou inibicdo de
NO, quando comparado ao padrdo Dexametasona e ao controle positivo LPS
(Figura 8). Sabe-se que o LPS é um lipopolissacarideo altamente toxico derivado de
membrana celular externa de bactéria Gram-negativa, que se liga a outros
receptores como o Toll-like (TLR4) sendo um importante ativador de macréfagos
(SILVA, 2016).
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Figura 8. Ensaio de inibicdo do 6xido nitrico com A. fumigatus em
macréfagos Raw 264.7.
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A fim de testar os efeitos dos compostos Varicuotidis A e B, isolado do fungo
Aspergillus versicolor LZD-4403 sobre a resposta inflamat6ria induzida por LPS em
macrofagos, Chen et al. (2017) testaram esses compostos em células Raw 264.7 e
observaram que esses compostos inibiram a proliferacdo de células Raw 264.7
induzida por LPS, em associacdo com a regulacédo negativa da producéo de nitrito e
citocinas (MCP-1, IL-6 e TNF- a ).

O ensaio realizado por Du et al. (2018) com extrato EtOAc do Aspergillus
europaeus WZzZXY-SX-4-1, mostrou que o composto Benzofenona 9 tem potencial
inibitério contra o NF-kB em células SW480 induzida por LPS. Assim como nos de
Liu et al. (2018) dois esteroides aditivos natural de Diels-Alder, ergosterdiaceos A e
B (1le2) extraidos do fungo Aspergillus sp. mostraram fortes efeitos anti-

inflamataorios in vitro, inibindo a producdo de NO em 4,5 e 3,6 uM, respectivamente.

A partir da andlise do grafico deste experimento, pode-se concluir que o
extrato do fungo ndo tem capacidade anti-inflamatéria ndo sendo capaz de inibir

50% de NO. Assim, n&o foi realizado o teste de citotoxicidade em macréfagos.
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Uma amostra do filtrado foi cedida ao laboratorio de Cultura de Células da
UFAM que possui com protocolo independente no qual estabelecem que a
realizacdo do teste de citotoxicidade com MTT é realizada somente quando a
substancia ou o filtrado consegue inibir pelo menos 50% de NO. Esse teste é feito
somente para observar se a inibicdo se deu por conta do filtrado ou se ocorreu morte

celular.

O oOxido nitrico (NO) € liberado em consequéncia da infiltracdo celular,
induzida pela 6xido nitrico sintase (INOS) e sua quantidade produzida pode
determinar se ele vai apresentar efeito protetor ou toxico (COOKE, 2002; SILVA,
2016).

Desta forma, ficou determinado que o filtrado de A. fumigatus € inflamatorio
para os micréfagos. No entanto, sdo necessérios testes independentes com MTT
para comparar se ha uma relacao da inibicdo do éxido nitrico com a citotoxicidade

do filtrado em macréfagos para que os resultados se tornem mais fidedignos.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do teste in vitro deste trabalho demonstram que o extrato do
fungo Aspergillus fumigatus apresentou inibicdo satisfatoria das formas
promastigotas da espécie de L. guyanensis, apresentando uma concentracao
inibitéria (Clso) no valor de 65,46x10™ ug/mL.

No teste inibicAo do Oxido nitrico, o extrato ndo apresentou capacidade
inibitéria de 50% em células de macréfagos Raw 264.7. Assim, ficou determinado
que o filtrado de A. fumigatus é citotoxico para os micréfagos. No entanto, séo
necessarios testes independentes com MTT para comparar se ha realmente uma
relagdo da inibicdo do Oxido nitrico com a citotoxicidade do filtrado em macrofagos

para que os resultados se tornem mais fidedignos.
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