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RESUMO

As Leishmanioses sdo um grupo de doengas infecciosas de progressao crénica. O
tratamento das Leishmanioses tem sido baseado em Antimoniais Pentavalentes que
apresentam alta citotoxicidade para os pacientes afetados. Na busca por terapias
alternativas, diversos compostos produzidos por fungos endofiticos revelaram
propriedades leishmanicidas. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
leishmanicida do extrato bruto dos fungos endofiticos Diaporthe oxe (CMRP 1418) e
Diaporthe infecunda (CMRP 1325) em Leishmania (Viannia) braziliensis e a
citotoxicidade em macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados
por L. braziliensis. Deste modo, os grupos experimentais foram expostos ao extrato
bruto dos fungos endofiticos nas concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5 ug/mL por
24, 48 e 72 horas. Em seguida, foi avaliada a citotoxicidade em formas
promastigotas de L. braziliensis e em macrofagos nao infectados e infectados por L.
braziliensis; a atividade anti-amastigota em macréfagos infectados; foram
quantificados os niveis de o6xido nitrico (NO) e de espécies reativas de oxigénio
(EROs); e foi avaliado o indice fagocitico. Os resultados revelaram que o extrato
bruto de D. oxe apresenta propriedades leishmanicidas como a diminuigdo da taxa
de infecgao in vitro, sendo citotoxico para promastigotas de L. braziliensis e menos
citotoxico para macrofagos nao infectados e infectados nas menores concentragées
do tratamento, contribuiu para o aumento da explosao respiratoria e potencializou a
atividade fagocitica em macréfagos. Comparativamente, esses resultados nao foram
evidentes para o extrato bruto de D. infecunda, que mostrou atividade leishmanicida
menos promissora. Em conjunto, o tratamento com o extrato bruto dos fungos
endofiticos resultou em mudangas fisiolégicas do macréfago, sugerindo uma
interferéncia na modulagcdo de uma resposta com fendtipo M1 frente a infecgao por
L. braziliensis.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis; Diaporthe; fungo endofitico; leishmanicida;
terapia.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of chronically-evolving endemic infectious diseases. The
treatment for Leishmaniasis has been based on Pentavalent Antimonials and
exposes those infected to cytotoxic effects. The research for alternative therapies
found that compounds of endophytic fungi have leishmanicidal properties. This study
aimed to evaluate the leishmanicidal effect of crude extract of Diaporthe oxe (CMRP
1418) and Diaporthe infecunda (CMRP 1325) in Leishmania (Viannia) braziliensis
and the cytotoxicity in uninfected and infected RAW 264.7 macrophages with L.
braziliensis. The experimental groups were exposed to treatment at 500, 250, 125
and 62.5 pg/mL concentrations for 24, 48 and 72 hours. Thus, cytotoxicity in
promastigote form of L. braziliensis and in uninfected and infected RAW 264.7
macrophages was evaluated; the anti-amastigote activity against L. braziliensis was
evaluated; nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) levels were
quantified; and the phagocytic index was determined. The results revealed that the
crude extract of D. oxe present antileishmanial properties as decrease the in vitro
infection, being cytotoxic to promastigote form of L. braziliensis and less cytotoxic to
uninfected and infected macrophages at lower concentrations, favored the increase
of respiratory burst and enhanced the phagocytic activity in macrophages.
Comparatively, these findings were not evident for D. infecunda, showing less
promising in terms of leishmanicidal effects. Altogether, the treatment with endophytic
fungi crude extract resulted in macrophage physiological changes, possibly indicating
interference in the modulation of the M1 phenotype response during L. braziliensis
infection.

Keywords: Leishmania braziliensis; Diaporthe; endophytic fungi; leishmanicidal;
therapy.
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1 INTRODUGAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) € um grupo de doencgas infecciosas
causadas por protozoarios do género Leishmania, com progressao cronica e que
acomete os humanos quando estes invadem areas onde ocorre o ciclo de
transmissao do parasito (TRUPPEL et al., 2014). A LT, também conhecida como
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) quando ocorre nas Américas, €
considerada uma Doenca Tropical Negligenciada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), com notificagbes de casos em mais de 98 paises, embora 90% dos
casos estao concentrados no Afeganistao, Argélia, Arabia Saudita, Brasil, Ira, Iraque,
Peru e Siria (OMS, 2019).

As regides Norte e Nordeste do Brasil concentram a maior parte dos casos da
LTA, enquanto o estado do Parana apresenta a maioria das notificagdes de infeccéo
na regido Sul do Brasil, tendo a espécie Leishmania (Viannia) braziliensis como o
principal agente etiolégico (OMS, 2017). A LTA apresenta diferentes manifestagdes
clinicas, em associagdo com a resposta imunologica do hospedeiro, com a cepa do
parasito e a presencga de co-infecgoes, visto que a L. braziliensis é responsavel por
provocar ulceras limitantes na pele, bem como resultar em um quadro mais grave
com o acometimento das mucosas, principalmente nasal e da cavidade oral, que
pode resultar em lesbes deformantes e destrutivas (DE VRIES, REEDIJK e
SCHALLIG, 2015; LEANEZ et al., 2019).

Atualmente, o tratamento disponivel para as Leishmanioses, baseado em
Antimoniais Pentavalentes (Glucantime® e Miltefosina®), Pentamidina, Anfotericina
B e Anfotericina B lipossomal, € questionavel quanto a sua eficacia, resultando em
efeitos citotdxicos e colaterais indesejados, portanto, sendo uma das razdes para o
abandono do tratamento (HOTEZ e AKSOQY, 2017). Além de apresentar baixa
eficiéncia, considerando relatos de cepas resistentes circulantes, a falha na
terapéutica € um fator limitante para o controle das Leishmanioses, o que torna
necessaria a pesquisa por novas drogas e por terapias alternativas (ANTINARELLI
et al., 2015; SHOKRI et al., 2017).

Devido a importdncia das Leishmanioses para a Saude Publica, terapias

alternativas baseadas em metabodlitos secundarios de fungos endofiticos
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(RODRIGUES et al., 2014; CAMPOS et al., 2015; IBRAHIM et al., 2016; ALVES et
al., 2018) representam uma importante area de estudo, porém ainda pouco
explorada. Fungos endofiticos colonizam diversos tecidos de plantas sem causar
danos ou patologias ao seu hospedeiro e possuem a capacidade de produzir
metabdlitos secundarios com diversas bioatividades, constituindo uma abordagem
alternativa para o tratamento convencional das Leishmanioses (DOS SANTOS et al.,
2016).

Foi observada em estudos anteriores a capacidade de espécies de fungos
endofiticos do género Diaporthe em produzir metabdlitos secundarios com
propriedades antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana (DOS SANTOS et al.,
2016; SANTOS et al., 2016; TONIAL et al., 2016). A busca por terapias alternativas
utilizando novos compostos produzidos por fungos endofiticos compreende uma
area importante e prioritaria, visto a necessidade de novas drogas com maior
seletividade contra o parasito e que nao resulte em citotoxicidade ao hospedeiro. As
investigacdes utilizando metabdlitos secundarios sugerem propriedades promissoras
com capacidade de polarizar macrofagos e induzir uma resposta pro-inflamatoéria
frente a infec¢ao por Leishmania (RODRIGUES et al., 2014; COTA et al., 2018).

Dessa forma, o estudo teve como objetivo avaliar o potencial leishmanicida in
vitro do extrato bruto dos fungos endofiticos Diaporthe oxe (CMRP 1418) e Diaporthe
infecunda (CMRP 1325) em L. braziliensis e os efeitos citotdxicos em macréfagos de

linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados por L. braziliensis.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmania

Pertencentes a ordem Kinetoplastida, os tripanosomatideos, assim chamados
os protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae, sdo formados por
parasitos flagelados e intracelulares obrigatérios que apresentam o cinetoplasto rico
em DNA mitocondrial (kDNA), configurando uma unica mitocéndria conectada ao
corpo basal e presente em todas as formas evolutivas (SOULAT e BOGDAN, 2017).

Os géneros Leishmania e Trypanosoma, cujas espécies sao agentes
causadores das Leishmanioses e das Tripanossomiases, respectivamente,
apresentam grande importancia clinica e epidemioldgica e que provocam doencgas
infecciosas em humanos e em outros mamiferos silvestres ou domésticos (SOUZA
et al., 2017).

O género Leishmania compreende espécies que apresentam ampla variedade
antigénica e que permite a interagcdo com os fagocitos do hospedeiro vertebrado,
produzindo sinais que desencadeiam a secrecdo de mediadores e a ativagao da
resposta imunitaria inata e adaptativa (FERNANDES et al.,, 2016). A infeccao
causada pela Leishmania spp expressa uma ampla diversidade de manifestacdes
clinicas podendo estar relacionada as diferentes espécies e/ou cepa do parasito,
aspectos epidemioldgicos, estado imunolégico do hospedeiro e presenga de
comorbidades e co-infec¢des (OYAMA et al., 2018).

Atualmente, sdo descritas 23 espécies de Leishmania infectantes ao ser
humano (SABIA-JUNIOR et al., 2019), que sdo divididas em dois subgéneros:
Leishmania e Viannia, classificados de acordo com o desenvolvimento parasitario no
trato digestério do inseto vetor flebotomineo (LAINSON e SHAW, 1987). De acordo
com os mesmos autores, o desenvolvimento suprapilario, quando o desenvolvimento
ocorre nas por¢cdes média e anterior do trato intestinal dos vetores, é realizado por
espéecies pertencentes ao subgénero Leishmania; enquanto o desenvolvimento
peripilario, quando o desenvolvimento ocorre na porgao posterior do trato intestinal

dos vetores, é realizado por espécies pertencentes ao subgénero Viannia.
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2.2 Ciclo biolégico da Leishmania spp

A transmissao da Leishmania spp ocorre através da picada de insetos fémeas
hematofagas infectadas da ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae, pertencentes ao género Phlebotomus, quando distribuidos no Velho
Mundo, ou por diversos géneros, como Lutzomyia, Psychodopygus, Pintomyia,
Nyssomyia, dentre outros, quando distribuidos no Novo Mundo (BRAZIL,
RODRIGUES e FILHO, 2015).

Em seu ciclo de vida (Fig 1), a Leishmania spp alterna em duas formas
evolutivas distintas: promastigotas e amastigotas, ambas replicativas. O ciclo
biolégico inicia-se durante o repasto sanguineo quando a fémea do vetor
flebotomineo infectado por Leishmania spp regurgita formas evolutivas denominadas
promastigotas metaciclicas no vertebrado. As formas promastigotas sdo formas
evolutivas extracelulares de formato fusiforme e que possuem flagelo externalizado a
partir de uma bolsa flagelar na por¢ao anterior do parasito, sendo fagocitadas por
células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) do hospedeiro, especialmente
macréfagos e células dendriticas (SABIA-JUNIOR et al., 2019).

Uma vez no interior do vacuolo parasitéforo da célula hospedeira, as
promastigotas diferenciam-se em formas evolutivas denominadas amastigotas,
adaptadas as condigbes intracelulares. As amastigotas sdo formas evolutivas
intracelulares obrigatodrias, de formato arredondado e com flagelo internalizado na
bolsa flagelar na por¢ao anterior do parasito, responsaveis por realizar multiplicagao
binaria até romper a célula hospedeira, liberando amastigotas que seréo fagocitadas
por outros fagocitos (KAYE e SCOTT, 2011; SOULAT e BOGDAN, 2017). A
capacidade de sobrevivéncia do parasito nos fagolisossomos é resultado da sintese
de lipases e proteases que permitem o decurso da infeccdo e a proliferacéo
parasitaria em um ambiente indspito (ALVES et al., 2018).

Durante a hematofagia, a fémea do vetor flebotomineo pode se infectar com
fagdcitos do hospedeiro vertebrado parasitados por amastigotas intracelulares. Os
reservatérios sdo fundamentais para a manutengao do ciclo bioldgico da Leishmania

spp, podendo compreender animais silvestres e/ou domésticos, que variam de
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regido para regiao, como fonte alimentar para o repasto sanguineo do inseto e que
nao desenvolvem patologia quando infectados (TRUPPEL et al., 2014).

As células parasitadas ingeridas durante a hematofagia sao lisadas no interior
do tubo digestorio do vetor flebotomineo, liberando formas amastigotas que
diferenciam-se em promastigotas, sendo estas responsaveis pela multiplicacéo
binaria em diferentes por¢ées do trato intestinal do inseto - dependendo do
subgénero pertencente - dando origem a numerosas promastigotas metaciclicas que
bloqueiam o proventriculo do inseto e, portanto, sdo regurgitadas pelo flebotomineo
durante o proximo repasto sanguineo em um vertebrado (KAYE e SCOTT, 2011).

Promastigotas sao regurgitadas por

fémeas de flebotomineos durante a
hematofagia
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Figura 1. Representagdo do ciclo bioldgico da Leishmania spp. Fonte: SABIA-JUNIOR et al., 2019
(adaptado).

