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RESUMO

Introducédo: A leishmaniose é uma doenca negligenciada, caracterizada pelo conjunto de
manifestacdes clinicas ocasionadas por parasitos do género Leishmania. Pode se manifestar
nas formas tegumentar ou visceral, de acordo com a espécie de parasito envolvida e das
condicdes do hospedeiro. A transmissao é feita por insetos vetores do género Lutzomyia, que
transmitem formas promastigotas para o hospedeiro humano. Estas formas infectam células
fagociticas e diferenciam em amastigotas, parasitos intracelulares obrigatorios queestabelecem
a doenca. Os antimoniais pentavalentes sdo os medicamentos de primeira linha para o
tratamento da doenca. Possuem alta toxicidade e requerem longos periodos de tratamento,
além da necessidade de administracdo intralesional que gera desconforto ao paciente. O
medicamento de segunda escolha é a Anfotericina B, produto natural derivado de bactérias da
espécie Streptomyces nodosus. Tem maior afinidade pelo ergosterol presente namembrana de
fungos e protozoérios, mas devido a sua afinidade intermediaria com colesterol causa dano
hepéatico e renal. Diversos produtos naturais bioativos tém sido avaliados no controle da
infeccdo por Leishmania. Ha relatos de classes distintas de moléculas bioativas de origem
vegetal e fungica que apresentam atividade leishmanicida ou induzem a producédode citocinas
inflamatérias por macrofagos e células epiteliais, ocasionando a diminuicdo de parasitos
diretamente ou em associacdo com outros farmacos. Objetivo: Determinar a atividade
leishmanicida de produtos bioativos dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae em formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Estas espécies
fungicas sao capazes de infectar vetores de doencas parasitarias, interferindono ciclo infectivo
do agente etiolégico. Materiais e métodos: Os fungos foram cultivados paraobtencdo da massa
micelial e material secretado no sobrenadante da cultura. Foi obtido um extrato bruto atraves
da extragcdo etandlica da massa micelial por filtragdo simples. O sobrenadante foi extraido por
particdo liquido-liquido em acetato de etila. A atividade anti promastigota foi avaliada atraves
do ensaio de MTT. Resultados: O rendimento de extracdo etandlica da massa micelial obtida
das espécies B. bassiana e M. anisopliae foi respectivamente 6,8 (107,7 mg peso final) e 8,3%
(247,2 mg de peso final). Nas fracoes obtidas em acetato de etila de produtos bioativos
secretados no sobrenadante das culturas, o rendimento foi mais baixo, respectivamente
0,004% (13,8 mg de peso final) e 0,007% (21,8 mg de pesofinal). O produto obtido na fragéo
em acetato de etila do M. anisopliae apresentou melhor atividade leishmanicida, com
concentracéo inibitéria (IC50) de 140,2 pg/mL. Os outros trés extratos testados apresentaram
atividade leishmanicida, porém, apenas nas concentragcbes mais altas, de 160 e 80 pg/mL.
Nesses casos nao foi possivel definir o IC50 nos testes realizados, pois a andlise estatistica se
apresentou ambigua. Conclusdo: Observamos atividade téxica em promastigotas de L.
amazonensis tanto nos extratos da massa micelial quanto do material secretado em ambas as
espécies fungicas testadas. No entanto,a fracdo do material secretado na cultura da espécie M.
anisopliae em acetato de etila apresentou maior atividade leishmanicida. Estestestes indicam que
estas espécies flungicas podem ser fonte de produtos bioativos com atividade leishmanicida,
sendo necessarios mais estudos de subfracionamento, toxicidade emcélulas de mamiferos e
atividade antiamastigota.

Palavras-chave: Leishmaniose; Leishmania; doenca; Beauveria bassiana; Metarhizium anisoplia



1. INTRODUCAO

1.1 Leishmania spp e leishmaniose.

O género Leishmania compreende protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastidae e a familia Trypassonomatidae (GARNHAM, 1971). Algumas
espécies sao parasitas intracelulares, capazes de serem transmitidas por insetos
flebotomineos do género Lutzomyia. As manifestacdes clinicas podem ser
apresentadas em trés tipos: leishmaniose tegumentar (LT), leishmaniose visceral
(LV) ou leishmaniose mucocutanea (LMC) (ZILBERSTEIN, 2021). De acordo com a
OMS, as leishmanioses sédo consideradas como uma doenca tropical altamente
negligenciada, acarretando diversos problemas de saude, possuindo uma extrema
sobrecarga econOmica e social para o0 mundo. Sabe-se que essa doenca €
endémica em 98 paises e cerca de aproximadamente 350 milhdes de pessoas estao
suscetiveis a doenca (LOPES et al., 2021; GHORBANI e FARHOUDI, 2018).

1.1.1 Ciclo Biologico da Leishmania spp

A Leishmania € um protozoario que apresenta duas principais formas
evolutivas: amastigota e promastigota. Elas se diferem estruturalmente e
bioquimicamente, possuindo alta capacidade de infectar diferentes hospedeiros e
habitar em ambientes celulares distintos (BRUN, 1976; GARNHAM, 1971). A forma
promastigota é alongada, extracelular,com flagelo aparente na regido anterior, possui
motilidade e prolifera no interior do intestinodo inseto vetor. J4 a forma amastigota é
parasito intracelular obrigatorio de células fagociticas no hospedeiro vertebrado.
Possui o corpo arredondado, possui flagelo ndo aparente e ndo apresenta motilidade
e prolifera no interior de fagolisossomos denominado de vacuolos parasitéforos,
preferencialmente em macréfagos (GLUENZ et al.,2010; SACKS, 2001).

No ciclo (figura 1), a fémea do flebotomineo realiza a hematofagia (etapa 5),
sugandomacrofagos parasitados. No intestino do inseto os macréfagos se rompem e
as amastigotas sao liberadas, diferenciando em promastigotas (GARNHAM, 1971).

No trato intestinal, os parasitos passam por metaciclogénese: o processo pelo qual
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sao geradas as formas promastigotas metaciclicas, formas infectivas para células do
hospedeiro vertebrado (SACKS, 1984). Essas formas migram para a regido anterior
do trato intestinal do inseto, onde sdo sequestradas em um gel glicoconjugado
produzido pelo préprio parasita denominado PSG (promastigote secretory gel)
(ROGERS, 2002). O PSG bloqueia as valvulas cardiacas, impedindo a degluticéo
dos insetos vetores. Consequentemente, em um novo repasto sanguineo, as formas
metaciclicas séo regurgitadas no local da picada doflebotomineo e sdo transmitidas
ao hospedeiro vertebrado (STIERHOF, 1999; SACKS, 2001). Apés a infeccao de um
hospedeiro vertebrado, as promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por células
fagociticas, que podem ser macrofagos residentes, neutrofilos, células dendriticas e
mondcitos que migram da corrente sanguinea para o local da infec¢do. Dentro do
fagolisossomo ocorre um processo de diferenciagdo morfolégica de promastigotas
para amastigotas, que pode levar de 1 a 5 dias, no caso da espécie Leishmania
amazonensis (COURRET, 2001).

