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RESUMO

As leishmanioses acometem mais de 12 milhbes de pessoas no mundo,
principalmente em paises da América Latina, sobretudo populagfes com acesso
precario a infraestrutura. A terapéutica atual empregada para estas doencas dispde
de poucas opcdes e com elevada toxicidade, portanto, torna-se necessaria a busca
por novos farmacos antileishmaniais, sendo as fontes naturais uma fonte inesgotavel
de metabdlitos bioativos. Neste sentido, este projeto buscou substancias presentes
em macroalgas e fungos endofiticos associados provenientes do continente
Antartico que possuam atividade leishmanicida. Coletas algais foram realizadas
durante o verdo austral na missdo XXXIII pelo Proantar, sendo obtidos extratos e
fungos endofiticos associados as algas Ascoseira mirabilis e Cystosphaera
jacquinotii. Os extratos hexanicos e etandlicos das algas apresentaram atividade
leishmanicida, sendo o0s extratos hexanicos de ambas, escolhidos para
fracionamento e caracterizacdo quimica. O fracionamento levou a quatro fracdes, as
quais apresentaram atividade igual ou superior a observada no extrato. As fracdes
F3 e F6 do extrato hexénico da alga A. mirabilis foram analisadas por CLAE-EM,
CLAE-DAD e RMN de 'H e, posteriormente, sub-fracionadas. Verificamos a
presenca do diisobutilftalato como constituinte majoritario destas fracées, sendo que
a presenca desta substancia também foi observada na subfracdo AmF6.2, obtida a
partir de F6, podendo ser esta responsavel pela atividade leishmanicida observada.
Foram isolados cinco fungos endofiticos, sendo dois associados a alga A. mirabilis e
trés, a alga C. jacquinotii. Estes microrganismos foram cultivados em meio sélido e
seus extratos testados quando a atividade leishmanicida. Um dos extratos
apresentou bioatividade, sendo entdo, fracionado. As fracbes F5 e F6 que ainda
apresentavam atividade, foram sub-fracionadas, sendo identificada a subfracéo
FeF6.2 com a atividade antiparasitaria. O fungo produtor de metabdlitos bioativos
leishmanicida AmpdbaMI2 foi identificado como pertencente ao género Aspergillus,
tratando-se do primeiro registro deste fungo associado a macroalga A. mirabilis.

Palavras chave: Ascoseira mirabilis. Cystosphaera jacquinotii. Fungos endofiticos.
Leishmania amazonensis.



ABSTRACT

Leishmaniasis affects more than 12 million people worldwide mainly in countries of
Latin America, especially in populations with precarious acces to health and
infrastructure. The current therapy for these diseases has few drug options, which
present several drawbacks inluding high toxicity; thus, is mandatory the search for
new antileishmanial drugs. For this, natural sources are promissor due to their great
diversity and huge number of potential bioactive metabolites. Therefore, this project
aimed to identify antileishmanial substances present in antartic macroalgae and their
associated endophytic fungi. The algae here analysed were collected during the
austral summer at Proantar mission XXXIII. Extracts from the species Ascoseira
mirabilis and Cystosphaera jacquinotii were obtained as well as from their endophitic
fungi. The hexanic and ethanolic extracts from the algae showed leishmanicidal
activity. We have chosen the hexanic fraction to start further characterization of the
analysed bioctive extracts. Fractionation of hexanic extract led to four fractions that
presented superior or equal activity when compared to that observed in the extract.
The most active fractions of A. mirabilis, F3 and F6, were analyzed by HPLC-MS,
HPLC-DAD and 'H NMR and then sub-fractionated. We observed the presence of
diisobutyl phthalate as their major constituent, as well as in the sub-fraction AmF6.2
obtained from F6, which might be related to the observed leishmanicidal activity. Two
endophytic fungi were obtained from A. mirabilis and three, from C. jacquinotii. The
endophytic fungi were grown in solid medium and their extracts tested for
leishmanicidal activity. Only one extract obtained from the fungi AmpdbaMI2 showed
bioactivity and its fractions F5 and F6 and subfraction FeF6 kept its bioactivity. The
fungus responsible for the antiparasitic activity was molecular identified as belonging
to the genus Aspergillus, which is the first record of this fungus associated to the
macroalgae A. mirabilis.