2.3 Aspectos clinicos das Leishmanioses e epidemiolégico da LTA

De acordo com os primeiros estudos sobre a epidemiologia das
Leishmanioses, as doencas eram caracterizadas como exclusivamente rurais, mas
tornaram-se comuns em areas suburbanas e urbanas com o passar do tempo
(GONTIJO e CARVALHO, 2003; GONTIJO e MELO, 2004). O novo padrdo da
distribuicdo dos casos esta relacionado a consequéncias da gestdo publica

desorganizada, envolvendo aspectos ambientais, sociais e econdmicos,
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relacionados a descontrolada urbanizacdo (éxodo rural), ao aumento do
desmatamento e a entrada do homem em areas de mata. O grande fluxo migratério
de populagdes das areas rurais para os centros urbanos e a construgao de ferrovias,
hidrelétricas e estradas foram constituidos como fator de risco para a disseminacao
desta parasitose (MELO, ROSSONI e TEODORO, 2018).

Segundo a OMS (2017), as Leishmanioses sdo doencgas infecciosas e néo
contagiosas, de carater endémico, que apresentam alta morbidade e mortalidade e
com prevaléncia em paises tropicais e subtropicais. A Leishmaniose Visceral (LV),
também conhecida como Calazar, € responsavel pelo aparecimento de alteragdes
viscerais, como hepatomegalia e/ou esplenomegalia e comprometimento da medula
Ossea, causada devido a metastase de parasitos e de fagocitos parasitados a partir
do local da picada do inseto flebotomineo infectado (GONTIJO e CARVALHO, 2003;
GONTIJO e MELO, 2004).

A LTA pode ser classificada em trés formas clinicas: a forma cutanea, a forma
mucocutanea e a forma cutanea-difusa. A forma cutanea apresenta lesdes cutaneas
limitadas, ulcerativas ou n&o, Unicas ou multiplas e indolores, sendo esta a forma
mais prevalente e com evolugédo a cura na maioria dos casos. A forma mucocutanea
tem como caracteristicas lesdes ulcerativas no trato respiratério superior e cavidade
oral, como nariz e septo nasal, boca, palato duro e faringe. Ha o surgimento das
complicacbes apds meses ou anos apos a resolucao das feridas cutaneas primarias
e que apresenta grande morbidade por destruir tecidos e provocar lesdes
desfigurantes e que sdo porta de entrada para infeccoes secundarias. A forma
cutaneo-difusa € caracterizada por multiplas lesdes cutaneas, nao ulcerativas,
papulares e disseminadas por meio das vias hematogénica e/ou linfatica,
estreitamente relacionada com a imunossupressao do hospedeiro vertebrado e com
a viruléncia do parasito (GONTIJO e CARVALHO, 2003; GONTIJO e MELO, 2004;
SOULAT e BOGDAN, 2017).

O género Leishmania compreende varias espécies como agentes etioldgicos
da forma cutanea da LTA no Novo Mundo, sendo as espécies do subgénero Viannia:
Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) colombiensis, L. (V.)

peruviana, L. (V.) panamensis, L (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.)
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lindenbergi; enquanto as espécies do subgénero Leishmania sao: Leishmania
(Leishmania) amazonensis, L (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis e L (L.) pifanoi
(OMS, 2017). O desenvolvimento da forma mucocutanea da doenga ocorre em 3 a
5% dos casos da forma cutanea, sendo que a auséncia de tratamento ou tratamento
inadequado e condi¢gbes de imunossupressao sao fatores de risco, tendo a L. (V.)
braziliensis como a principal espécie envolvida nesta complicagdo da doenca (COTA
et al., 2018; OPAS, 2019).

De acordo com as Uultimas estimativas, 97 paises s&o considerados
endémicos para as Leishmanioses. Um total de 68 paises sédo endémicos tanto para
LT quanto para LV e 21 paises sdo endémicos somente para LT (OMS, 2019). No
periodo de 2001 a 2018, foram registrados 989.096 casos de LTA distribuidos em 17
dos 18 paises endémicos nas Américas (Fig 2), com maior ocorréncia de casos no
Brasil, Colébmbia, Nicaragua e Peru (OPAS, 2019). De acordo com a OMS, entre
700.000 e um milhao de casos de Leishmaniose sao notificados em 102 paises, com
20.000 a 30.000 relatos de morte por ano (PELLISSIER et al., 2018).
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Figura 2. Distribuigao de casos notificados de LTA em 2018 nas Américas. Fonte: OMS, 2019.

Do total de 59.789 casos de LTA em 2018, o Brasil reportou 27.85% dos
casos (16.651), seguido da Bolivia (16.432), Coldmbia (6.362), Peru (6.321),
Nicaragua (3.722) e Venezuela (2.612). No Brasil, observa-se uma tendéncia para a
diminuigéo dos casos notificados de LTA (Fig 3), com o registro de 12.690 casos em
2016, 19.395 casos em 2015 e 19.402 casos em 2014. Entretanto, nos ultimos dois

anos, um aumento dos casos de LTA foi observado (OPAS, 2019).
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Figura 3. Distribuicéo dos casos notificados de LTA nas Américas (laranja escuro) e no Brasil (laranja

claro) entre os anos 2000 até os dias atuais. Fonte: OPAS, 2019.

2.4 Interagoes parasito-hospedeiro

A resposta imune é iniciada por células presentes no local da inoculacédo do
parasito pelo vetor flebotomineo, como células dendriticas, macrofagos, neutréfilos e
natural killer (NK). Estas células sdo fagocitos que reconhecem os microrganismos
por meio de receptores de reconhecimento de padrdes (RRPs), os receptores de
superficie Toll-like receptor 2 (TLR2), conferindo a resposta inata no inicio da
infecgdo (SCOTT e NOVAIS, 2016; SACHET, LIANG e OEHLER, 2017).

Os macrofagos atuam como células hospedeiras para a replicagdo e a
sobrevivéncia da Leishmania e como células efetoras que implicam na morte do
parasito. A ativacdo destes fagdcitos resulta na alteracdo de suas propriedades
bioldgicas, como crescimento, diferenciacdo, diapedese e quimiotaxia, capacidade
de fagocitose, promogao da expressdo de moléculas de superficie, aumento da
transcricdo de mRNA, dentre outras. Todo esse processo resulta na producédo de
citocinas pré-inflamatérias, de arginina, espécies reativas de oxigénio (EROs) e
oxido nitrico (NO), mediando a importante resposta pro-inflamatoria e implicando na
morte do parasito intracelular (KEDZIERSKI e EVANS, 2014).

A interleucina 12 (IL-12) promove imunidade mediada pela estimulacéo de
células Th1, como macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos, NK e linfocitos B,
sendo fundamental na inducdo a producéo e secregado de interferon gama (IFN-y)
por células T CD4. Em sinergismo com fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IFN-y

€ a citocina chave que resulta no aumento dos niveis de NO (Fig 4), pelo aumento
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da expressdao de oOxido nitrico sintase induzida (iINOS), conduzindo a atividade
leishmanicida efetiva in vitro e in vivo, além de garantir o controle da multiplicagao e
expansao do parasito (OLEKHNOVITCH e BOUSSO, 2015).
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Figura 4. A resposta imunologica frente a infecgdo por Leishmania. A resposta Th1 contra a
Leishmania ocorre nos linfonodos através da interacao entre células dendriticas infectadas e linfocitos
T CD4, com a produgédo de IFN-y mediada por IL-12 (A). No sitio de infecg¢ao, os linfécitos T CD4
reconhecem os fagoécitos através das moléculas MHC de classe Il e a presenca de IFN-y promove o
aumento na expressado de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), induzindo a producdo de NO (B).
Fonte: OLEKHNOVITCH e BOUSSO, 2015 (adaptado).

Ainda, segundo os mesmos autores, a expressao de iINOS é induzida pela
sinalizagao inata de células T CD4+ e a producao de NO é acentuada no local da
infeccdo. A producdo de NO ocorre no citoplasma das células infectadas, o que
permite a rapida difusdo no fagolisossomo e acgao direta no parasito intracelular
(MAUEL e RANSIJN, 1997; LEMESRE et al., 1997).

As designagdes M1 e M2 estdo associadas com a mudancga e a regulagéo dos

fendtipos dos macrofagos. Sendo assim, os macréfagos M1 representam a primeira
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linha de defesa contra patdgenos e sdo caracterizados pela capacidade de produzir
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-183, IL-6, IL-12, IL-18 e IL-23, possuir alto
indice fagocitico e produzir EROs e NO; desta forma, promovendo a resposta Th1
pela modulagédo via IL-12 (PELLISSIER et al., 2018). Entretanto, a infeccdo por
Leishmania spp resulta em diversas alteragbes morfolégicas e fenotipicas nos
macrofagos infectados, como proliferagdo celular, diferenciagao celular, migracao
celular, atividade fagocitica, inibicdo das vias de sinalizagdo pré-inflamatéria,
levando a uma resposta do fenotipo M2 (KEDZIERSKI e EVANS, 2014).

O paradigma da infecgao por Leishmania spp esta relacionado a indugao da
ativacdo de macréfagos para ambos os fendtipos (M1 e M2) (Fig 5). De fato, o
desenvolvimento da resposta com fendétipo M1 durante o curso da infeccdo ocorre
por meio da sinalizacao de citocinas pro-inflamatdrias, como a modulacao via IL-12,
TNF-a e IFN-y, resultando na producdo de NO. Entretanto, o desenvolvimento da
resposta com fendtipo M2 durante o curso da infeccdo € induzida através da
producao de citocinas anti-inflamatérias, como a modulacéao via IL-4, IL-10 e IL-13,
bem como por fatores de viruléncia da superficie do parasito, como lipofosfoglicano
(LPG) e metaloprotease 63 (gp63), resultando na inibigao do processo inflamatério e,
portanto, na sobrevivéncia da Leishmania spp e na progressao da doenca (ATRI,
GUERFALI e LAOUINI, 2018).
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Figura 5. Polarizagdo dos macréfagos através de diferentes vias de sinalizagado como indutores do
desenvolvimento da resposta com fendtipos M1 e M2. Fonte: ATRI, GUERFALI e LAOUINI, 2018
(adaptado).

O sistema complemento possui grande importancia na resposta imunoldgica
inata frente a infeccdo por Leishmania spp. No sitio de inoculagdo das formas
infectantes do parasito, o reconhecimento das formas infectantes - promastigotas
metaciclicas - ocorre por meio de receptores de superficie dos fagécitos, como
receptores 1 e 3 do complemento (CR1 e CRS3, respectivamente), por exemplo
(HORIKAWA e PENA, 2011).

A atividade fagocitica por vias CR1 e CR3 resulta na inibicdo da ativagao e
sinalizagdo celular e no bloqueio da atividade imunomoduladora da célula
hospedeira, além de inibir a producdo de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio. Isto ocorre porque essa interagdo n&o desencadeia a produgdo de
enzimas NADPH oxidase e resulta em down-regulation da via de sinalizagao
JAK-STAT e na ativagéo de proteinas quinases (MAPKs - mitogen-activated protein
kinases), classificadas como um grupo de enzimas especificas de serina/treonina,
cuja atividade promove a sintese de mediadores pro-inflamatorios e de NO. Além

dos fatores de viruléncia do parasito envolvidos durante a interagao
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parasito-hospedeiro (Fig 6), como a presencga de LPG e gp63 (OLIVIER et al., 2012;
LIU e UZONNA, 2012; NOGUEIRA et al., 2016).
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Figura 6. Representacdo dos fatores de viruléncia expressos na superficie de formas promastigotas
de Leishmania spp. Secrecao dos fatores de viruléncia por meio dos exossomos ou pela via classica

de secrecgédo através da bolsa flagelar na porgéo anterior do parasito. Fonte: OLIVIER et al., 2012.

A resisténcia do parasito no processo de infeccdo € desencadeada,
principalmente, pela inibicdo na produgao de IL-12 e, por consequéncia, causando
down-regulation na resposta imunoldgica, o que culmina na sobrevivéncia do
parasito no hospedeiro vertebrado (PELLISSIER et al., 2018). Além disso, a
Leishmania adquiriu capacidade de bloquear mecanismos vitais de células
dendriticas, como diminuigao da fosforilagcdo e degradagao de moléculas da via de
traducao e ativadores de transcricdo, dentre outros, conferindo um comprometimento
na resposta inata pro-inflamatéria (KEDZIERSKI e EVANS, 2014).

2.5 Macroéfagos de linhagem RAW 264.7

Os macrofagos de linhagem RAW 264.7 (Fig 7) sédo células de linhagem
estabelecida oriundas de células de tumor induzido por virus (Abelson Leukemia
Virus) em camundongo BALB/c Mus musculus macho adulto (ATCC, 2019). A
linhagem RAW 264.7 possui propriedades aderentes, com alta taxa proliferativa e
alta taxa fagocitica, além de ser de facil manipulagéo e cultivo. Sdo células uteis
para testes de citotoxicidade devido ao metabolismo semelhante ao de macréfagos
de culturas primarias, entretanto, ndo sofrem senescéncia replicativa (RASCHKE et

al., 1978).
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Figura 7. Macrofagos de linhagem RAW 264.7. Cultivo apés 24 horas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiéticos' observados em microscépio

invertido. Fonte: o autor.

2.6 Tratamento das Leishmanioses

O tratamento convencional das Leishmanioses esta longe de ser satisfatorio.
As opgbes de drogas para as diversas manifestagdes clinicas apresentam diversas
limitagdes: alta citotoxicidade e efeitos colaterais graves, resultando no abandono do
tratamento; baixa eficiéncia, visto relatos de cepas resistentes as drogas; alto custo
dos compostos; dentre outras (ANTINARELLI et al., 2015; SHOKRI et al., 2017).