Figura 1:

Ciclo no Flebotomineo Ciclo no Humano
(Vetor) (Hospedeiro)

Picada do Mosquito

P {
(Injeta promastigostos na pele) e Tomastigotas; e8a

fagocitados por
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dividem no intestino @ - /' outros tipos de
e migram para a ‘?/\ células \

gobéclte g mononucleares

fagociticas
Promastigotos se transformam em
Amastigotos

Amastigotos se transformam em
promastigotos no intestino
©,
>
ol
- S
Qa 2 o e OA
@& SN
0» ® a ! Amastigotos se multiplicam em
[~ '~} \ células de varios tecidos e infectam
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e Ingestdo de células
parasitadas -
o Picada do Mosquito

(Ingere macréfagos infectados com amastigotos)

Ciclo Biolégico da Leishmania spp. (adaptado de CDC, 2022).
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1.1.2 Formas clinicas e epidemiologia

Existem duas principais formas de manifestagdes clinicas, a Leishmaniose
tegumentar (LT) e a Leishmaniose Visceral (LV) (DESJEUX, 1996). As mesmas
configuram um problema de saude publica em aproximadamente 98 paises,
distribuidos na Asia, Europa, Africa e Américas (BRASIL, 2017). Existem cerca de
12 milhdes de pessoas infectadas, sendo de 0,9 a 1,6 milhdo de casos novos no
mundo anualmente e 1 bilhdo de pessoas vivendo em areas endémicas com risco de
infeccdo (WHO, [s.d]; OPAS, 2021). Dentre os paises das Américas, o Brasil é o pais
gue possui o maior indice de novos casosde LT e LV.

No Brasil, devido a pandemia de COVID-19, as acfes de vigilancia e controle
das doencas foram diretamente afetadas, com isso houve uma pequena queda nos
casos de LT de 5%, comparado ao ano de 2019, onde em 2020 foi registrado o
menor numero de infectados (39.705). Ja a LV teve uma queda nos casos notificados
em 25% comparada aoano de 2019, onde no ano de 2020 foram registrados 670
novos casos. E evidente que houve um impacto diretamente da pandemia COVID-19
nas agbes de busca ativa, deteccdo precoce e tratamento de casos, como por

exemplo, as atividades de campo (OPAS, 2021).

1.1.3 Leishmaniose Visceral

A LV é uma doenca parasitaria infecciosa causada pelas espécies Leishmania
donovani no antigo mundo (Europa) e Leishmania infantum (sin. L. chagasi) no novo
mundo (Américas), mais em regides tropicais e subtropicais (OPAS, 2021; VAN e
DIRO, 2012). Em média mais de 80 paises, entre eles a Africa, Asia Oriental e
América do Sul, apresentam relatos de casos por LV (figura 2). Geralmente as
pessoas que sofrem com a LV se encontram em locais sem saneamento basico, de
alta precariedade onde a situacdo socioecondémica € extremamente baixa. E de
conhecimento que, 0s paises que possuem omaior numero de casos de acordo com
o ranking s&o: Brasil, india, Etidpia, Quénia, Suddodo Sul, Somalia e Suddo (DNDI,
2020).
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A forma clinica da LV (figura 3) € cronica e possui uma alta incidéncia e
mortalidade em criangcas com até 5 anos de idade, acometendo principalmente o
figado e o baco, levando a hepatoesplenomegalia. Isto ocorre quando o parasito se
dissemina pela via linfo hematogénica, se estabelecendo em determinados 6rgaos
gue possuem alta concentracdo de macrofagos, sendo eles: o figado, baco, medula
ossea e linfonodos, consequentemente ocasionando o aumento do tamanho destes
orgaos (BRASIL, 2006; OPAS, 2021). Em média 3.500 casos de LV s&o notificados
a cada ano, possuindo uma taxa média de mortalidade de 7%, e cerca de 90% dos
casos podem ser levados a oObito caso o tratamento adequado ndo seja realizado
(OPAS, 2021).

Figura 2:

Status da endemicidade da leishmaniose visceral em todo o mundo, 2020 Paises que relataram
=_FT == . casos de LV
= Ugarda - 58
Eranca - 11
Ethicpia - 7
Giaacs - 5
Uinited Kingdom - 2
Brazil. Diibouti, Malta, Nepal,
Datar, Russtan Fadaration - 1

[ Casos ndo relatados
[ Sem dados
[ N&o aplicavel

Casos de leishmaniose visceral no mundo em 2020 (adaptado de WHO, 2022)
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Figura 3: manifestacédo clinica periodo final da LV - caracterizada por emagrecimento progressivo,

palidez cutdneo-mucosa e aumento da hepatoesplenomegalia.

Fonte: (MDS, 2014)

1.1.4 Leishmaniose Tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT), € uma doenca parasitaria infecciosa pouco
letal e ndo contagiosa. Sua transmissédo ocorre através de vetores (flebotominios)
que estdo infectados por diferentes espécies da Leishmania spp. (OPAS, 2021;
VASCONCELOS, 2018). Em todo o mundo, existem cerca de 22 espécies que sdo
patogénicas aos humanos. Nas Américas, cerca de 15 espécies sdo responsaveis
por causar a infeccdo em humanos, elas estdo associadas a 2 subgéneros:
Leishmania e Viannia. As principais do subgénero Leishmania séo: L. (L.) mexicana,
L. (L.) amazonensis e L. (L.) venezuelensis, e a do subgénero Viannia sdo: L. (V.)
braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana e L. (V.) guyanensis (OPAS, 2021).

A LT pode ser subdividida em leishmaniose cutanea localizada (LCL) (figura
5), leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose cutanea disseminada e
leishmaniose mucocutanea (LM) (GOTO, 2012). Na LCL as lesbes formadas
atingem principalmente a pele, sdoindolores, possuem formato arredondado ou

oval, com bordas vermelhas e elevadasocorrendo geralmente do local da picada
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ou outros locais proximos (BRASIL, 2007). Aespécie L. amazonensis € a principal
causadora de leishmaniose cutanea difusa e disseminada, formas tegumentares
mais graves, decorrentes da disseminacao da parasito.A leishmaniose tegumentar é
um problema de saude publica em diversos paises, principalmente os que
apresentam clima tropical. A leishmaniose tegumentar ocorre em 88 paises e em

quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia) (figura 4) (BRASIL, 2007).

Figura 4:

Paises que relataram
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Figura 5: Manifestacéo clinica de LT - Les&o ulcerada, arredondada com bordas elevadas, infiltradas e

fundo granuloso.

Fonte: (MDS, 2017)
1.2 Tratamento da Leishmaniose

Atualmente, existem poucos medicamentos disponiveis no mercado para o
tratamento da leishmaniose. Os principais medicamentos sao 0s antimoniais
pentavalentes, pentamidina, anfotericina B, paromomicina e a miltefosina. Mesmo
tendo a disponibilidade desses medicamentos, as ferramentas terapéuticas atuais
ndo sado suficientes e isso esta diretamente correlacionado com a mé adesdo a
terapia medicamentosa. Os tratamentos atuais possuem uma toxicidade
consideravel, pois geram diversos efeitos adversos, facilitando o abandono do
tratamento pelos pacientes. Além disso, alguns farmacos sdo administrados na
forma injetavel e intralesional por longos periodos, gerando dor, desconforto e em
algumas situacdes, necessidade de internacdo (GHORBANI e FARHOUDI, 2018;
RATH et al., 2003).