Desde a sua aplicagdo médica e veterinaria em 1945, as drogas de primeira
escolha para o tratamento das leishmanioses sao baseadas em Antimoniais
Pentavalentes, como Estibogluconato de sddio (Pentostam®) e o Antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime®), tanto para infecgbes cutaneas do Novo Mundo
quanto para infecgdes do Velho Mundo. O mecanismo de agédo dos farmacos ainda
nao € muito bem elucidado. Estudos relatam que os Antimoniais podem interferir na
acao da topoisomerase | de formas evolutivas de Leishmania spp, causando uma

desregulagdo no metabolismo das purinas e resultando na diminuigdo na sintese de

" A solugdo de antibidticos utilizada foi composta por 100 U/mL de penicilina e 100 pyg/mL de
estreptomicina.
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ATP; bem como podem induzir a imunomodulagdo com aumento na producéo de
citocinas pro-inflamatérias e da capacidade fagocitica dos fagocitos, portanto,
elevando a producao de EROs e resultar em estresse oxidativo, levando a danos no
DNA da célula hospedeira (PASSERO et al., 2013; MOREIRA et al., 2017).

Como segunda linha de escolha para o tratamento das Leishmanioses,
encontra-se o antifungico poliénico Anfotericina B®, derivado de Streptomyces
nodosus, cujo mecanismo de agao esta relacionado a capacidade de interagdo com
o ergosterol da membrana celular do parasito, resultando na formagéo de poros na
membrana e levando ao aumento da polarizagado da célula, resultando na morte do
parasito (MOSTAFAVI et al., 2019).

Contudo, os efeitos colaterais causados pelo uso das drogas convencionais
sé&o bastante severos, incluindo: nausea, diarreia, colica abdominal, rash cutaneo,
mialgia, artralgia, fadiga, fraqueza, pancreatite, bradicardia, altera¢des
eletrocardiograficas, anemia hemolitica e complicagdes renais, cardiacas e
hepaticas; e ambas as terapéuticas requerem prolongada terapia com aplicagao
intramuscular ou intravenosa e com acompanhamento médico (PASSERO et al.,
2013; MOREIRA et al., 2017; MOSTAFAVI et al., 2019).

2.7 Fungos endofiticos

O termo endofitico refere-se a um grupo de microrganismos simbidticos que
colonizam as plantas, principalmente as folhas, galhos, caules, casca, frutos, raizes
e estruturas reprodutivas, constituindo uma relacdo com beneficios para ambos os
organismos envolvidos (CHATTERJEE, GHOSH e MANDAL, 2020). Os fungos
endofiticos constituem uma fonte promissora de metabdlitos secundarios
potencialmente bioativos com aplicagdo na area médica e na agricultura, com
atividades antibacteriana, antifungica, anti-inflamatodria, antioxidante, analgésica,
antitumoral, antipirética, imunossupressora, dentre outras aplicagbes (DE
MEDEIROS et al., 2018).

A Schinus terebinthifolius Raddi, pertencente a familia Anacardiaceae,
também conhecida como aroeira-vermelha ou aroeira-da-praia, € uma arvore

largamente distribuida no territério nacional, principalmente em regides de Mata
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Atlantica, sendo que as folhas, frutos e sementes tém sido utilizados na medicina
popular como agentes naturais com propriedades anti-inflamatéria, antiviral,
cicatrizante, diurética, estimulante digestivo, tonico, bem como aplicadas para o
tratamento de infecgbes urinarias e respiratérias (DOS SANTOS et al., 2016).
Estudos mostram que o extrato bruto obtido das folhas da aroeira-vermelha
apresenta efeitos antialérgico, antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatorio e
propriedades cicatrizantes (DA SILVA et al., 2017; PATOCKA e ALMEIDA, 2017).

Diversos estudos relatam propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
antimicrobianas e antifungicas dos metabdlitos secundarios produzidos por fungos
endofiticos obtidos das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi, principalmente
espécies do género Diaporthe (GOMES et al., 2013; SANTOS et al., 2016; TONIAL
et al., 2016). Além disso, os isolados endofiticos do género Diaporthe sé&o
considerados como uma importante fonte natural de compostos para o combate a
microrganismos multirresistentes (DOS SANTOS et al., 2016; CHEPKIRUI e
STADLER, 2017).

O género Diaporthe apresenta distribuicdo mundial e possui diferentes plantas
hospedeiras, podendo ser isolados em diferentes temperaturas e condigdes
climaticas. Gomes et al. (2013) reportaram que espécies do género Diaporthe
podem ser classificadas como endofiticas, saprofiticas ou patogénicas; e que, em
alguns casos, alguns isolados podem ser endofiticos para determinadas espécies de
plantas e patogénicos para outras. Ainda de acordo com 0os mesmos autores, 0s
fungos D. endophytica, D. terebinthifolii, D. schini, D. infecunda, D. mayteni, D. oxe,
D. paranensis, D. raonikayaporum, D. brasiliensis e D. inconspicua foram

introduzidos como novos fungos endofiticos.

2.7.1 Novos compostos com potencial leishmanicida

Diante das limitagcdbes da terapéutica convencional, novos compostos
produzidos por fungos endofiticos tém grande potencial terapéutico, porém ainda
pouco explorado. Realizando uma busca bibliografica nas principais fontes de dados
cientificos (PubMed, SciELO e MEDLINE) até janeiro de 2020, somente Rodrigues et

al. (2014) investigaram os mecanismos de acgao in vitro e in vivo do metabdlito
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secundario produzido pelo fungo endofitico Aspergillus em macréfagos infectados
por L. amazonensis, apresentando dados promissores em relagdo a redug¢ao da taxa
de infeccdo em modelos animais. Todavia, as investigagbes realizadas com extrato
bruto ou metabdlitos secundarios de fungos endofiticos focam no screening de
concentragdes inibitérias nas formas evolutivas do parasito e no efeito citotoxico em
linhagens celulares, sem que haja a investigagdo dos mecanismos celulares
envolvidos.

Dentre os estudos relacionados a atividade leishmanicida de metabdlitos
secundarios e/ou extrato bruto de fungos endofiticos, observa-se que os estudos
restringem-se, principalmente, as espécies L. amazonensis (CAMPOS et al., 2008;
COTA et al., 2011; SANTIAGO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2014; CAMPOS et
al., 2015; NASCIMENTO et al., 2015; DA SILVA et al., 2017; BRISSOW et al., 2017;
ALVES et al., 2018) e L. donovani (MARTINEZ-LUIS et al., 2008; MARTINEZ-LUIS
et al.,, 2011; HIGGINBOTHAM et al., 2013; METWALY et al., 2015; ELKHAYAT et
al., 2015; IBRAHIM et al., 2016), agentes causadores da LTA no Novo Mundo
(podendo evoluir para a forma disseminada da doenga) e da LV no Velho Mundo,
respectivamente.

Apesar da ampla distribuicdo e da importancia clinica e epidemiolégica da
espécie L. braziliensis, agente etiologico das formas cutdnea e mucocutédnea da
LTA, a investigagao por novos compostos naturais produzidos por fungos endofiticos
nao é relatada na literatura (COTA et al., 2018).

Diversas classes de metabdlitos secundarios com acédo leishmanicida de
diversos géneros de fungos endofiticos foram relatados, como acido piliférmico,
acido tricoderdnico, acido xilarico e citocalasina D de Nectria pseudotrichia (COTA et
al., 2018); acido kaojico de Aspergillus spp (RODRIGUES et al., 2014); citocalasina H
(alcaloide) de Diaporthe phaseolorum (BRISSOW et al., 2017); butirolactona de
Aspergillus terreus (ELKHAYAT et al., 2015); terreina e terrenolide de Aspergillus
terreus (DA SILVA et al., 2017); integracide (triterpeno) de Fusarium sp (IBRAHIM et
al., 2016); dicetopiperazina (alcaloide) de Trichosporum sp (METWALY et al., 2015);
cochlioquinona, isocochlioquinona e anidrocochlioquinona (terpenos) de

Cochliobolus sativus (NASCIMENTO et al., 2015); e cercosporina (quinona),
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paumarumicina e preussomerina dos fungos Mycosphaerella sp e Edenia sp,
respectivamente (MARTINEZ-LUIS et al., 2011). Contudo, dados e mecanismos
sobre a agao dos compostos sao pouco explorados e/ou nao respondidos.

No estudo de Campos et al. (2008), dois compostos produzidos pelo fungo
endofitico Cochliobolus sp, isolado da planta Piptadenia adiantoides (Fabaceae),
foram identificados como cochlioquinona A e isocochlioquinona A e observados
quanto a sua atividade em formas amastigotas axénicas de L. amazonensis. Ambos
os compostos apresentam atividade leishmanicida, reduzindo a viabilidade do
parasito em 60% e 70%, respectivamente. Em estudo mais recente de Campos et al.
(2015), 82 espécies de fungos endofiticos foram isoladas da arvore Caesalpinia
echinata (Fabaceae), também conhecida como pau-brasil. O extrato bruto dos
isolados foi testado contra formas amastigotas axénicas de L. amazonensis,
revelando atividade leishmanicida de quatro isolados endofiticos: dois isolados do
género Fusarium, um isolado do género Xylaria e a espécie Nectria pseudotrichia,
com reduc¢ao da viabilidade do parasito entre 45-77%.

Os compostos cochlioquinona A e isocochlioquinona A também foram
identificados no estudo de Nascimento et al. (2015), bem como o metabdlito
secundario anidrocochlioquinona A, produzidos por Cochliobolus sativus, isolado da
planta Vernonia polyanthes (Asteraceae), revelando atividade leishmanicida com
reducao da viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis. Além disso,
outros compostos foram testados contra formas amastigotas axénicas de L.
amazonensis e revelaram resultados promissores (COTA et al., 2011).

Achados mais recentes, ainda em relacdo a espécie L. amazonensis,
destacam-se as investigagbes conduzidas por da Silva et al. (2017), que relataram a
presenca dos compostos terreina, butirolactona | e butirolactona V como agentes
com atividade leishmanicida em formas promastigotas, além de tripanocida e
esquistossomicida, obtidos pela espécie Asperqgillus terreus-F7, isolado da planta
Hyptis suaveolens (Lamiaceae). Assim como por Brissow et al. (2017), que
identificaram o metabdlito secundario citocalasina H como agente com atividade
leishmanicida, também em formas promastigotas, além de efeito citotdxico em

amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e em formas adultas de Schistosoma
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mansoni, obtido pelo fungo endofitico Diaporthe phaseolorum, isolado da arvore
Combretum lanceolatum (Combretaceae). Nessa mesma tematica, Alves et al.
(2018) apresentaram resultados promissores com o extrato bruto de quatro isolados
fungicos, sendo eles: Vermisporium sp, Emericella nidulans, Dichotomophtora
boerhaaviae e Dichotomophtora portulacae, em que o tratamento reduziu a taxa de
infeccdo in vitro em 78,88%, 39,65%, 63,17% e 98,13%, respectivamente, e resultou
na diminui¢cao da viabilidade de aproximadamente 50% em formas promastigotas.

Rodrigues et al. (2014) obtiveram resultados promissores em seu estudo
utilizando acido kadjico, um metabdlito secundario produzido por algumas espécies de
Aspergillus, possuindo aplicabilidade como agente cosmético e como aditivo
alimentar, por exemplo. Os autores observaram que o tratamento resultou na
ativacdo de macréfagos peritoneais de camundongos, levando a formagéao de EROs
e a reducao do numero de amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Além
disso, em experimentos in vivo, foi possivel observar que a aplicagao tépica do acido
kojico promoveu a produgao de fibras de colageno do tipo | nos sitios da infecgéo,
bem como na diminui¢do do tamanho da lesao cutanea.

A atividade leishmanicida também foi investigada para L. donovani, agente
etiolégico da LV no Velho Mundo, utilizando metabdlitos secundarios de diversos
fungos endofiticos. Martinez-Luis et al. (2008), utilizando o fungo endofitico Edenia
sp, isolado da planta Petrea volubilis (Verbenaceae), caracterizaram cinco novos
compostos com acgao leishmanicida, dentre eles: paumarumicina e preussomerina.
Em estudo mais recente realizado por Martinez-Luis et al. (2011), um screening de
concentragdes foi realizado utilizando o extrato bruto de diversos isolados fungicos,
com reducao de viabilidade parasitaria de até 90%, em espécies pertencentes aos
géneros Edenia, Penicillium, Diaporthe, Nectria, Mycosphaerella, Sternocarpella e
Aspergillus.

No estudo conduzido por Elkhayat et al. (2015) o fungo endofitico Aspergillus
terreus, isolado das raizes da planta Carthamus lanatus (Asteraceae) revelou-se
promissor, com capacidade de produzir metabdlitos secundarios com atividade
leishmanicida, dentre eles: terrenolide S, terretonina e butirolactona VI. Ainda

avaliando em L. donovani, integracides H, | e J foram descritos como metabdlitos
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produzidos por Fusarium sp, isolado da planta Mentha longifolia (Labiatae), com
acao leishmanicida (IBRAHIM et al., 2016).

Apesar da ampla distribuicdo geografica no Brasil, a L. braziliensis detém
inexpressiva literatura no que se refere aos estudos conduzidos com compostos
leishmanicidas de origem fungica. Cota et al. (2018) reportaram pela primeira vez a
investigacédo do fungo endofitico Nectria pseudotrichia, isolado da planta Caesalpinia
echinata (Brazilwood), como uma fonte natural de metabdlitos secundarios com agao
em formas promastigotas e em formas amastigotas intracelulares de L. braziliensis,

dentre eles: acido piliférmico, acido tricoderénico, acido xilarico e citocalasina D.
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3 JUSTIFICATIVA

O género Diaporthe €& conhecido e descrito como uma fonte natural de
diversos compostos com propriedades bioativas, dentre elas atividade antitumoral,
antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana e que podem ser utilizados como
mecanismos de controle biolégico (SANTOS et al., 2016; TONIAL et al., 2016; DE
MEDEIROS et al., 2018). Além disso, estudos anteriores revelaram que o extrato
bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D. infecunda (CMRP 1325) apresentaram
importante atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (DOS SANTOS et
al., 2016). No estudo conduzido por Martinez-Luis et al. (2011), observou-se que
isolados do género Diaporthe possuem a capacidade de produzir metabdlitos
secundarios com efeito citotoxico contra L. donovani e Trypanosoma cruzi.

O aumento de casos documentados em relacao a falha terapéutica para as
Leishmanioses tem sido observado em varias regides do mundo (FERNANDES et
al., 2016). No Brasil, bem como em outras regides da América do Sul, o tratamento
ineficiente e casos de resisténcia parasitaria sdo notificados, dentre muitos estes
relacionados a L. braziliensis. Rugani et al. (2018) observaram que essa espécie
quando proveniente de laboratério demonstra maior sensibilidade in vitro ao
tratamento com Antimoniais Pentavalentes em relagdo a outras espécies do
subgénero Viannia. Ainda de acordo com os autores, maior resisténcia foi observada
utilizando parasitos isolados de pacientes com LTA com histérico de tratamento ndo
responsivo ou recidivas.

A pesquisa utilizando metabdlitos secundarios produzidos por varias espécies
de fungos endofiticos mostrou-se promissora (MARTINEZ-LUIS et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2015; BRISSOW et al., 2017; ALVES et al., 2018), mas ainda
pouco explorada. Em sua maioria, os estudos que utilizaram fungos endofiticos sao
limitados, visto que os mecanismos de agao dos compostos sobre a Leishmania spp
e as vias de sinalizacédo celular e de morte da célula hospedeira e do parasito nao
sdo investigados. Além disso, a atividade leishmanicida sobre a espécie L.
braziliensis é insuficientemente reportada na literatura (COTA et al., 2018), embora a
mesma seja responsavel por desenvolver a forma mucocutdnea da doencga e por

possuir grande distribui¢do no territorio nacional (OMS, 2017).



34

Considerando a problematica envolvendo a terapia convencional das
Leishmanioses, torna-se importante a investigagdo de novos compostos e suas
aplicagbes como uma abordagem alternativa para o tratamento da ATL. Dessa
forma, a avaliacdo das propriedades leishmanicidas de compostos produzidos por
fungos endofiticos e do efeito citotoxico em células hospedeiras ndo infectadas e

infectadas mostra-se necessaria e promissora.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade leishmanicida do extrato bruto dos fungos endofiticos
Diaporthe oxe (CMRP 1418) e Diaporthe infecunda (CMRP 1325) em promastigotas
e amastigotas de Leishmania (V.) braziliensis e avaliar a citotoxicidade em

macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados.

4.2 Objetivos especificos

° Avaliar a citotoxicidade do extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D.
infecunda (CMRP 1325) em macréfagos de linhagem RAW 264.7 nédo infectados e
infectados por L. braziliensis;

° Avaliar a citotoxicidade do extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D.
infecunda (CMRP 1325) em formas promastigotas de L. braziliensis;

° Avaliar a citotoxicidade da Anfotericina B em macrofagos de linhagem RAW
264.7 nao infectados e infectados por L. braziliensis e em formas promastigotas de
L. braziliensis;

) Avaliar a taxa de infeccdo em macréfagos de linhagem RAW 264.7 infectados
por L. braziliensis apds a exposi¢cao ao extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D.
infecunda (CMRP 1325);

° Quantificar os niveis de NO e de EROs de macréfagos de linhagem RAW
264.7 nao infectados e infectados por L. braziliensis apds a exposi¢cao ao extrato
bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D. infecunda (CMRP 1325);

° Avaliar a atividade fagocitica em macréfagos de linhagem RAW 264.7
incubados com L. braziliensis e Saccharomyces cerevisiae apds a exposi¢ao ao

extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D. infecunda (CMRP 1325).
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5 METODOLOGIA
5.1 Reagentes

Anfotericina B foi obtida pela Secretaria de Saude do Parana (SESA); meio de
cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) foi obtido pela Cultilab
(Campinas, Sao Paulo, Brasil); soro fetal bovino (SFB), 2,3-diaminonaftaleno (DAN),
paraformaldeido (PFA) e solugdo de penicilina estreptomicina foram obtidos pela
Invitrogen (Eugene, OR, EUA); 2',7' diacetato de diclorofluoresceina (H,DCFDA) foi
obtido pela Thermo  Fisher (Waltham, MA, EUA); brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), tripsina-EDTA e
4' 6'-diamino-2-fenilindol (DAPI) foram obtidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA); dimetilsulféxido (DMSO) foi obtido pela Synth (Diadema, S&o Paulo, Brasil); e
acetato de etila (EtOAc) foi obtido pela Merck (Alemanha).

5.2 Procedimentos gerais
5.2.1 Cultivo dos fungos endofiticos e obtengdo do extrato bruto

Os fungos endofiticos Diaporthe oxe (CMRP 1418) e Diaporthe infecunda
(CMRP 1325) foram obtidos da Colegédo de Culturas Microbianas, do Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Patologia Basica da Universidade Federal do
Parana (LABMICRO - UFPR), Curitiba, Parana, Brasil.

Os isolados foram repicados e cultivados em meio agar batata-dextrose (BDA)
(200 g/L de batata cozida, 20 g/L de dextrose e 20 g/L de agar bacterioldgico, pH
6.0) por 7 dias a 28°C. Cinco plugs de 6 mm (Milimetros) de diametro de agar
contendo micélio foram transferidos para Erlenmeyer contendo meio liquido
batata-dextrose (200 g/L de batata cozida e 20 g/L de dextrose, pH 5.5), que foram
incubados em shaker por 14 dias a 28°C com rotagcao de 120 rpm (Rotagao por
minuto). O produto da fermentacéo foi filtrado e extraido com acetato de etila (1:1). O
solvente foi evaporado utilizando rotaevaporador a 40°C e o extrato bruto foi
ressuspendido em DMSO (Dimetilsulfoxido) 100% na concentragao estoque de 200

mg/mL (Fig 8), de acordo com dos Santos et al. (2016).
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Figura 8. Processos realizados para a obtengdo do extrato bruto dos fungos endofiticos D. oxe
(CMRP 1418) (A) e D. infecunda (CMRP 1325) (B). Etapa 1: plaqueamento dos isolados em meio
solido agar batata-dextrose (BDA) e incubagao por 7 dias a 28°C. Etapa 2: passagem de plugs para o
caldo batata-dextrose e incubagéo por 14 dias a 28°C a 120 rpm para fermentagéo e desenvolvimento
do micélio (C). Etapa 3: filtracdo do produto da fermentagdo com acetato de etila (D) e,
posteriormente, rotaevaporacado do solvente orgénico (E) para obtengdo do extrato bruto. Etapa 4:

ressuspensao do extrato bruto em DMSO para solugdo estoque. Fonte: o autor.

5.2.2 Cultivo e manutencdo in vitro de macréfagos e de promastigotas de L.
braziliensis

Os macrofagos de linhagem RAW 264.7 (Banco de Células do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, Brasil) e formas promastigotas de L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2904) foram cultivados e mantidos em meio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute), pH 7,3 com 2 g/L de bicarbonato de sédio (NaHCO,) e
esterilizado por filtragdo em membrana com poros de 0,22 um, suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 1% de antibidticos (100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) em incubadora a 37°C e 5% CO, (Dioxido
de Carbono) e a 24°C, respectivamente (GLINSKI et al., 2016; TAVAKOLI et al.,
2019).
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Para a realizacgdo dos ensaios, os parasitos foram diluidos em
paraformaldeido (PFA) 4% na proporgéo 1:10, contados em camara de Neubauer
sob microscopia de luz. Em seguida, o volume necessario do meio de cultura
contendo formas promastigotas foi repassado para tubos Falcon, estes centrifugados
a 3.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de

antibiéticos (100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina).

5.2.3 Delineamento experimental

Para os experimentos, os macrofagos de linhagem RAW 264.7 foram
ressuspensos com o uso de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich, referéncia T4174) na
concentracgéao final de 0,5 mg/mL de tripsina e 0,2 mg/mL de EDTA, por um periodo
de 3-5 minutos a 37°C, contados em camara de Neubauer, plaqueados e cultivados
durante 24 horas para adesao e adaptacao.

Os macrofagos de linhagem RAW 264.7 foram plaqueados a 5 x 104
células/100 pL/pogo em placas de 96 pocgos (para os ensaios de citotoxicidade em
macréfagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados por L. braziliensis;
e para quantificagcao dos niveis de NO e de EROs) e em placas de 24 pogos (para 0s
ensaios de taxa de infecgdo em macréfagos de linhagem RAW 264.7 infectados por
L. braziliensis; e de atividade fagocitica) contendo laminulas de vidro estéreis de 13
mm adicionando meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB. As placas foram
incubadas a 37°C e 5% de CO, por 24 horas.

Para a infecgdo, os macréfagos de linhagem RAW 264.7 foram incubados
com L. braziliensis na proporgéo 5:1 (sendo 5 parasitos para 1 macréfago) por 24
horas a 37°C e 5% CO,, sendo 2,5 x 10° células/100 uL/poco de promastigotas de L.
braziliensis na fase logaritmica (quinto dia).

Na sequéncia, os pogos foram lavados duas vezes com PBS (tampao fosfato
salina) estéril (1X) e expostos ao extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda em
diluicdo seriada de 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL considerando os tempos de
tratamento de 24, 48 e 72 horas a 37°C e 5% CO, (Fig 9).
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Figura 9. Esquema da diluicao seriada das concentra¢des do extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418) e

de D. infecunda (CMRP 1325) a partir da solugéo estoque (200 mg/mL). Fonte: o autor.

Como controle para todos os experimentos, foi utilizada Anfotericina B (12,5
pMg/mL) como tratamento de referéncia (controle positivo). Promastigotas de L.
braziliensis e macréfagos incubados com meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de SFB e 0,3% de DMSO foram considerados como grupo controle ndo tratado. A
concentracdo de DMSO foi utilizada em todas as diluicdes do extrato bruto dos
fungos endofiticos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e em trés

experimentos independentes. O delineamento experimental esta representado na

figura 10.
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Figura 10. Representacdo do delineamento experimental. Os grupos experimentais testados foram:
macrofagos de linhagem RAW 264.7 nado infectados (A); macréfagos de linhagem RAW 264.7
infectados por L. braziliensis (B); e formas promastigotas de L. braziliensis (C); tratados com o extrato
bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D. infecunda (CMRP 1325) e com Anfotericina B por 24, 48 e 72
horas. Posteriormente, os experimentos foram conduzidos para avaliar a citotoxicidade, a taxa de

infecgdo, os niveis de NO e EROs e a atividade fagocitica. Fonte: o autor.

5.3 Avaliagado da citotoxicidade em macréfagos de linhagem RAW 264.7 nao
infectados e infectados por L. braziliensis

Apos as exposicdes de 24, 48 e 72 horas ao extrato bruto de D. oxe e de D.
infecunda, os pogos foram lavados duas vezes com PBS estéril (1X) e os
macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados foram incubados
com 100 uyL/pogo de MTT (Amresco, referéncia 0793) a 0,5 pyg/mL. Apds 2 horas de
incubacado a 37°C e 5% CO,, os pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril
(1X) e foram adicionados 100 uL/po¢co de DMSO (Synth, referéncia D1011.01.BJ).
Em seguida, a absorbancia foi quantificada em espectrofotdmetro de microplacas
(BioTek, Winooski, VT, EUA; modelo Epoch, software operacional Gen5) usando o
comprimento de onda de 570 nm (nanémetros) (LIEBEL et al., 2015).

O método baseia-se na capacidade dos macrofagos viaveis em clivar o anel

tetrazolico do MTT, formando cristais insolUveis de formazan através de enzimas
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desidrogenases mitocondriais, caracterizada pela coloragdo roxa do meio apos
dissoluggo com DMSO, permitindo a quantificagdo da absorbancia por

espectrofotometria.

5.4 Avaliagao da citotoxicidade em formas promastigotas de L. braziliensis

Formas promastigotas de L. braziliensis na fase logaritmica (quinto dia) foram
plaqueadas a 2 x 10° células/100 pyL/poco em placas de 96 pogos e expostas ao
extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda por 24, 48 e 72 horas a 24°C. Entao, foram
adicionados 10 pL/pogo de MTT estoque (5 mg/mL) (Amresco, referéncia 0793) para
concentracédo final de 0,5 pg/mL/100 uL/pogo. Apds 2 horas de incubagéo a 24°C, a
placa foi centrifugada por 10 minutos a 4.000 g, o sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 100 yL/pogo de DMSO (Synth, referéncia D1011.01.BJ) (SHOKRI
et al., 2017).