1.2.1 Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes s&o medicamentos de primeira linha
recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). No Brasil € utilizado o
antimoniato de metilglucamina, um composto sintético proveniente do &acido
antiménico e da N-metil- glucamina (figura 6), eficaz para o tratamento da
leishmaniose cutanea, mucocuténea e visceral (CARVALHO et al., 2019; RATH et
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al., 2003). Sua via de administracdo mais utilizada € aparenteral, porém, também é
administrada intralesional, sendo muito utilizada na leishmaniose visceral por muito
tempo (MINODIER e PAROLA, 2007). Ha uma hipétese deque a destruicdo da forma
amastigota do parasito acontece através da inibicdo de determinadas enzimas,
como a tripanotiona redutase, enzima na qual o parasita necessita para a sua
sobrevivéncia (SOARES et al., 2004). A outra hipotese € de que a enzima
superéxido dismutase € inibida, resultando no aumento dos niveis de radicais
superéxido, consequentemente levando a morte do parasita (RAYCHAUDHURY et
al, 2005).

Entretanto, mesmo sendo a medicacdo mais utilizada nos dias de hoje, o
medicamento ainda é muito discutido por possuir uma baixa adesao, possuir alta
toxicidade,e por ocasionar diversos efeitos adversos gerando respostas
indesejadas durante o tratamento como: artralgia, mialgia, inapeténcia, nauseas,
vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, prurido, febre,
fraqueza, cefaléia, tontura, palpitacdo, insbnia, nervosismo, choque pirogénico,
edema, herpes zoster e insuficiéncia renal aguda (MINISTERIO DA SAUDE, 2017);
e principalmente sobre a sua via de administracdo que gera certo desconforto para
0s pacientes. Esses fatores indesejaveis ocasionam sérios desafios para a
continuidade do seu uso no tratamento da leishmaniose (MINODIER e PAROLA,
2007; IRANPOUR et al., 2019).

Figura 6:
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Estrutura Quimica do antimoniato de metilglucamina (adaptado de FOKOU et al., 2021).
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1.2.2 Pentamidina

A pentamidina ou isotionato de pentamidina (figura 7) é um derivado sintético
proveniente da amidina, sendo eficaz conta diversos protozoarios (GADELHA, et al.,
2015). Este farmaco € a segunda linha de escolha utilizada para o tratamento da
leishmaniose. Ou seja, € utilizado geralmente quando ndo ha uma boa resposta no
tratamento dos pacientes com os antimoniais ou quando ndo podem fazer o uso do
mesmo devido a sensibilidade do composto (NEVES, et al., 2011). E um farmaco
derivado sintético da amidina que possui grande eficacia contra diversos
protozoarios patogénicos, sendo uma delas a espécie Leishmania spp., € possui
duas viasde administracdo: a parenteral e a intramuscular (PICCICA, et al., 2021,
PAULA, et al.,, 2003). Um fator limitante do isotionato de pentamidina € que ele
apresenta uma alta toxicidade e muitos efeitos adversos, como: alterages
cardiacas, hipoglicemia, toxicidade renal, podendo em alguns casos levar a morte
dos pacientes (PICCICA et al., 2021). Apesar de ndo ser bem elucidado o
mecanismo de acdo do isetionato de pentamidina, pressupfe-se que este farmaco
inibe diferentes processos celulares, como a funcdo do DNA, RNA e na biossintesede
proteinas, comprometendo o0 metabolismo energético dos parasitas,
consequentemente causando a sua morte (NEVES et al., 2011; PICCICA, et al.,
2021).

Figura 7:
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Estrutura Quimica da pentamidina (adaptado de FOKOU et al., 2021).

1.2.3 Anfotericina B
A anfotericina (Figura 8) € um farmaco antifngico proveniente da espécie
bacteriana Streptomyces nodosus e também € utilizado para o tratamento da

leishmaniose. Seu mecanismo de acao ocorre através da formacdo de complexos
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com o ergosterol encontradonas membranas celulares dos fungos e lanosterol que
esta presente nas membranas celulares de espécies Leishmania que, por sua vez,
acabam alterando boa parte da permeabilidade da membrana e consequentemente
criam poros que permitem a passagemde agua e de moléculas essenciais para a
sobrevivéncia do parasito. Sua principal via de administracdo e mais eficaz é a
intravenosa (MOORE, 2016; KUMARI et al., 2022).

Embora a anfotericina B possua eficacia, ela costuma apresentar alta
toxicidade aos pacientes em tratamento, podendo acometer O6rgdos primordiais
como figado e rins, causando hepatoesplenomegalia e disfuncéo renal/perda dos
rins. Com isso, foi formulado a anfotericina lipossomal que apresenta caracteristicas
diferentes na sua atividade farmacologica comparado a anfotericina B. Entéo, foi
adicionado os lipossomas, tornando-a menos toxica devido a alta absorcédo pelas
células fagociticas, que sdo as células de escolha/preferéncia do parasita. (PEREA,
2021; KUMARI et al.,, 2022). A anfotericina B lipossomal, comercializada como
AmBisome®, tem se mostrado eficaz no tratamento da leishmaniose cuténea,
mucocutanea e visceral. E eficaz também nos casos em que os antimoniais falharam
como a primeira linha terapéutica, onde estudos demonstraram que a média de dias
de hospitalizacdo de pacientes que foram tratados com a anfotericina B lipossomal é
bem menor comparado aos que fizeram tratamento com os antimoniais pentavalentes

(WElI et al., 2020; MAILLO e VELEZ, 2021).
Figura 8:

OH

Estrutura Quimica da anfotericina B (adaptado de FOKOU et al., 2021).
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1.2.4 Paromomicina

A paromomicina (aminosidina) (figura 9) € um antibiotico de amplo espectro
derivadode um aminoglicosideo natural que é proveniente da bactéria Streptomyces
riomosus. Entretanto, 0 mesmo apresenta atividade leishmanicida e é utilizado para
tratamentos de LV e LT (BENAMI et al.,, 2017). A sua forma farmacéutica
apresentada € semi-solida (pomada) e a sua via de administracdo € de uso topico.
Apesar de apresentar um percentualde cura consideravel, os efeitos adversos deste
medicamento sd0 muito recorrentes, como: a nefrotoxicidade, ototoxicidade e a
hepatotoxicidade, resultando na dificuldade paracontinuacdo da farmacoterapia com
o mesmo (MINODIER e PAROLA, 2007; SANTIAGO et al., 2021). O seu mecanismo
de acdo em bactérias é bem elucidado, visto que a paromomicina interfere
diretamente na traducdo de proteinas bactérias. JA nos parasitas como a
Leishmania, seu papel ndo foi claramente estabelecido, mas estudos in vitro
mostraram que a paromomicina possui um efeito inibitério sobre os ribossomos do
parasita, formando assim complexos prejudicados pela quebra de polissomas em
monbémeros ndo funcionais, resultando em sintese proteica alterada que acaba

impedindo o crescimento doparasita (BENAMI et al., 2017).

Figura 9:
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Estrutura Quimica da paromomicina (adaptado de FOKOU et al., 2021)
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1.2.5 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) (figura 10) € um farmaco antitumoral
pertencentea classe das alquilfosfocolinas, possuem via de administracdo oral e o
seu mecanismo de acdo é bem elucidado. Quanto ao seu mecanismo de agdo em
células tumorais, sabe-se que a miltefosina atua interferindo nas vias de transducéo
do sinal celular e consequentemente acaba inibindo a biossintese de fosfolipideos e
esterdis (MINODIER e PAROLA, 2007). J4 nos parasitas, ainda ndo muito bem
elucidado, acredita-se que a drogaatua interferindo em sua membrana celular e nédo
interagindo com o DNA, que por sua vezmodula a composicao lipidica, a fluidez da
membrana e sua permeabilidade. Semelhante ao metabolismo dos fosfolipidios,
induzindo assim a morte celular por apoptose (FILHO et al., 2008).