Em seguida, a absorbancia foi quantificada em espectrofotdmetro de
microplacas (BioTek, Winooski, VT, EUA; modelo Epoch, software operacional

Genb5) usando o comprimento de onda de 570 nm.

5.5 Atividade leishmanicida em formas amastigotas intracelulares de L.
braziliensis

Os macréfagos de linhagem RAW 264.7 foram plaqueados em placas de 24
pocos contendo laminulas de vidro estéreis a 5 x 10* células/100 uL/pogo, infectados
com 2,5 x 10° células/100 ulL/pogo de promastigotas de L. braziliensis na fase
logaritmica (quinto dia) e incubados a 37°C e 5% CO, por 24 horas seguido das
exposi¢oes ao extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda por 24, 48 e 72 horas.

Apos a incubacéo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS esteéril (1X),
fixados com PFA (Paraformaldeido) 4% por 10 minutos e marcados com 250
ML/pogo de DAPI (1:2000 em meio de cultura RPMI 1640) por 10 minutos protegidos
da luz. As laminas foram montadas com 5 uL de solucao de glicerina e PBS estéril
(1X) (1:1) e seladas com esmalte (SARKAR et al., 2018).

O numero total de macrofagos, o numero total de macrofagos infectados e o

numero total de amastigotas intracelulares foram determinados utilizando
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microscopia confocal (Nikon, Shinagawa, TJ, Japao; Nikon Eclipse Ti, Nikon A1r MP
system, software NIS-Elements Viewer 4.20). Aproximadamente, 300 macréfagos

foram contados por grupo experimental.

5.6 Quantificagao dos niveis de 6xido nitrico (NO)

ApOs as exposi¢cdes ao extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda por 24, 48 e
72 horas, os niveis de nitrito foram mensurados no sobrenadante de macréfagos de
linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados por L. braziliensis (5 x 10*
células/100 uL/pogo) (GLINSKI et al., 2016).

Em seguida, 50 uL/pogo do sobrenadante das células foram transferidos para
microplacas pretas de 96 pocgos e foram adicionados 10 uL/pog¢o do reagente DAN
(0,5 ug/mL do DAN em acido cloridrico (HCI 0.62 M)) para incubagao a 24°C por 30
minutos protegidos da luz. Posteriormente, 5 uL/poco de hidroxido de sodio (NaOH
2.8 M) foram adicionados. A quantificacdo dos niveis de nitrito foi determinada
utilizando comprimento de onda de 365 nm (excitacdo) e de 450 nm (emissao) por
espectrofluorimetria (Tecan, Mannedorf, ZH, Suiga; Infinite M200, software i-Control
1.6).

5.7 Quantificagao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Apos as exposicdes de 24, 48 e 72 horas ao extrato bruto de D. oxe e de D.
infecunda, os macrofagos de linhagem RAW 264.7 n&o infectados e infectados por
L. braziliensis (5 x 10* células/100 pL/poco) foram incubados com 100 uL/pogo de
H,DCFDA (10 uM) a 37°C e 5% CO, por 15 minutos protegidos da luz.

Apos duas lavagens com PBS estéril (1X), 300 pyL/pogo de PBS estéril (1X)
foram adicionados aos pocos. A quantificacdo dos niveis de EROs foi determinada
utilizando comprimento de onda de 488 nm (excitagdo) e de 530 nm (emissao) por
espectrofluorimetria (Tecan, Mannedorf, ZH, Suiga; Infinite M200, software i-Control
1.6) (SALGADO et al., 2018).
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5.8 Atividade fagocitica em macréfagos de linhagem RAW 264.7

Os macréfagos de linhagem RAW 264.7 foram plaqueados em placas de 24
pocos contendo laminulas de vidro estéreis a 5 x 10* células/100 pL/pogo, expostos
ao extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda por 24, 48 e 72 horas. Em seguida, os
pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril (1X) e os macréfagos foram
incubados com leveduras de Saccharomyces cerevisiae a 2,5 x 10° células/100
uL/poco e promastigotas de L. braziliensis na fase logaritmica (quinto dia) a 2,5 x
10° células/100 uL/pogo a 37°C e 5% CO, por 2 horas.

Apoés a incubagao, os pogos foram novamente lavados duas vezes com PBS
estéril (1X), fixados com PFA 4% por 10 minutos e marcados com 250 pL/pogo de
DAPI (1:2000 em meio de cultura RPMI 1640) por 10 minutos protegidos da luz. As
laminas foram montadas com 5 uL de solucéo de glicerina e PBS estéril (1X) (1:1) e
seladas com esmalte.

O numero total de macroéfagos, o numero total de macrofagos com células
internalizadas e o numero total de células internalizadas foram determinados
utilizando microscopia confocal (Nikon, Shinagawa, TJ, Japao; Nikon Eclipse Ti,
Nikon A1r MP system, software NIS-Elements Viewer 4.20). Aproximadamente, 300
macrofagos foram contados por grupo experimental.

O indice fagocitico (phagocytic index) foi calculado pela férmula: (A/B) x (B/C),
onde: A: numero de células internalizadas; B: numero de macrofagos com células

internalizadas; e C: numero total de macrofagos (GLINSKI et al., 2016).

5.9 Analise estatistica

Os resultados representam as médias das ftriplicatas obtidas em trés
experimentos independentes e foram analisados por ANOVA utilizando o software
GraphPad Prism 8.3.0, sendo que p < 0,05 foi considerado como estatisticamente

significante.
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6 RESULTADOS
6.1 Padronizacao e sele¢ao das concentragoes de uso

Apods a obtencao do extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda, um screening
de concentracbes foi realizado em macréfagos de linhagem RAW 264.7 nao
infectados e infectados por L. braziliensis e em formas promastigotas de L.
braziliensis para uma avaliagao prévia dos efeitos citotoxicos dos tratamentos. Neste
sentido, o ensaio de MTT foi empregado aos trés grupos experimentais utilizando
oito concentragdes seriadas de cada extrato bruto, bem como oito concentragdes
seriadas da droga convencional Anfotericina B.

As concentragbes testadas para cada extrato bruto partiram das seguintes
diluicdes seriadas: 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125 e 3,90625 pg/mL. As
concentragbes testadas para a Anfotericina B partiram das seguintes diluigcdes
seriadas: 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e 0,390625 ug/mL.

Os grupos experimentais foram tratados com as diluicbes seriadas por 24, 48
e 72 horas a 37°C e 5% CO, e a 24°C, respectivamente. A seguir, o ensaio de MTT
foi realizado em triplicatas (LIEBEL et al., 2015) e trés experimentos independentes
foram conduzidos.

Os efeitos citotdéxicos em macrofagos néo infectados e infectados por L.
braziliensis e em formas promastigotas de L. braziliensis foram observados somente
apos a exposicao das concentragdes mais altas do extrato bruto dos fungos
endofiticos, sendo elas: 500, 250, 125 e 62,5 upg/mL. Dessa forma, essas
concentracbes do extrato bruto foram selecionadas para a realizacdo dos testes
futuros.

Com relagdo a Anfotericina B, a concentragdo de 12,5 ug/mL foi escolhida
para a realizacdo dos testes futuros, visto a redugao da viabilidade celular dos
grupos experimentais em torno de 50% apds 24 horas de exposicéo (Fig 11). Além
disso, o efeito citotoxico mostrou-se tempo-dependente para todos os grupos
experimentais, embora maior redugao da viabilidade de macréfagos néo infectados e
de formas promastigotas de L. braziliensis tenha sido observada, revelando baixa

seletividade do tratamento convencional as células hospedeiras parasitadas.
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Figura 11. Ensaio de MTT com Anfotericina B (AmB) para padronizacéo e selegdo da concentragao
de uso. A citotoxicidade foi avaliada em macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados expostos
a Anfotericina B nas concentragdes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e 0,390625 ug/mL
por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). Controle: macréfagos nao infectados e néo tratados. *
=p<0,05 *=p<0,01e**=p<0,001.

6.2 Citotoxicidade em macréfagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados e
infectados por L. braziliensis

O ensaio de MTT é amplamente utilizado em estudos que analisam os efeitos
citotéxicos em modelos in vitro. A citotoxicidade da exposigao ao extrato bruto de D.
oxe foi avaliada em macréfagos de linhagem RAW 264.7 néo infectados (Fig 12A) e
infectados por L. braziliensis (Fig 12B). O ensaio revelou que as concentragbes
testadas ndo apresentaram efeito citotoxico apos 24 horas de exposicao. Apos 48
horas de exposigao, a viabilidade celular foi reduzida em macréfagos nao infectados
nas concentragcdes de 500 ug/mL (em 33,57%, p < 0,001), 250 ug/mL (em 24,29%, p
< 0,001) e 125 pg/mL (em 14,53%, p < 0,01), bem como em macréfagos infectados
nas mesmas concentragbes, em 27,85%, 18,85% e 17,70% (p < 0,001),

respectivamente.
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A citotoxicidade foi observada apds 72 horas de tratamento com todas as
concentragbes testadas em macréfagos nao infectados, com reducao de 54,52%,
36,77%, 24,58% e 19,76% (p < 0,001) da viabilidade celular. Em macrofagos
infectados, a mesma resposta foi observada, porém somente nas concentragcdes de
500 pg/mL (de 26,25%, p < 0,001), 250 yg/mL (de 15,71%, p < 0,001) e 125 pg/mL
(de 18,31%, p < 0,001).

O tratamento com Anfotericina B resultou no maior efeito citotdxico
observado, com redugao da viabilidade celular de 25,18%, 43,97% e 64,37% (p <
0,001) e de 28,65%, 46,43% e 75,73% (p < 0,001) em macréfagos nao infectados e

infectados apds 24, 48 e 72 horas de exposicao, respectivamente.
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Figura 12. Ensaio de MTT com o extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418). A citotoxicidade foi avaliada
em macréfagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados (A) e infectados por L. braziliensis (B)
expostos ao extrato bruto de D. oxe nas concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5 ug/mL por 24 (azul),
48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo na concentragcdo 12,5 ug/mL. Controle:

macréfagos ndo infectados e néo tratados. * = p < 0,05, ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.

A citotoxicidade do extrato bruto de D. infecunda foi avaliada em macréfagos
de linhagem RAW 264.7 nao infectados (Fig 13A) e infectados por L. braziliensis (Fig
13B). Diferentemente a exposicdo ao extrato bruto da outra espécie, o ensaio
revelou efeito citotoxico em macrofagos infectados apds 24 horas de exposicao, com
reducdo de 16,54% (p < 0,001), 12,24% (p < 0,001) e 4,46% (p < 0,05) da
viabilidade celular nas concentragdes de 500, 250 e 125 ug/mL, respectivamente.

Apos 48 horas de exposi¢do, a viabilidade celular foi reduzida entre 13-16% (p <
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0,001) em macrofagos néo infectados na concentragdo de 500 pg/mL e em
macrofagos infectados nas duas maiores concentragdes do extrato bruto.

A exposicao de 72 horas resultou na maior citotoxicidade observada em
macréfagos nao infectados em todas as concentragdes testadas, com reducéo de
29,03% (p < 0,001), 24,01% (p < 0,001), 20,68% (p < 0,001) e 15,88% (p < 0,01) da
viabilidade celular. Em macréfagos infectados, o resultado foi observado somente
nas duas maiores concentragdes testadas, com reducido da viabilidade celular de
11,98% e 10,74% (p < 0,001).
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Figura 13. Ensaio de MTT com o extrato bruto de D. infecunda (CMRP 1325). A citotoxicidade foi
avaliada em macréfagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados (A) e infectados por L. braziliensis
(B) expostos ao extrato bruto de D. infecunda nas concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5 ug/mL por
24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo na concentragdo 12,5 ug/mL.

Controle: macroéfagos nao infectados e nao tratados. *=p < 0,05, ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.

6.3 Citotoxicidade em formas promastigotas de L. braziliensis

O ensaio anti-promastigota de L. braziliensis revelou que o tratamento com o
extrato bruto de D. oxe (Fig 14A) e de D. infecunda (Fig 14B) resultou na reducéo da
viabilidade celular dos parasitos em todas as condi¢gdes testadas, em relagcdo ao
grupo controle ndo tratado. Foi observada a resposta tempo-dependente, visto uma
propor¢cao de tempo de exposicdo e o aumento dos efeitos citotoxicos para o
parasito.

Com relag&o ao extrato bruto de D. oxe, houve redugao da viabilidade celular

dos parasitos entre 66-74% (p < 0,001) quando expostos a concentragdo de 500
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pug/mL; entre 41-65% (p < 0,001) na concentragéo de 250 ug/mL; entre 25-53% (p <
0,001) na concentragao de 125 ug/mL; e entre 14-41% (p < 0,001) na concentragao
de 62,5 pg/mL.

A exposicdo com o extrato bruto de D. infecunda resultou em resultados
semelhantes. O tratamento na concentragdao de 500 pg/mL reduziu a viabilidade
celular entre 60-77% (p < 0,001); enquanto na concentragao 250 ug/mL foi reduzida
entre 40-65% (p < 0,001) e na concentragéo 125 yg/mL foi reduzida entre 24-51% (p
< 0,001) apdés todos os tempos de exposigdo. Contudo, o tratamento na
concentragdo 62,5 pug/mL reduziu a viabilidade celular entre 20-41% (p < 0,001)
somente apos 48 e 72 horas de tratamento.

O tratamento com Anfotericina B revelou importantes efeitos citotdxicos em
formas promastigotas de L. braziliensis, com reducdo da viabilidade celular do
parasito de 52,30%, 90,98% e 92,94% (p < 0,001) apds 24, 48 e 72 horas de

exposicao, respectivamente.
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Figura 14. Ensaio de MTT em formas promastigotas de L. braziliensis. A citotoxicidade foi avaliada
em formas promastigotas de L. braziliensis expostas ao extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418) (A) e
de D. infecunda (CMRP 1325) (B) nas concentrag¢des de 500, 250, 125 e 62,5 ug/mL por 24 (azul), 48
(vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo na concentragdo 12,5 pg/mL. Controle:

macréfagos ndo infectados e néo tratados. * = p < 0,05, ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.

6.4 Atividade leishmanicida em formas amastigotas intracelulares de L.
braziliensis - taxa de infecgao

Em comparagdo ao grupo controle nao tratado, o extrato bruto de D. oxe

reduziu a taxa de infeccdo em todas as condi¢des testadas (Fig 15A), assim como
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reduziu o numero de amastigotas intracelulares de L. braziliensis em macrofagos de
linhagem RAW 264.7 (Fig 15B).

O tratamento com Anfotericina B também reduziu a taxa de infecgdo em
macrofagos infectados por L. braziliensis em 54,66%, 56,66% e 55,33% (p < 0,001)
apos 24, 48 e 72 horas de exposicao, respectivamente. Houve redugcao do numero

de parasitos internalizados em todas as condigdes testadas.
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Figura 15. Taxa de infeccédo e agdo anti-amastigota do extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418). A taxa
de infeccdo (A) e o numero de amastigotas intracelulares (B) foram avaliados em macrofagos de
linhagem RAW 264.7 infectados por L. braziliensis expostos ao extrato bruto de D. oxe nas
concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB:
Controle positivo na concentragao 12,5 ug/mL. Controle: macréfagos néo infectados e néo tratados. *
=p<0,05 **=p<0,01e**=p<0,001.

O tratamento com o extrato bruto de D. oxe por 72 horas reduziu o niumero de
amastigotas intracelulares de L. braziliensis (p < 0,001) em todas as concentragdes
testadas (Fig 16).
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Figura 16. Taxa de infeccdo apds 72 horas de tratamento com o extrato bruto de D. oxe (CMRP
1418). A: macréfagos nao infectados e néo tratados; B: macrofagos infectados e néo tratados; C, D, E
e F: macrofagos infectados e tratados com extrato bruto de D. oxe nas concentragdes de 500, 250,
125 e 62,5 yg/mL G: macrofagos infectados e tratados com Anfotericina B na concentragéo de 12,5

pg/mL.

A taxa de infecgao também foi avaliada em macréfagos de linhagem RAW
264.7 infectados por L. braziliensis tratados com o extrato bruto de D. infecunda. O
tratamento na concentracao de 500 ug/mL resultou no melhor efeito anti-amastigota,
visto uma reducdo da taxa de infecgédo de 41,33% (p < 0,05), 44,66% (p < 0,001) e
45% (p < 0,001) apds 24, 48 e 72 horas de exposicao, respectivamente (Fig 17A).
Em relacdo a contagem do numero de amastigotas intracelulares (Fig 17B), o
tratamento de 72 horas revelou melhor efeito anti-amastigota (p < 0,001) em todas

as concentracdes testadas.
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Figura 17. Taxa de infecgdo e agao anti-amastigota do extrato bruto de D. infecunda (CMRP 1325). A
taxa de infecgao (A) e o numero de amastigotas intracelulares (B) foram avaliados em macréfagos de
linhagem RAW 264.7 infectados por L. braziliensis expostos ao extrato bruto de D. infecunda nas
concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB:
Controle positivo na concentragédo 12,5 ug/mL. Controle: macréfagos nao infectados e néao tratados. *
=p<0,05 **=p<0,01e***=p<0,001.

O tratamento com o extrato bruto de D. infecunda por 72 horas também
reduziu o numero de amastigotas intracelulares de L. braziliensis (p < 0,001), em

todas as concentragdes testadas (Fig 18).



52



53

Figura 18. Taxa de infecgdo apds 72 horas de tratamento com o extrato bruto de D. infecunda
(CMRP 1325). A: macréfagos nao infectados e nao tratados; B: macréfagos infectados e n&o tratados;
C, D, E e F: macrofagos infectados e tratados com extrato bruto de D. infecunda nas concentragdes
de 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL G: macrofagos infectados e tratados com Anfotericina B na

concentragao de 12,5 ug/mL.

6.5 Quantificagao dos niveis de 6xido nitrico (NO)

Em comparagdo ao grupo controle nao tratado, o tratamento com o extrato
bruto de D. oxe revelou aumento tempo-dependente dos niveis de NO em
macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados (Fig 19A) e infectados por L.
braziliensis (Fig 19B). Em macréfagos nao infectados, os niveis de NO foram
elevados em 73,78% (p < 0,001), 58,39% (p < 0,001), 44,48% (p < 0,001) e 39,09%
(p < 0,01) apds 48 horas e entre 210-188% (p < 0,001) apds 72 horas de exposigao,
quando utilizadas todas as concentragdes testadas.

Em macrofagos infectados, os resultados foram semelhantes, visto um
aumento tempo-dependente dos niveis de NO de 56,81% (p < 0,001), 53,10% (p <
0,001), 39,16% (p < 0,001) e 36,45% (p < 0,01) apds 48 horas e de 172,90% (p <
0,001), 229,33% (p < 0,001), 217,52% (p < 0,001) e 237,85% (p < 0,001) apds 72
horas de exposig¢ao, quando utilizadas todas as concentracdes testadas.

A exposicado de 24 horas nao resultou em alteracdes da producdo de NO em
ambos os grupos experimentais, exceto por aumento de 41,16% (p < 0,01) e de
27,86% (p < 0,05) em macrofagos nado infectados e infectados tratados com 500
Mg/mL, respectivamente. O tratamento com Anfotericina B reduziu os niveis de NO
somente apos 24 horas de exposicdo em 32,72% (p < 0,05) em macrofagos
infectados por L. braziliensis, com normalizagdo dos niveis apos 48 e 72 horas de

exposigao.



54

A B
a0 T o 20
== = 48h = & ®  48h
§. 300+ + 720 g 3007 8 'B 4 T2h
£ 200 well =i .M £ 200-
c o - e
3 8
" 100.nnn.nn n n nn
- @a 6 Q %Q 63 ‘: 0 T |a’ T nqj IIIIIII ‘; L] T 6'} L)
) -
& & 9 N dﬁ‘a\ & < ‘lf? B
Concentragédo (pg/mL) Concentragédo (ug/mL)

Figura 19. Quantificagdo dos niveis de NO com o extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418). Os niveis de
NO foram mensurados em macréfagos de linhagem RAW 264.7 n&o infectados (A) e infectados por L.
braziliensis (B) expostos ao extrato bruto de D. oxe nas concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL
por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo na concentracao 12,5 pg/mL.

Controle: macréfagos néo infectados e néo tratados. * = p < 0,05, ™ =p < 0,01 e ** = p < 0,001.

O tratamento com o extrato bruto de D. infecunda revelou aumento
tempo-dependente dos niveis de NO em macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao
infectados (Fig 20A) e infectados por L. braziliensis (Fig 20B). Em macréfagos nao
infectados, os niveis de NO foram reduzidos entre 32-39% (p < 0,05) apds 24 horas
de exposi¢cao, sendo que, em seguida, uma normalizacdo foi observada nas
exposicdes de 48 e 72 horas.

Os efeitos foram potencializados em macrofagos infectados, visto que os
niveis de NO foram reduzidos em 37,79% (p < 0,01), 35,15% (p < 0,01) e 31,90% (p
< 0,05) ap6s 24 horas e em 44,74% (p < 0,001), 47,59% (p < 0,001), 51,56% (p <
0,001) e 40,79% (p < 0,01) apds 48 horas de exposicédo com todas as concentragdes

testadas, seguido de uma normalizagao dos niveis apds 72 horas.
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Figura 20. Quantificagdo dos niveis de NO com o extrato bruto de D. infecunda (CMRP 1325). Os
niveis de NO foram mensurados em macrofagos de linhagem RAW 264.7 nio infectados (A) e
infectados por L. braziliensis (B) expostos ao extrato bruto de D. infecunda nas concentra¢des de
500, 250, 125 e 62,5 pg/mL por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo
na concentracdo 12,5 pg/mL. Controle: macréfagos nédo infectados e nao tratados. * = p < 0,05, ** =p
<0,01 e **=p<0,001.

6.6 Quantificagao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O tratamento com o extrato bruto de D. oxe revelou aumento dos niveis de
EROs em macrofagos de linhagem RAW 264.7 ndo infectados (Fig 21A) e infectados
por L. braziliensis (Fig 21B). Em macréfagos nao infectados, os niveis de EROs
tiveram pico de produgéo de 106,71% (p < 0,001) apds 72 horas de exposi¢cao na
concentracao de 500 uyg/mL, seguido de uma normalizagdo na producdo de EROs
quando concentracdes menores foram utilizadas.

Em macrofagos infectados, os resultados foram semelhantes, com pico de
niveis de EROs apds 72 horas quando a maior concentragao foi utilizada, seguido da
normalizagdo da produgcdo. Em ambos os grupos experimentais, a resposta
observada dos tratamentos pode ser classificada como dose e tempo-dependente,
visto um pico na producdo de EROs quando a maior concentragdo do extrato bruto
foi utilizada durante maior tempo de exposi¢ao, seguido de uma normalizagao dos
niveis nas concentragoes e tempos de exposi¢cao subsequentes.

O tratamento com Anfotericina B ndo alterou os niveis de EROs em ambos os

grupos experimentais em todas as condi¢des testadas.
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Figura 21. Quantificagdo dos niveis de EROs com o extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418). Os niveis
de EROs foram mensurados em macréfagos de linhagem RAW 264.7 ndo infectados (A) e infectados
por L. braziliensis (B) expostos ao extrato bruto de D. oxe nas concentragdes de 500, 250, 125 e 62,5
pg/mL por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo na concentragéo 12,5
pg/mL. Controle: macréfagos ndo infectados e néo tratados. * = p < 0,05, " =p <0,01 e ™ =p <
0,001.

Com relacdo ao tratamento com o extrato bruto de D. infecunda, os
macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados (Fig 22A) tiveram aumento nos
niveis de EROs entre 16-37% (p < 0,001) apds 24 e 48 horas de exposicao com
todas as concentracgdes testadas.

A producado de EROs foi aumentada entre 19-22% (p < 0,001) apds 24 e 48
horas de exposicdo com as concentragdes de 250, 125 e 62,5 upg/mL em
macrofagos infectados (Fig 22B). Neste caso, a concentracdo de 500 pg/mL do
extrato bruto n&o teve efeito na producédo de EROs.

O tratamento com Anfotericina B n&o resultou em alteracdes na producao de

EROs em macroéfagos nao infectados e infectados.
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Figura 22. Quantificagdo dos niveis de EROs com o extrato bruto de D. infecunda (CMRP 1325). Os
niveis de EROs foram mensurados em macréfagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados (A) e
infectados (B) expostos ao extrato bruto de D. infecunda nas concentra¢des de 500, 250, 125 e 62,5
pg/mL por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo na concentragéo 12,5
pg/mL. Controle: macréfagos ndo infectados e néo tratados. * = p < 0,05, " =p <0,01 e ™ =p <

0,001.

6.7 Atividade fagocitica em macréfagos de linhagem RAW 264.7

Apoés o tratamento com o extrato bruto dos fungos endofiticos, a atividade
fagocitica foi avaliada em macréfagos de linhagem RAW 264.7 incubados com
promastigotas de L. braziliensis e com leveduras de S. cerevisiae, microrganismos
gque nao possuem 0s mecanismos de evasdo do sistema imunoldgico observados
pelo protozoario.

Com relagao ao tratamento com o extrato bruto de D. oxe em macrofagos
incubados com L. braziliensis (Fig 23A), a atividade fagoticica foi potencializada
quando utilizadas as duas maiores concentragcdes, sendo que o aumento do indice
fagocitico foi observado apds todos os tempos de exposigdo com as concentragdes
de 500 e 250 pg/mL, em relagdo ao grupo controle ndo tratado. Em macréfagos
incubados com S. cerevisiae (Fig 23B), o indice fagocitico foi elevado em todas as
condigbes testadas. O tratamento com Anfotericina B ndo afetou a atividade

fagocitica em macréfagos incubados com ambos 0s microrganismos.
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Figura 23. Atividade fagocitica em macréfagos tratados com o extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418).
O indice fagocitico foi avaliado em macréfagos de linhagem RAW 264.7 incubados com
promastigotas de L. braziliensis (A) e com leveduras de S. cerevisiae (B) por duas horas em seguida
da exposicdo ao extrato bruto de D. oxe nas concentragbes de 500, 250, 125 e 62,5 ug/mL por 24
(azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo na concentracdo 12,5 pg/mL.