No Brasil, desde 2021 o Sistema Unico de Saude (SUS) fornece o tratamento
especifico e gratuito com cépsulas de miltefosina para pacientes com leishmaniose
tegumentar que ndo obtiveram uma boa adesédo aos tratamentos de primeira linha
com osantimoniais (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Entretanto, a miltefosina é um
farmaco que apresenta alta toxicidade, possui bastantes efeitos adversos, podendo
causar nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e teratogenicidade gastrointestinal grave;
apresenta um alto custo financeiro, causa teratogenicidade e apresenta o tempo de
meia-vida de 152 horas, podendo ocasionar a resisténcia de outros farmacos
(CHEUKA et al. 2017; SANTIAGO et al., 2021; WARE et al., 2021).

Figura 10:
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Estrutura Quimica da Miltefosina (adaptado de FOKOU et al, 2021).
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1.3 Produtos naturais no tratamento da Leishmaniose

Os produtos naturais sdo a subarea mais estudada da quimica organica.
Desde a época do homem primitivo as plantas jA& eram exploradas, levando em
conta que elas j4 eram utilizadas para o tratamento e cura de doencgas. Os avangos
tecnoldgicos no campo da biologia celular, molecular e bioquimica tornaram possivel
realizar analises de maior qualidade em sistemas bioldgicos. No Brasil, o uso de
produtos naturais nas indastrias alimenticia e farmacéutica tem crescido
drasticamente, justamente por ser um pais rico em biodiversidade. Devido a isto,
pesquisas cientificas com produtos naturais microbianos também vém crescendo
ao longo dos anos (OLIVEIRA, 2013). Em um estudo, avaliaram a patogenicidade do
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana e seus efeitos no ciclo reprodutivo de
Thaumatotibia leucotreta. Em busca de métodos de controle sustentaveis, a
patogenicidade dos conidios secos de 17 isolados de M. anisopliae e cinco B.
bassiana foram testados contra mariposas de Thaumatotibua leucotreta. Os
resultados do estudo mostraram que os fungos testados foram virulentos para as
mariposas, com 12 isolados causando mortalidade que variou entre 58,8 e 94,2%
para M. anisopliae e trés isolados entre 57,6 e 84,6% para B. bassiana. Os fungos
entomopatogénicos isolados, M. anisopliae ICIPE 69 e B. bassiana ICIPE 279 foram
altamente virulentas com tempos letais baixos para 50% de mortalidade (LT50) de
3,81 e 5,13, respectivamente. E de conhecimento que nas Ultimas duas décadas,
houve um grande progresso nos estudos voltados para area de produtos naturais
(MKIGA et al., 2020; XIE, 2014).

Os microorganismos apresentam uma fonte promissora na busca de diversos
metabdlitos bioativos e tém originado alguns dos mais importantes produtos para a
indastria farmacéutica com aplicagbes em diversas areas: antibacterianos,
antifingicos, antivirais, imunossupressores, antitumorais, inibidores enzimaticos,
agentes estimulantes da motilidade gastrica, farmacos hipocolesterolémicos,

inseticidas, herbicidas, antiparasitariose entre outras (DEMAIN, 2009).
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Existe uma estimativa na qual se observa que mais da metade dos produtos
farmacéuticos em uso clinico sdo oriundos de produtos naturais (CHEUKA et al.,
2017). Os produtos naturais sao boas fontes para o desenvolvimento de novos
farmacos, porém existem grandes desafios para o desenvolvimento dos mesmos,
como a questao dasua eficiéncia e o fator socioeconémico (XIE, 2014).

Devido a essas evidéncias, faz-se necesséario o estudo de novas linhas
terapéuticasleishmanicida para a producéo de novos medicamentos eficazes, de baixo
custo, possuindobaixo ou sem efeitos adversos, viabilizando uma melhor adeséo a

terapia medicamentosa para o paciente.

1.4 Fungos Entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos sdo microorganismos danosos que parasitam
artrépodes. Os hospedeiros suscetiveis a estes fungos sao penetrados diretamente
em suas cuticulas, tendo uma interacao inicial e possivelmente decisiva entre 0s
esporos do fungo e a epicuticula do inseto, consequentemente ocasionando a sua
morte (MEYLING e EILENBERG, 2007; QU e WANG, 2018; URQUIZA e
KEYHANI, 2013). Estes fungos acabam desenvolvendo mecanismos para adeséo e
reconhecimento de sinais da superficie do hospedeiro que ajudam a direcionar as
respostas adaptativas, incluindo a producéo de hidrolases, assimilados e/ou enzimas
de desintoxicacao, incluindo lipase/esterase, catalase, citocromo P450, proteases e
quitinases; estruturas de infeccdo especializadas, como apéndices ou tubos
penetrantes; metabdlitos secundarios e outros que promovem infeccdo (URQUIZA e
KEYHANI, 2013). Possuem um papel crucial para a regulacdo de insetos na
natureza, onde estes vém sendo utilizados como alternativas ecoldgicas aos
inseticidas quimicos para o controle de pragas (MEYLING e EILENBERG, 2007; QU
e WANG, 2018). Sao encontrados em duas divisdes de filos Zygomicota e
Ascomycota, e no antigo filo Deuteromycota. Possuem seus ciclos de vida de acordo
com o estagio do inseto hospedeiroe das condi¢cdes ambientais em que vivem (SHAH

e PELL, 2003). Em especial, os fungos entomopatogénicos pertencentes aos
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géneros Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae tém sido muito utilizados para
0 tratamento no controle de diversos insetos- pragas agricolas e de vetores de
algumas doencas humanas (QU e WANG, 2018).

Figura 11: Metarhizium anisopliae Figura 12: Beauveria bassiana

Fonte: https://abrir.link/D7wWW7 Fonte: https://bityli.com/MgnNDDjo

1.4.1 Fungos entomopatogénicos e sua relagcdo com vetores de doencas
infecciosas

Existem diversos fungos entomopatogénicos que possuem atividades naturais
contra insetos que agem como pragas naturais ou vetores de doencgas, e destacam-
se as espécies Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Com isso, fungos
como esses témsido explorados e estudados a fim de se obter um conhecimento
mais elucidado sobre a atuacdo dos mesmos em hospedeiros e vetores (ROCHA et
al., 2022). Em um estudo realizado no Brasil, foram coletadas 21 linhagens de fungos
entomopatogénicos associadose que afetam os mosquitos do Aedes aegypti. 7 eram
de Beauveria bassiana, 7 de Metarhizium humberi, 3 de M. anisopliae, 2 de
Cordyceps sp. e um de cada Akanthomyces saksenae e Simplicillium lamellicola.
Com isso estudaram sobre a atividade biol6gica dos fungos sobre diferentes
estagios dos mosquitos da Regido Central do Brasil. Durante a avaliacdo da

atividade das cepas dos fungos contra ovos, larvas e adultos de A. aegypti nas
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condicBes laboratoriais, observou-se que as 3 cepas de Metarhizium demonstraram
ser as mais promissoras para o desenvolvimento de estudos fornecendo novas
estratégias para ocontrole do A. aegypti (ROCHA et al., 2022).