Controle: macréfagos nao infectados e nao tratados. *=p < 0,05, ** =p < 0,01 e *** =p < 0,001.

O tratamento com o extrato bruto de D. infecunda resultou em aumento do
indice fagocitico em macrofagos de linhagem RAW 264.7 incubados com L.
braziliensis (Fig 24A) de 30% (p < 0,05) apds 24 horas de exposigdo com as
concentragcbes de 500 e 125 pg/mL. No entanto, a atividade fagocitica em
macrofagos foi potencializada (p < 0,001) somente na incubagao com leveduras de

S. cerevisiae (Fig 24B).
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Figura 24. Atividade fagocitica em macréfagos tratados com o extrato bruto de D. infecunda (CMRP
1325). O indice fagocitico foi avaliado em macrofagos de linhagem RAW 264.7 incubados com

promastigotas de L. braziliensis (A) e com leveduras de S. cerevisiae (B) por duas horas em seguida
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da exposicao ao extrato bruto do fungo endofitico D. infecunda nas concentragdes de 500, 250, 125 e
62,5 ug/mL por 24 (azul), 48 (vermelho) e 72 horas (verde). AmB: Controle positivo ha concentragédo
12,5 pyg/mL. Controle: macréfagos néao infectados e ndo tratados. * = p < 0,05, **=p<0,01 e ***=p<

0,001.
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7 DISCUSSAO

A LTA esta entre as dez doengas que mais acometem individuos no mundo,
principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
compreendendo um grave problema de Saude Publica e considerada uma
importante Doencga Tropical Negligenciada (OMS, 2019). Apesar dos avangos nos
estudos sobre protozoarios, bem como sobre as doencas parasitarias, o tratamento
atual das Leishmanioses é baseado em Antimoniais Pentavalentes (Glucantime®),
além de Anfotericina B e de Pentamidinas como segunda linha de escolha, sendo
drogas descobertas e utilizadas ha décadas que apresentam respostas ineficientes.

Nesse contexto, a pesquisa por novas moléculas, drogas e/ou compostos
enquadra-se na ciéncia basica e faz-se de grande importancia, especialmente
tratando-se de doengas negligenciadas como as Leishmanioses, cujo tratamento
convencional é ineficiente, citotoxico e requer longo prazo.

Diante de diversas biomoléculas e/ou compostos alternativos como agentes
promissores com potencial acdo leishmanicida e com propriedades
imunomoduladoras, como a utilizagdo de moléculas sintéticas (SHOKRI et al., 2017;
HALDER et al., 2018; SALGADO et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2019;
ESTEBAN-PARRA et al., 2019; SILVA et al., 2020), de 6leos essenciais (DE MELO
et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015; CARVALHO et al., 2017; ROTTINI et al.,
2019), de extrato de frutos (ALMEIDA-SOUZA et al., 2016; DA SILVA et al., 2018;
ALMEIDA-SOUZA et al., 2018), de extrato de raizes (DA SILVA et al., 2018; FADEL
et al.,, 2019), as investigacbes utilizando metabdlitos secundarios de diversas
espécies de fungos endofiticos tém sido relatadas na literatura (CAMPOS et al.,
2015; NASCIMENTO et al., 2015; IBRAHIM et al., 2016; DA SILVA et al., 2017,
BRISSOW et al.,, 2017; ALVES et al., 2018). Por outro lado, embora que as
pesquisas conduzidas revelaram dados promissores e interessantes, os resultados
ainda sdo pouco explorados, uma vez que 0s mecanismos de acao dos compostos e
as vias de sinalizacao da célula hospedeira e de morte do parasito ndo sao
conhecidas.

A patogenia das Leishmanioses esta diretamente relacionada as interacdes

parasito-hospedeiro, destacando a importdncia dos mecanismos desenvolvidos
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pelos protozoarios do género Leishmania na imunomodulagdo dos fagdcitos,
principalmente macréfagos. O papel desempenhado pelos macréfagos € bem
descrito: atuam como células hospedeiras fundamentais para a replicacido e a
sobrevivéncia do parasito, resultando na progressido da doenca; e como células
efetoras que implicam na morte do parasito e capazes de sinalizar e modular uma
resposta pro-inflamatoria frente ao parasitismo (KEDZIERSKI e EVANS, 2014).

Ao utilizar o extrato bruto de D. oxe (CMRP 1418) e de D. infecunda (CMRP
1325), foi possivel avaliar a atividade leishmanicida em formas promastigotas e
amastigotas de L. braziliensis e o efeito citotoxico em macrofagos de linhagem RAW
264.7 nao infectados e infectados por L. braziliensis.

Diferentes padroes foram observados entre as duas espécies de fungos
endofiticos. Com relacao a citotoxicidade do extrato bruto de D. oxe, foi observado
efeito tempo-dependente em macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados e
infectados; e efeito dose-dependente para o extrato bruto de D. infecunda em
macrofagos infectados, uma vez que houve redugdo da viabilidade celular apos o
tratamento com as duas maiores concentragdes (500 e 250 ug/mL).

Em macrofagos ndo infectados, o tratamento com o extrato bruto de D. oxe e
de D. infecunda foi citotdxico em todas as concentragdes testadas apds 72 horas de
exposicdo. Em macrofagos infectados, os resultados diferiram entre as espécies:
nas maiores concentracdes com o extrato bruto de D. infecunda (500 e 250 ug/mL)
apo6s 24, 48 e 72 horas e, com o extrato bruto de D. oxe nas concentracdes de 500,
250 e 125 pg/mL apds 48 e 72 horas de exposicao. O tratamento com o extrato
bruto de D. oxe apresentou maior eficiéncia em macréfagos infectados, visto que
menores concentragdes reduziram a viabilidade celular do grupo experimental, o que
nao foi observado utilizando o extrato bruto da outra espécie.

Os achados sdo semelhantes com os de Petri et al. (2016), que avaliaram os
efeitos citotoxicos da aplicagcdo de derivados de nitro-heterociclicos em células
THP-1 nao infectadas e infectadas por L. infantum. Da mesma forma que foi
observada no presente estudo, o grupo experimental infectado mostrou-se mais
resistente as acdes dos tratamentos, revelando menor efeito citotoxico em

comparagao ao grupo experimental ndo infectado. Essa resposta pode ser explicada
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pela maior seletividade dos compostos contra formas parasitarias, tanto para formas
promastigotas provenientes de cultivo quanto para formas amastigotas
intracelulares, como também pela maior sensibilidade do parasito.

Por outro lado, a aplicagdo do extrato bruto deve ser interpretada
cautelosamente, devido a presenca de diversos compostos que podem ser mais
citotoxicos e/ou mais seletivos para os macréfagos nao infectados e/ou a atividade
sinérgica de moléculas que compdem o extrato bruto. Esta hipotese foi observada
por Brissow et al. (2017), em que o tratamento com o composto isolado 18-di-hidréxi
Citocalasina H resultou em menor efeito citotdéxico para fibroblastos hepaticos
humanos em comparagado com o tratamento com o extrato bruto de D. phaseolorum
durante o mesmo tempo de exposigao.

Em comparagdo ao tratamento com o extrato bruto dos fungos endofiticos, o
tratamento com Anfotericina B, a droga de referéncia utilizada nos experimentos,
resultou em maior citotoxicidade para todos os grupos experimentais em todas as
condi¢des testadas, o que nao foi observado principalmente com o extrato bruto de
D. oxe.

Os efeitos adversos e citotoxicos resultados da administragdo das
terapéuticas convencionais ja foram observados em outros estudos. De acordo com
Rodrigues et al. (2015), a exposicdo ao Glucantime demonstrou baixa seletividade
contra o parasito em comparacdo com a utilizacdo de 6leos essenciais do fruto
Syzygium cumini (Lam), também conhecido como jameldo, indicando maior
citotoxicidade para a célula hospedeira do que para a Leishmania. Com relagao a
Anfotericina B, resultados anteriores mostraram que o tratamento em baixas
concentragdes (entre 1,25 e 2,50 pg/mL) sédo suficientes para reduzir a viabilidade
celular de algumas linhagens celulares, por exemplo a GRX, uma linhagem celular
hepatica murina (URIBE et al., 2013). Ainda, segundo Mukherjee et al. (2010), a
exposicao ao Glucantime e a Anfotericina B em baixas doses pode ser citotdxica
para as células de mamiferos, podendo resultar em morte celular por apoptose.

A seletividade e os mecanismos de agdo do tratamento com o extrato bruto

dos fungos endofiticos pode ser melhor elucidada através da avaliagdo das
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atividades anti-promastigota e anti-amastigota e da quantificagdo dos niveis de NO e
de EROs pela célula hospedeira infectada.

A atividade leishmanicida in vitro foi observada contra formas promastigotas
de L. braziliensis. O tratamento com o extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda teve
resultados semelhantes entre si, revelando uma resposta tempo-dependente, visto
uma proporcao de tempo de exposicao e o aumento dos efeitos citotoxicos para o
parasito. O tratamento com Anfotericina B também resultou em efeitos citotéxicos
significativos, principalmente apds 48 e 72 horas de exposi¢cdo, com redugéo da
viabilidade celular de 90,98% e 92,94%, respectivamente.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam dados interessantes que
evidenciam o quanto o parasito pode ser sensivel ao tratamento com o extrato bruto
de ambas as espécies dos fungos endofiticos. No entanto, outras metodologias
devem ser conduzidas para contribuir com o entendimento dos mecanismos
envolvidos na citotoxicidade das moléculas e suas propriedades leishmanicidas.

Quando avaliada a taxa de infecgdo in vitro em macréfagos infectados por L.
braziliensis, o tratamento com o extrato bruto de D. oxe revelou atividade mais
promissora, visto a maior redugédo da taxa de infecgdo e do numero de amastigotas
intracelulares de L. braziliensis em todas as condi¢bes testadas. Em comparacao,
quando houve exposicdo ao extrato bruto de D. infecunda, o parasito intracelular
mostrou-se mais resistente aos efeitos do tratamento, uma vez que a taxa de
infeccdo sofreu menor redugdo. Contudo, o numero de amastigotas intracelulares
também foi reduzido em todas as condi¢cdes testadas, ainda assim em menor
proporcado em relacido a outra espécie.

A partir da infeccdo por Leishmania, os macréfagos sdo ativados e
polarizados para desempenhar fungdes imunomoduladoras e induzir uma resposta
pro-inflamatéria, entre elas a produgao de proteases, lipases, nucleases, esterases e
fosfatases para a degradacgao do fagolisossomo; o aumento da respiracao oxidativa
e a producédo de NO (OLEKHNOVITCH e BOUSSO, 2015). O sucesso do combate
ao parasito na sua forma intracelular obrigatéria e a prevengao da progressao da
infecgcado baseia-se na eficiéncia da ativacao celular para a inducdo a uma resposta

pro-inflamatéria desempenhada principalmente por IL-12 e IFN-y. A resposta



64

imunoldgica de fendtipo M1 confere protecdo contra a infecgdo por Leishmania,
devido a producédo de citocinas fundamentais na atividade leishmanicida, como
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23 e IFN-y (PELLISSIER et al., 2018).

Todavia, o parasito na sua forma amastigota intracelular possui capacidade
de bloquear a producao de NO em macréfagos infectados através da inibicao das
enzimas NADPH oxidase, contribuindo para uma resposta anti-inflamatoria
(WANDERLEY e BARCINSKI, 2010; VAN ASSCHE et al., 2011).

A formagao de NO é mediada pelo sinergismo entre IFN-y e TNF-a durante a
resposta Th1, em que ocorre a oxidagao enzimatica de L-arginina para a formagao
de NO e L-citrulina, catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) (BRUNE et
al., 2013). Sao conhecidas trés isoformas de NOS, sendo que o tipo NOS2 ou iINOS
(6xido nitrico sintase induzida) esta relacionado com a maior produgdo de NO por
macréfagos. Frente a infeccado por Leishmania, estudos demonstram que essa
producao ocorre no citoplasma dos macréfagos infectados e que o NO difunde-se
rapidamente no fagolisossomo, além de possuir a capacidade de atravessar a
membrana celular e atuar em células vizinhas (OLEKHNOVITCH e BOUSSO, 2015).
Ainda segundo os mesmos autores, é sugerido que o NO desempenha atividade
leishmanicida através do desligamento das vias respiratérias do parasito, como a
inibicdo das enzimas da via de oxidagédo da glicdlise, levando a morte do parasito
intracelular.

O aumento dos niveis de NO em macrofagos de linhagem RAW 264.7
infectados por L. braziliensis expostos ao extrato bruto de D. oxe sugere um efeito
leishmanicida dependente de NO. Em comparagao, a exposi¢cao ao extrato bruto de
D. infecunda reduziu os niveis de NO em macrofagos n&o infectados expostos por
24 horas e em macroéfagos infectados por 24 e 48 horas, revelando uma resposta
tempo-dependente, visto que os niveis foram normalizados ap6s 72 horas de
exposigao.