Em outro estudo, analisaram os efeitos biolégicos e bioquimicos dos fungos
entomopatogénicos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Paecilomyces
lilicanus contra larvas de Culex pipiens, vetor responsavel por diversas arboviroses,
como o virus da encefalite e do Nilo Ocidental (HAMAMA et al., 2022). Os resultados
apresentados demonstraram que, o M. anisopliae apresentou mortalidade larval
maxima de 88% possuindo o menor tempo letal (TLso) de 22,6 horas as 10
esporos/mL, em seguida B. bassiana 73,33% com TLso de 38,35 h e o P. lilicanus que
apresentou um percentual minimode mortalidade de 65% com TLse maior de 51,5 h.
Os valores médios de concentracéo letal (CLso) apresentados foram de 1,027x10°
esporos/mL para M. anisopliae, 1,24x10° esporos/mL para B. bassiana e 8,453x10°
esporos/mL para P. lilicanus. Quanto a andlise bioquimica, foi visto que as larvas
tratadas com os fungos apresentaram decréscimos quantitativos em suas proteinas
soluveis totais, lipidios e enzimas hidrolisantes de carboidratos, quando comparadas
ao grupo controle (HAMAMA et al., 2022).

Quanto a correlagcdo desses fungos com vetores de zoonoses. Em um estudo
analisaram a infeccdo do M. anisopliae em Phlebotomus papatasi em condi¢des
laboratoriais. Observou-se que o fungo entomopatogénico M. anisopliae (Ma79)
causou reducdo significativa na porcentagem de adultos quando aplicado nas
larvas. Um aumento na concentragcdo de Ma79 foi associado a uma diminuicdo na
porcentagem de adultos, e a mortalidade total a 26 + 1°C variou de 30,9 a 83,9%. A
porcentagem de mortalidade diminuia quando a temperatura era aumentada de 26 +
1°C para 31 + 1°C em todas as concentracdes (ZAYED et al., 2013).
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JUSTIFICATIVA

As infec¢des por Leishmania amazonensis, causam um impacto significativo a
saude publica, afetando principalmente os paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento que carecem de saneamento basico e estratégias de controle de
vetores. Atualmente, ha poucos medicamentos leishmanicidas disponiveis no
mercado, limitando as opcdes de tratamento. Devido ao alto custo, baixa eficacia e
diversos efeitos adversos, a adeséo a terapia medicamentosa € comprometida, o
gue contribui para a progressao da condic¢do clinica do paciente. Considerando que
0s produtos naturais sao utilizados ha décadas no tratamento de enfermidades e
gue apresentam diversas atividades biologicas, ha um interesse em estudar suas
propriedades para o tratamento da leishmaniose, visando o desenvolvimento de
novos farmacos, com diferentes mecanismos de acdo, efichcia superior aos
farmacos leishmanicidas convencionais, de baixo custo e com menos efeitos

adversos.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo principal

e Avaliar a atividade leishmanicida de produtos bioativos dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae

em Leishmania amazonensis.

e Obter extratos brutos da massa micelial e sobrenadante da cultura
dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae.
2.2 Objetivo especifico
e Determinar a atividade anti-promastigota de extratos dos fungos
entomopatogénicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo dos fungos

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana é o isolado LPP 139, da
colecao dolaboratério de entomopatologia e fitopatologia da UENF. Foi coletado da
broca de café (artrépode), no municipio de Bom Jardim/RJ. Ja o Metarhizium
anisopliae foi o isolado ESALQ818. Os dois fungos foram gentilmente cedidos pela
aluna de doutorado Thais Bercot Teodoro e o professor Richard lan Samuels, da
UENF/CAMPOS-RJ. Para cada um dos dois isolados de fungo (Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana), foram utilizados 3 frascos de Erlenmeyer de 250
mL contendo 100 mL de meio de cultura Sabouraud Dextrose (SD) (SIGMA)
autoclavado a 120°C por 20 minutos. Em seguida, em camara de fluxo laminar, para
manipulacdo em ambiente estéril, em cada frasco contendo o meio de cultura estéril
foi inoculado 1 mL de suspenséo na concentracdo de 1x107 conidios/mL. Os frascos
foram mantidos em shaker orbital com 120 RPM, 27°C e fotoperiodo de 12/12h.
Apos 10 dias, os frascos foram retirados do shaker e levados a camara de fluxo
laminar para serem transferidos para tubos cénicos e centrifugados a 3000 RPM. O
liguido sobrenadante foi congelado e a massa micelial foi secada em estufa de
secagem a 27°C por 24 horas. ApOs a secagem, a massa micelial foi mantida em

geladeira.

3.1.1 Métodos utilizados na extracdo dos fungos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae para obtencéo dos extratos brutos

A extracao dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae foram
realizados em dois métodos diferentes de extracdo. Na primeira etapa foi realizada a
extracéo por filtracdo simples com algodao da massa micelial dos dois fungos com
etanol 99,8% P.A (Exodo). Na segunda etapa foi realizada a particédo liquido-liquido

da parte sobrenadante dos fungos com o acetato de etila.
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3.1.2 Filtracdo simples dos extratos brutos etandlicos

Inicialmente, as massas fungicas foram pesadas na balanca analitica e logo

apos cada uma foram colocadas separadamente em vidros Erlenmeyers de 100 mL.

Em seguidaforam adicionados 30 mL de Etanol 99,8% P.A (Exodo) em ambas as

vidrarias. ApGs esse procedimento, os erlenmeyers foram tapados com papel

aluminio e deixados por 7 dias (uma semana). Apés o aguardo de 7 dias, a massa

micelial dos fungos com o etanol foram filtradas por meio de filtro simples através de

um algodédo dentro de um funil, onde as partes filtradas dos dois fungos foram

dispensadas em vidros separados para cada fungo, ou seja, 2 vidros. Os dois vidros

com o meio filtrado foram colocados para secagem em ar comprimido na capela,

evaporando o etanol e ficando somente o extrato das massas miceliais dos fungos.

Figura 13: Filtracdo simples Figura 14: Ar comprimido
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Fonte:(https://www.professorinterativo.com.br/aval_on_line Fonte: Elaboragéo do autor.

/01_TICs/TIC_19/03_separacao_solidos_liquidos.html).
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3.1.3 Particéo liquido-liquido dos extratos brutos

Inicialmente, com a ajuda de uma estante, garra, proveta, béquer e funil de
particéo,foi realizado a separacédo de 300 mL de sobrenadante de B. bassiana e 300
mL M. anisopliae em triplicata, onde toda vez era adicionado 100 mL de acetato de
etila em ambas, agitava, deixava em repouso e separava a parte com o solvente. Os
liquidos eram despejados em vidrarias erlenmeyers separadas, tendo a finalidade de
separar a parte polar presente nos liquidos sobrenadantes dos dois fungos. Em
seguida foram colocados para secagem em ar sob presséo na capela, evaporando o
solvente e ficando somente a fracdo em acetato de etila dos sobrenadantes. O

liquido remanescente foi congelado.

Figura 15: Particéo liquido-liquido Figura 16: Ar comprimido
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Fonte: https://gmc.ufsc.br/organica/exp7/liquido.htm Fonte: Elaboracdo do autor.

3.2- Parasitos
Foram utilizadas promastigotas de Leishmania amazonensis, cepa LV78
(MPRO/BR/72/M184), isoladas de lesdes de camundongos. Foram mantidas por 48h
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em cultura a 26°C na incubadora (NT 703 INCUBADORA B.O.D - nova técnica) em
Meio Schneider (SIGMA) com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (HIFCS)
(Cultilab), penicilina (SIGMA) (100 Ul/mL) e estreptomicina (SIGMA) (100 ug/mL). Os

parasitos foramutilizados na fase estacionaria da cultura.

3.2.1 - Atividade anti-promastigota

Foram plaqueadas 2,0x10°/mL promastigotas de L. amazonensis em placas
de 96 pocos fundo chato na presenca de fragdes dos extratos etandlicos de B.
bassiana e M. anisopliae e das fracbes em acetato de etila B. bassiana e M.
anisopliae, nas concentracbes 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 pg/mL,
respectivamente. Como controle positivo foi utilizado a Anfotericina B a 10 uM
(SIGMA) em meio Schneider, e o controle negativo foram pog¢os néo tratados. Foram
incubadas por 48 horas a 26° C. A viabilidade das promastigotas foi analisada por
ensaio colorimétrico de MTT (SIGMA) e leitura em espectrofotbmetro (Molecular
Devices) a 570 nm. Resumidamente, ao final do experimento foi centrifugado a placa
por 10 minutos a 1750g, retirando o sobrenadante e logo apés 100 puL de uma
solucdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada po¢co apos a retirada do
sobrenadante. A placa foi deixada em repouso, ao abrigo da luz e a 26° C por 4
horas. Entdo, 100 pL de DMSO/poco foram adicionados e a leitura foi realizada
através espectrofotometria (570nm).

4. ANALISE ESTATISTICA

Para comparar as diferencas entre as médias das replicatas dos
experimentos, o teste T de Student ou a Andlise da Variancia (ANOVA) seguido pelo
teste de Tukey de mdultiplas comparacbes foram realizadas utilizando GraphPad
Prism 8.0.1.
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5. RESULTADOS

5.1 Rendimento dos extratos brutos obtidos dos fungos Beauveria bassiana e

Metarhizium anisopliae por filtragcdo simples em meio etandlico 99,8% P.A.

Para determinar o peso final da massa micelial de ambos fungos, foram
pesados os micélios em tubos conicos e descontado o peso dos tubos vazios. O

resultado pode ser visto na tabela 1.

Tabela 1: Pesagem da massa micelial dos fungos entomopatogénicos B.

Bassiana e M. anisopliae.

Fungos Massa Massa do Massa
entomopatogénicos micelial dos tubo total
fungos no conico obtida
tubo cénico vazio dos
fungos
B. bassiana 14,8980 g 13,3330 g =1,57g
M. anisopliae 16,3751 g 13,4155¢ = 2,969

Legenda: Pesagem da massa micelial dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.
anisopliae. Subtragdo entre a massa do tubo cdnico vazio e a massa micelial dos fungos no tubo

cbnico para obtengdo da massa total dos fungos.
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A massa micelial total obtida dos fungos foi macerada em etanol e incubada
por 7 dias. O material soltvel foi separado por filtracdo simples em papel de filtro e
colocado em dois frascos de vidro esterilizados. O extrato etandlico bruto foi
submetido a secagem em ar sob presséo para eliminacdo do etanol, obtendo, dessa
forma, o extrato bruto dos fungos (Fig. 11 e 12). O material seco foi pesado e

guardado em temperatura ambiente.

Tabela 2: Rendimento do extrato bruto etanélico dos fungos entomopatogénicos B. Bassiana

e M.anisopliae por filtrag&o simples.

Fungos
. Vidro Vidro com  Rendimento do extrato
entomopatogénicos
vazio extrato bruto bruto dos fungos
B. bassiana 22,21779g 22,3254 107,7 mg
M. anisopliae 22,5098¢g 22,7570 247,2 mg

Legenda: Quantificacdo do rendimento do extrato bruto etandlico dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae por filtracdo simples. Subtrac@o entre o vidro
com extrato bruto e o vidro vazio para obtencdo da massa total do extrato bruto dos fungos em

etanol.

Mediante a esses resultados, o rendimento da extracdo etanodlica obtida dos

fungos B.bassiana e M. anisopliae foram respectivamente 6,8% e 8,3%.
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Tabela 3: Célculo do rendimento dos extratos brutos etandlicos dos fungos

entomopatogénicos B.Bassiana e M. anisopliae.

Fungos entomopatogénicos

Célculo do rendimento dos

Extratos Etandlicos

peso micelial 100%
Formula do Calculo peso da fragdo seca------------------ X
B. bassiana 1,57 g ---------- 100% X= 6,8% de rendimento.
0,1077g ---------- X
M. anisopliae 2,969 ---------- 100% X= 8,3% de rendimento.
0,2472 g -------- X

Legenda: Calculo do rendimento dos extratos brutos etandlicos dos fungos entomopatogénicos B.

bassiana e M. anisopliae. Foi realizado um célculo da regra de trés, onde a massa total obtida dos

fungos correspondia a 100% e a massa total do extrato bruto etandlico dos fungos correspondia a

porcentagem de rendimento do extrato. Este calculo foi realizado para a obtencdo da porcentagem de

rendimento dos extratos brutos.

5.2 Rendimento da fracdo dos sobrenadantes obtidos dos fungos Beauveria

bassiana e Metarhizium anisopliae por parti¢cao liquido-liquido.

Foi realizada o fracionamento do sobrenadante da cultura dos fungos B.

bassiana e M. anisopliae através de particdo liquido-liquido em acetato de etila. O

material fracionado foi colocado em dois frascos de vidros separadamente, em
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seguida em secagem sob pressdo na capela, evaporando os solventes, ficando
somente a parte fracionada (Fig 13 e 14). Por fim, foiquantificado o peso das fracdes

obtidas e o célculo de rendimento da extragéo (Tabela 4 e 5).

Tabela 4: Pesagem das fragdes obtidas com acetato de etila dos fungos

entomopatogénicos B. Bassiana e M. anisopliae.

Massa do Massa do frasco Massa total das

Fungos
A frasco vazio com a fracéo fracdes dos
entomopatogénicos
obtida fungos
B. bassiana 29,8592 g 29,8730g 13,8 mg
M. anisopliae 31,1873 g 31,2091¢g 21,8 mg

Legenda: Quantificacdo das fragBes obtidas em acetato de etila dos fungos entomopatogénicos
B. bassiana e M. anisopliae por particdo Liquido-Liquido. Subtracdo da massa do frasco com a
frac&o obtida e a massa dofrasco vazio para obtencéo da massa total das fracdes dos fungos em

acetato de etila.

Mediante a esses resultados, o rendimento do fracionamento dos fungos em
acetato de etila do sobrenadante da cultura dos fungos B. bassiana e M. anisopliae

foram respectivamente: 0,004% e 0,007%. O liquido remanescente foi congelado.

36



Tabela 5: Calculo de rendimento das fracdes obtidas com acetato de etila dos fungos

entomopatogénicos B. Bassiana e M. anisopliae.