Desta forma, o tratamento com o extrato bruto de D. infecunda pdde contribuir
com a progressdao da infecgdo in vitro, visto que importantes mecanismos

moduladores de uma resposta pro-inflamatéria foram prejudicados durante a fase
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inicial da infeccdo, porém foram retomados apds maior tempo de exposicdo ao
tratamento.

O mesmo efeito foi observado quando a Anfotericina B foi utilizada. Apés 24
horas de exposi¢ao, os niveis de NO diminuiram em macrofagos infectados, dados
que nao foram confirmados com os achados de Mukherjee et al. (2010), em que o
mesmo tratamento in vitro com baixas doses de Anfotericina B promoveu protecéo
contra a infecgao por L. donovani em células THP-1, bem como aumentou os niveis
de EROs e de NO.

O tratamento com o extrato bruto de D. oxe revelou propriedades
interessantes frente a infecgao por L. braziliensis, uma vez que a producdo de NO
caracteriza ativagdo celular e contribui para uma resposta eficiente da célula
hospedeira contra o parasito intracelular, sugerindo uma reversdo do processo
inibitério desenvolvido pelo protozoario.

Estudos revelam a atividade leishmanicida dependente de NO de diversos
compostos, corroborando os resultados do presente estudo. Machado et al. (2015)
avaliaram a producdo de NO em macréfagos nao infectados e infectados por L.
amazonensis expostos a complexos de vanadio, observando um aumento dos niveis
de NO em células infectadas com atividade anti-amastigota promissora. Nas
investigacbes de Halder et al. (2018), a progressédo da infec¢gdo decresceu apos o
tratamento com nanoparticulas conjugadas a lactoferrina e acido betulinico em
macrofagos peritoneais infectados por L. donovani, acompanhado de um aumento
na expressao de iNOS e IL-12. Em experimentos in vivo, o tratamento com complexo
de ruténio conjugado a doador de NO por 28 dias reduziu a infeccdo em 99,9% nos
linfonodos dos modelos animais infectados por L. braziliensis , em que os autores
correlacionaram a atividade leishmanicida a produgcdo de NO (NASCIMENTO et al.,
2019).

O processo de fagocitose na interacdo Leishmania-macrofago € responsavel
por um aumento fisiolégico na producdo de EROs, observado na interagao da célula
com ambas as formas evolutivas do parasito. Contudo, as formas promastigotas

resultam na maior produgéo de superdxido, uma vez que a infecgdo por amastigotas
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resulta na inibicao da atividade das enzimas NADPH oxidase e, portanto, a formacéao
de radicais livres seja prejudicada (VAN ASSCHE et al., 2011).

As espécies reativas de oxigénio sao moléculas altamente reativas
sintetizadas na cadeia transportadora de elétrons da mitocéndria através da
atividade das enzimas NADPH oxidase. Sdo fundamentais em diversos mecanismos
celulares fisiolégicos e patoldgicos: em situagdes de hipoxia, a cadeia transportadora
de elétrons atua como um sensor de oxigénio, em que ocorre a produ¢ao de EROs
para a inducédo da expressao do fator induzivel por hipdxia (HIF-1); em processos
infecciosos, em que ocorre uma regulagcdo da expressdo de sinais ativadores de
células T; e em processos patoldgicos, em que as EROs participam da inflamagéao
aguda e promovem alteragbes no DNA (BRUNE et al., 2013; BAUER et al., 2017).

No presente estudo, os niveis de EROs foram elevados em macréfagos de
linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados por L. braziliensis tratados com o
extrato bruto de D. oxe somente quando a maior concentracéo foi utilizada (500
Mg/mL), evidenciando uma resposta dose-dependente e sugerindo uma atividade
leishmanicida ndo-dependente de EROs.

Em comparagao, o tratamento com o extrato bruto de D. infecunda resultou no
aumento dos niveis de EROs em todas as concentragdes testadas apds 24 e 48
horas de exposigdo, com normalizagdo dos niveis apds 72 horas, sugerindo um
efeito leishmanicida dependente de EROs, em concordancia com Rodrigues et al.
(2014). No seu estudo, em que a utilizagdo do acido kéjico mostrou-se promissora,
os autores consideraram efeito leishmanicida como EROs-dependente, visto a
correlagao entre a diminuicdo da carga parasitaria e do tamanho da lesdo cuténea
em modelos animais infectados por L. amazonensis, a producdo de fibras de
colageno do tipo | e 0 aumento na produgao de EROs, sem aumento na produgao de
NO.

No entanto, a atividade leishmanicida de compostos nao depende somente de
NO ou de EROs. A reducgéo da taxa de infecgdo em macrofagos murinos infectados
por L. major também foi associada a inibicdo da enzima arginase, quando as células
foram tratadas com resveratrol, um polifenol encontrado na pele de amendoim e nas

sementes de uvas. A enzima arginase € responsavel pela produ¢ao de poliaminas,
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sendo uma das principais fontes metabdlicas para formas amastigotas intracelulares
de Leishmania spp e que sintetizam tripanotiona. Sendo assim, uma vez expostos ao
tratamento com resveratrol, a inibicdo da arginase foi observada, com redugdo da
atividade oxidativa da L-arginina em L-citrulina e da disponibilidade de poliaminas,
resultando na morte do parasito (FERREIRA et al., 2014).

Embora o aumento de EROs possa ser um indicador de polarizagao celular
para um fenétipo M1, os efeitos citotdxicos provenientes do tratamento com o extrato
bruto nas maiores concentracdes podem estar associados ao aumento dos niveis de
EROs em todos os grupos experimentais.

Em situagbes de estresse oxidativo, as espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio em excesso podem causar despolarizagdo da membrana mitocondrial,
com aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e perda do potencial da
membrana, e resultar na deplecdo de ATP e induzir a liberacdo de citocromo-c e a
ativacao das caspases (DILBERGER et al., 2019).

Neste contexto, mais investigagbes devem ser conduzidas para contribuir com
o entendimento dos mecanismos de acdo do extrato bruto de D. oxe e de D.
infecunda e também avaliar a funcdo mitocondrial apdés a exposigdo aos
tratamentos, bem como os mecanismos do citocromo P450 para elucidar o papel
das EROs em macrofagos de linhagem RAW 264.7 nao infectados e infectados por
L. braziliensis.

Como Uultimo parametro para a avaliacdo da imunomodulacédo celular no
presente estudo, a atividade fagocitica foi avaliada em macréfagos tratados e
incubados com promastigotas de L. braziliensis e com leveduras de S. cerevisiae.

Como mencionado anteriormente, a ativacdo dos macrofagos é de suma
importancia na sua atuagdo como células efetoras no combate a infeccdo por
Leishmania. Esta ativacdo resulta em diversas alteragdes celulares, dentre elas a
capacidade fagocitica dos fagécitos. Entretanto, € conhecida a capacidade de
inibicdo da ativacdo dos fagocitos desempenhada pelo parasito, com intuito de
promover uma resposta com fendétipo M2 e, portanto, culminar na sobrevivéncia do
parasito e no progresso da infec¢cao (KEDZIERSKI e EVANS, 2014).
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Em comparagdo com o grupo de macrofagos nao tratados, os resultados
demonstraram que o tratamento com o extrato bruto de D. oxe e de D. infecunda
potencializou a atividade fagocitica em células incubadas com leveduras de S.
cerevisiae, principalmente, visto um aumento no indice fagocitico apds todas as
condigdes testadas.

Curiosamente, a capacidade fagocitica de macrofagos tratados com o extrato
bruto de D. oxe aumentou apenas nas duas maiores concentragcdes, 500 e 250
pg/mL, revelando um efeito dose-dependente, quando promastigotas de L.
braziliensis foram incubadas para a fagocitose. A atividade fagocitica com leveduras
de S. cerevisiae pode ser explicada pela presenca de receptores de membrana
especificos que facilitam a interacdo levedura-fagocito e pela auséncia da
maquinaria capaz de driblar os mecanismos imunoldgicos da célula hospedeira,
observada pelo parasito.

O tratamento com Anfotericina B n&o afetou a atividade fagocitica em
macrofagos em nenhum experimento ou condigdo, corroborando os achados de
Ferreira et al. (2014), que nao observaram alteragcdes no indice fagocitico de
macréfagos peritoneais de murinos tratados com Anfotericina B por 24 horas e
incubados com promastigotas de L. amazonensis.

O presente estudo avaliou a atividade leishmanicida do extrato bruto de duas
espécies de fungos endofiticos com propriedades antioxidante, anti-inflamatoria e
antimicrobiana conhecidas (DOS SANTOS et al., 2016). A utilizagdo do extrato bruto
produzido por D. oxe revelou resultados promissores em relagdo a atividade
leishmanicida contra formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis. O
tratamento em baixas concentragbes aumentou os niveis de NO em macrofagos
infectados sem provocar um aumento na producdo de EROs, bem como
potencializou a atividade fagocitica. Os resultados sugerem que o extrato bruto de D.
oxe esteja participando na ativacdo e na imunomodulagdo dos macréfagos em
funcdo de promover uma resposta imunoldgica frente a infecgéo por L. braziliensis,
ao invés de apresentar-se como um agente imunossupressor, o que foi observado

com Anfotericina B.



69

Ademais, o extrato bruto de D. infecunda também revelou atividade
leishmanicida contra formas promastigotas e amastigotas de L. braziliensis. O
tratamento aumentou os niveis de EROs e reduziu o numero de amastigotas
intracelulares, principalmente apds 72 horas de exposi¢cdo. Contudo, uma diminuigcéo
dos niveis de NO foi observada. Desta forma, os resultados sugerem que o extrato

bruto de D. infecunda apresente atividade leishmanicida EROs-dependente.
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8 CONCLUSAO

No presente estudo, a atividade leishmanicida do extrato bruto dos fungos
endofiticos D. oxe (CMRP 1418) e D. infecunda (CMRP 1325) foi observada, como a
diminui¢cdo significativa do indice de infecgédo in vitro e a redugdo de amastigotas
intracelulares, além de sugerir uma indugao a ativagao classica de macroéfagos.

O extrato bruto de D. oxe revelou resultados inéditos e promissores, visto que
o tratamento em baixas concentragdes resultou em maior citotoxicidade em
promastigotas de L. braziliensis e em macrofagos de linhagem RAW 264.7
infectados por L. braziliensis. Além disso, o extrato bruto reduziu a taxa de infeccao
in vitro, aumentou a produgdo de NO e potencializou a atividade fagocitica em
macroéfagos. Diante disso, os metabdlitos secundarios produzidos por D. oxe sao
elegiveis para estudos posteriores.

Comparativamente, esses resultados ndo foram evidentes para o extrato bruto
de D. infecunda, que mostrou atividade leishmanicida menos promissora, visto uma
reducdo da taxa de infecgao in vitro em menor proporgao em relagdo a outra espécie
e da producao de NO durante a fase inicial da infecgdo, bem como um aumento da
explosao respiratéria.

O tratamento convencional, Anfotericina B, apresentou citotoxicidade para
todos os grupos experimentais em todas as condi¢des testadas, bem como reduziu a
producao de NO na fase inicial da infeccdo e nao alterou a atividade fagocitica em
macréfagos. No entanto, revelou-se como o tratamento mais citotoxico dentre os
utilizados e promoveu a menor reducéo da taxa de infecgao in vitro.

Os metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos sdo compostos
bioativos de fonte natural com potencial leishmanicida e sugerem apresentar
propriedades imunomoduladoras com capacidade de polarizagdo dos macrofagos

para regulacdo de uma resposta de fenotipo M1 frente a infeccéo por Leishmania.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos, as investigagdes das propriedades dos
metabdlitos secundarios de fungos endofiticos devem ser continuadas a fim de
complementar os dados observados no presente estudo, em vista da inexpressiva
informagdo a respeito dos mecanismos de agao envolvidos no tratamento. Os
proximos passos deverao consistir na identificacdo e na caracterizagdo dos
metabdlitos secundarios com bioatividade seletiva ao parasito.

Uma vez que os resultados do presente estudo sugerem uma participagao do
extrato bruto na ativagao da célula hospedeira, com capacidade de polarizacdo dos
macrofagos infectados por L. braziliensis, faz-se necessaria a quantificacdo de
citocinas pro e anti-inflamatérias, como TNF-a, IL-183, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, e IFN-y,
a avaliacao in vitro do potencial de membrana mitocondrial, de possiveis alteracbes
morfologicas celulares, do tipo de morte celular envolvida e quantificar a taxa de
morte celular com marcadores fluorescentes especificos, dentre outras
investigacoes.

Um dos desafios para o descobrimento de terapias alternativas € o melhor
entendimento das interagdes parasito-hospedeiro e dos mecanismos de agao dos
compostos em macréfagos infectados, visto a capacidade de evasado do sistema
imunologico e da adaptagdo parasitaria. Portanto, muitos estudos devem ser
conduzidos para a compreensdo da interagdo dos compostos com a célula
hospedeira infectada a nivel citomorfolégico e bioquimico, além de avaliar os
possiveis efeitos dos tratamentos em outros modelos e linhagens celulares a longo
prazo.

De maneira geral, o sucesso dessa linha de investigagdo podera elucidar os
mecanismos de agao dos compostos que garantiram a reducdo do parasito
intracelular e conferiu uma imunomodulagdo do macrofago frente a infecgéo por
Leishmania, a fim de contribuir com o desenvolvimento de terapias alternativas para

as Leishmanioses.
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