Célculo de Rendimento das fracdes obtidas
Fungos
n em Acetatode etila
entomopatogénicos

peso de sobrenadante ----------------- 100%
Formula do Calculo peso da fragio Seca---------------------- X
B. bassiana 300g ----------- 100% X= 0,004% de rendimento.
0,0138g---------- X
M. anisopliae 300g ----------- 100% X= 0,007% de rendimento.
0,0218 g --------- X

Legenda: Célculo do rendimento das fracGes em acetato de etila dos fungos entomopatogénicos
B. bassiana e M. anisopliae. Foi realizado um célculo da regra de trés, onde o sobrenadante
correspondia a 100% e a frac@o seca em acetato de etila dos fungos correspondia a porcentagem
de rendimento do extrato. Este célculo foi realizado para a obtencdo da porcentagem de

rendimentos das fragfes dos fungos em acetato de etila.

5.3 Atividade anti-promastigota de L. amazonensis da fracdo obtidas em
acetato de etila do sobrenadante da cultura dos fungos Beauveria bassiana e

Metarhizium anisopliae.
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Para verificar a atividade leishmanicida das fracdes em acetato de etila do

sobrenadante da cultura dos fungos B. bassiana e M. anisopliae foi realizado o teste

de atividade anti-promastigota de L. amazonensis conforme descrito no item 4.2. L.

Como controle positivo foi utilizado a Anfotericina B a 10 uM, e o controle negativo

foram pocos ndo tratados com apenas 0 meio e as promastigotas. A atividade

leishmanicida foi expressa através da porcentagem de inibicdo de crescimento dos

parasitos. As fracOes apresentaram atividades, a B. bassiana néo teve seu ICso bem

estabelecido pois o resultado deu como ambiguo, porém o M. anisopliae foi o extrato

que apresentou a melhor atividade leishmanicida com 1Cso 140,2 ug/mL (Fig 15).

Figura 17: Atividade anti-promastigota de L. amazonensis da fragdo obtida em acetato de etila

do sobrenadante da cultura dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae.
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Legenda: Atividade anti-promastigota de L. amazonensis da fragdo obtida em acetato

de etila do sobrenadante da cultura dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium

anisopliae. Promastigotas (2,0x10%/mL) de L. amazonensis foram incubadas com as

concentragdes indicadas dos extratos e Anfotericina B (10 mM) durante 48 horas a 26°

C.ApGs incubacdo, a viabilidade dos parasitos foi avaliada através de ensaio colorimétrico

de MTT. Média £ SEM referente a 3 experimentos independentes. *p<0.05, ****p<0.0001.
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5.4 Atividade anti-promastigota de L. amazonensis do extrato bruto etandlico

dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae

Para verificar a atividade leishmanicida do extrato bruto etandlico foi realizado
o teste de atividade anti-promastigotas de L. amazonensis conforme descrito no item
4.2. As concentracdes dos extratos utilizados no ensaio foram 160, 80, 40, 20, 10, 5,
2,5 e 1,25 pg/mL. O controle positivo utilizado foi a Anfotericina B a 10 uM, e o
controle negativo foram pocos néo tratados com apenas 0 meio e as promastigotas.
A atividade leishmanicida foi expressa através da porcentagem de inibicdo de
crescimento dos parasitos. Os extratos apresentaram atividades, porém seu ICsg ndo

foi bem estabelecido, pois os resultados deram ambiguos (Fig 16).

Figura 18: Atividade anti-promastigota de L. amazonensis do extrato bruto etandlico dos
fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae.
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Legenda: Atividade anti-promastigota de L. amazonensis do extrato bruto etandlico dos
fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Promastigotas (2,0x106/mL) de L.
amazonensis foram incubadas com as concentracBes indicadas dos extratos,
Anfotericina B (10 mM) durante 48 horas a 26° C. Apoés incubagéo, a viabilidade dos
parasitos foi avaliada através de ensaio colorimétrico de MTT. Média + SEM referente a

3 experimentos independentes. *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001.
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses sdo doencas endémicas principalmente nos paises com
clima tropical, como por exemplo, os paises da América do Sul. Dentre esses paises
0 Brasil continua sendo o pais que apresenta a maior taxa de letalidade (OPAS,
2021). Atualmente, os principais farmacos utilizados para o tratamento da
leishmaniose sédo anfotericina B, antimoniato de metilglucamina, pentamidina,
paromomicina e miltefosina (FOKOU et al., 2021). Costumam a serem administrados
por um grande periodo de tempo e, como consequéncia, 0s parasitas acabam
adotando varios mecanismos de resisténcia contra esses farmacos. Observa-se
baixa adesdo a terapia medicamentosa devido ao longo tempo de tratamento, por
apresentarem toxicidade e efeitos adversos que sao extremamente danosos para 0s
pacientes em tratamento (KAMMONA e TSANAKTSIDOU, 2021). Os produtos
naturais apresentam alternativas promissoras para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos através de seus compostos isolados. Servem muitas das vezes
como base para a preparagdo e desenvolvimento de derivados sintéticos, dando
origem a extratos que possuem metabdlitos secundarios, provenientes da interacdo
com o0 meio ambiente ou outras espécies. Em diversas literaturas ja foram descritos
gue os metabdlitos extraidos de produtos naturais apresentam atividade em
Leishmania spp., em suas formas evolutivas promastigota e amastigota (BEKHIT et
al., 2018; WAGENAAR, 2008).

Em um estudo, o efeito leishmanicida de quatro extratos brutos de fungos
endofiticos foram analisados contra as formas promastigotas
de L . amazonensis . Todos o0s extratos no estudo comecaram a apresentar
atividade leishmanicida impedindo a proliferacdo celular na concentracdo de 5
mg/mL em 24 h. Os extratos foram comparados ao Glucantime padrao utilizado (250
pug/mL) em 24h. Apos 96 e 168 horas, todos os extratos em todas as concentracdes
reduziram a proliferacao celular (ALVES et al., 2018)

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies fungicas na terra,

porém a maioria desses fungos ainda ndo foram identificados. A descricdo desses
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fungos € de suma importancia, pois além da ampliacdo da aglomeracédo micoldgica e
da descoberta da biodiversidade microbiana, espera-se que esses organismos
possam ser promissores para estudar as questdes da medicina, agricultura, entre
outros (TAKAHASHI et al., 2017).

Neste estudo realizado foram utilizados os extratos brutos dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae. O produto obtido na fracdo em
acetato de etila do sobrenadante da cultura de M. anisopliae apresentou melhor
atividade leishmanicida, com concentragdo inibitoria (ICso) de 140,2 pg/mL. Os
outros trés extratos testados apresentaram atividade leishmanicida, porém, apenas
nas concentracdes mais altas, de 160 e 80 pg/mL. Nesses casos néo foi possivel
definir o ICso nos testes realizados, pois a analise estatistica se apresentou ambigua.

A extracao consiste em uma técnica fisico-quimica de transferéncia de massa
através do contato dessa massa que possui soélidos soluveis e volateis, com
solventes. Varios fatores devem ser considerados para a escolha do método,
incluindo origem do extrato, seletividade, tempo e recursos disponiveis. (NEWMAN e
CRAGG, 2016). Primeiramente foi realizada a extracdo da massa micelial dos
fungos por filtracdo simples com etanol para a obtencé@o do extrato etandlico bruto.
Na sequéncia, foi feita a particdo liquido-liquido do sobrenadante da cultura dos
fungos, com o solvente acetato de etila para a obtencéo das fracdes dos fungos. Ao
final dessas etapas foram obtidos as massas e o0 rendimento do extrato etandlico
bruto (micelial) e a fracdo em acetato de etila (sobrendante). O rendimento da
extracdo etanodlica da massa micelial obtida das espécies B.bassiana e M. anisopliae
foi respectivamente 6,8% (107,7 mg peso final) e 8,3% (247,2 mg de peso final). Nas
fracOes em acetato de etila secretados no sobrenadante das culturas o rendimento
foi mais baixo, respectivamente 0,004% (13,8 mg de peso final) e 0,007% (21,8 mg
de peso final). Dos extratos brutos dos fungos entomopatogénicos testados, todos
eles apresentaram atividade leishmanicida na espécielLeishmania amazonensis. Dos
extratos e fracdes testadas, quando comparados em qual se obteve uma melhor

atividade, um se sobressaiu, sendo ela a fracdo em acetato de etila obtida dos
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produtos secretados na cultura de M. anisopliae, com concentracéo inibitoria média
(ICs0) de 140,2 pg/mL. O fato de que existem substancias secretadas por M.
anisopliae com atividade leishmanicida sugere que a infeccdo de flebotomineos
pode ser uma estratégia para o controle microbiologico da infec¢do do inseto vetor,
principalmente em regiées endémicas. Além disso, na literatura encontramos outros
extratos de outros fungos que apresentaram atividade leishmanicida, como o extrato
etandlico de Croton blanchetianus, que apresentouatividade anti promastigotas de L.
amazonensis, reduzindo a viabilidade do parasito, tendo sua ICso 73,6 pg/mL
(PEREIRA et al., 2020). Em outro estudo, extratos brutos (CH, CD/Ete CEA) obtidos
das folhas de Citrus sinensis apresentaram atividade anti promastigota em L.
amazonensis, onde o CH, CD/Et e CEA apresentaram ICso de 25,91 + 4,87, 54,23 +
3,78e 62,74 +£ 5,04 ug/mL, respectivamente (GARCIA et al., 2017).

Os resultados obtidos aqui s&o promissores, principalmente considerando que
ndo h& estudos de fungos entomopatogénicos relacionados com atividade
leishmanicida. Entretanto, h& estudos que demonstram a atividade destes fungos em
outros protozoarios. A infeccdo por Metarhizium anisopliae causa a reducdo da
reproducdo de Trypanosoma congolense no vetor Glossina fuscipes fuscipes
diminuindo sua capacidade de adquirir ou transmitir o parasita. No estudo, as
moscas foram alimentadas com sangue infectado por T. congolense por 2 horas e
depois infectadas com tecido de tapete de veludo impregnado comconidios cobertos
dentro de um tubo cilindrico de plastico por 12h. As moscas controle foram
alimentadas com sangue infectado por T. congolense, mas nao expostas ao
tratamento fungico através do tecido do tapete dentro de um tubo cilindrico de
plastico. Os insetos foram dissecados 2, 3, 5 e 7 dias pés-exposicdo fungica e a
densidade de parasitas quantificada. A carga parasitaria diminuiu de 8,7x10" no dia
2 para entre 8,3x10* e 1,3x10° T. congolense mL™ %, no 3° dia ap6s exposicdo ao
fungo em grupos de moscas tratadas com fungos (WT e GZP-1). Quando as moscas
de T. congolense infectadas foram expostas a qualquer uma das cepas fungicas,

elas ndo transmitiram o parasita aos camundongos, enquanto as moscas do
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tratamento controle permaneciam capazes de transmitir o parasita. Além disso,
moscas inoculadas com M. anisopliae que se alimentaram de camundongos
infectados com T. congolense n&o foram capazes de adquirir os parasitas 4 dias
apos a exposicdo ao fungo, enquanto a aquisicdo do parasita foi observada no
tratamento controle durante o mesmo periodo (WAMITI et al., 2018).

Em outros casos, ha estudos sobre a atividade inseticida e antimicrobiana dos
fungos entomopatogénicos. Em um estudo, vimos que foi avaliado a atividade
enzimatica extracelular de fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae e seu potencial de patogenicidade como agente de
biocontrole contra moscas brancas, Bemisia tabaci e Trialeurodes vaporariorum
(Hemiptera: Aleyrodidae) na Etiopia. Os dados mostraram que o0s isolados de
Beauveria bassiana AAUMB-29, AAUMFB-77 e AAUEB-59 geraram as maiores
atividades de quitinase (ElI = 3,41), lipase (El = 4,45) e protease (El = 5,44),
respectivamente. O estudo de patogenicidade de isolados em ninfas e adultos de
mosca-branca indicou variagdo significativa com mortalidade variando de 71,67 a
98,33% e 60 a 100% contra ninfas de Bemisia tabaci e Trialeurodes vaporariorum
respectivamente.A mortalidade de adultos ficou entre 58 e 94,27% contra B. tabaci e
59,03 a 95,37% contra T. vaporariorum. Os compostos isolados AAUMB-29,
AAUMFB-77 e AAUDM-43 foram os mais virulentos, com valores de LCso de
2,7x10% 5,3x10* e 5,4x 10* conidios/mL contra ninfas de B. tabaci, e com valores de
LCso 6,8x10* , 8,2 x10% e 7,2x10* conidios/ml contraninfas de T. vaporariorum ,
respectivamente. A B. bassiana AAUMB-29, B. bassiana AAUMFB-77 e M.
anisopliae AAUDM-43 induziram a maior mortalidade de mosca branca do que
outros isolados (GEBREMARIAM et al., 2022). Em outro estudo, vimos que foi
avaliado a atividade antibacteriana dos extratos de Xenorhabdus e Photorhabdus
isolados de nematdides entomopatogénicos contra bactérias resistentes a
antibidticos. Quatroisolados de extratos de Xenorhabdus e Photorhabdus mostraram
eficacia contra muitas bactérias resistentes a antibioticos, porém o Photorhabdus

luminescens subsp. akhurstii (bSBR 36.2 _TH) apresentou o maior efeito inibitério
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em S. aureus estirpe PB36 (MRSA), comparado com os isolados bacterianos
testados. Descoberta de suma importancia para o desenvolvimento de um novo
medicamento antimicrobiano através de recursos naturais (MUANGPAT et al.,
2020).

Os extratos avaliados neste trabalho apresentaram atividade anti-
promastigota, em especial a fracdo obtida do material secretado no sobrenadante da
cultura de M. anisopliae.E importante dar prosseguimento aos experimentos relativos
ao subfracionamento, atividade anti-amastigota, testes de seletividade e avaliacao
do mecanismo de acao, principalmente devido aos trabalhos na area que indicam
serem promissores as espécies fungicas M. anisopliae e B. bassiana no controle da
transmissao de diversos agentes etioldgicos de zoonoses de importancia médica no

Brasil.

7. CONCLUSAO

Foi observada a atividade toxica em promastigotas de L. amazonensis tanto
nos extratos da massa micelial quanto na fracéo obtida do sobrenadante em ambas
as espécies fungicas testadas. No entanto, a fragdo do material secretado na cultura
da espécie M. anisopliae apresentou maior atividade leishmanicida. A extracdo dos
fungos entomopatogénicos B. Bassiana e M. Anisopliae estudados foram realizados
com sucesso. Os testes realizados indicam que estas espécies fungicas podem ser
fonte de produtos bioativos com atividade leishmanicida, sendo necessarios mais
estudos de subfracionamento, toxicidade em células de mamiferos e atividade anti-
amastigota. Além da determinacdo do mecanismo de acdo de possiveis substancias

isoladas.
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