Key words: Ascoseira mirabilis. Cystosphaera jacquinotii. Endophytic fungi.
Leishmania amazonensis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Negligenciadas

As doencas negligenciadas sédo doencas infecciosas que recebem esse nome
por atingir populacdes com pouco acesso as condi¢cdes béasicas de saude, bem
como pelo pouco interesse do setor farmacéutico para a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos (MONGUI et al., 2015). S&o caracterizadas por
ocorrerem com frequéncia maior nos trépicos, sendo muitas vezes denominadas de
Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) (HOTEZ et al., 2007).

Atualmente séo classificadas como negligenciadas 17 doencas, dentre estas
as leishmanioses que sao um importante problema de salde publica e que serdo
abordadas neste trabalho (MONGUI et al., 2015; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS,
2016). Este conjunto de doencas como o proprio nome diz € negligenciado por parte
do setor farmacéutico e o tratamento disponivel, em alguns casos, é realizado com
medicamentos desenvolvidos ha décadas, que apresentam toxicidade e efeitos
colaterais indesejados, o que dificulta o tratamento; além disso, ha baixa eficacia,
sendo relatado o surgimento de cepas resistentes as terapias atuais
(GARCHITORENA et al., 2017; HOTEZ; AKSOY, 2017). Neste sentido € de extrema
importancia a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos antileishmaniais.
Desta forma, este projeto buscou a triagem e caracterizacdo de novas substancias
bioativas para o combate das leishmanioses, mais precisamente contra a forma
cutdnea causada pela espécie Leishmania amazonensis, a partir de extratos,
fracbes e substancias isoladas de macroalgas e fungos endofiticos associados

provenientes do continente Antartico.

1.1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por mais de 20 espécies de
protozoarios flagelados da familia Trypanossomatidae, ordem Kinetoplastida do
género Leishmania, transmitidas pelas fémeas de insetos flebotomineos (ALMEIDA,
et al., 2003; WHO, 2015). O género Leishmania é dividido em dois subgéneros, o

Leishmania e Viannia, ambos desenvolvem-se no intestino do inseto vetor enquanto
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na forma promastigota, o que as diferencia é que as espécies de L. Leishmania sdo
encontradas na parte anterior do tubo digestivo, enquanto que as espécies de L.
Viannia se desenvolvem na parte posterior do tubo digestivo do inseto. Ao entrar em
contato com o hospedeiro mamifero, cada espécie dos diferentes subgéneros
desencadeia manifestacdes clinicas diversas (FRAGA et al., 2010).

Embora as leishmanioses ocorram principalmente na América Latina e Africa,
estas doencas também afetam populacdes marginalizadas da Europa e Asia,
estando distribuidas em 98 paises, atingindo cerca de 12 milhdes de pessoas no
mundo e colocando em risco aproximadamente 350 milhdes (ALVAR et al., 2012);
estima-se de 900.000 a 1,3 milh&o de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes anuais
(LOHARIKAR et al., 2017). Nas Américas sdo detectados anualmente, em média,
60.000 casos de leishmaniose cutanea (LC) e 4.000 casos de leishmaniose visceral
(LV) (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea e visceral no mundo.

I:I Paises que ndo apresentam alta
carga para LC ou LV

- Paises com alta carga para LV

I:I Paises com alta carga para LC

Fonte - Adaptado de Loharikar et al. (2017).

De acordo com Karagiannis-Voules e colaboradores (2013) foi constatado que
no Brasil as estratégias para o controle da doenca ndo foram modificadas durante os
altimos 60 anos, 0 que explica o fato de a incidéncia no pais ser tdo alta até o ano
de 2010 com taxa de incidéncia (por 10.000 habitantes) acima de 15 para LC e 0,6
para LV (KARAGIANNIS-VOULES et al.,, 2013). A partir de 2010 o Sistema
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Informacédo de Agravos e Notificacdo (SINAN), 6rgéo ligado ao Ministério da Saude,
implantou medidas mais efetivas, porém facultativas aos estados e municipios, para
coleta de dados de morbidades. (SISTEMA..., 2016). No caso das leishmanioses o
resultado foi satisfatorio (Figuras 2 e 3), uma vez que o banco de dados é
alimentado regularmente com casos notificados pelo pais, facilitando o
monitoramento e combate a doenca.

Os dados obtidos pelo SINAN mostram que antes de 2010 os casos
confirmados para LC ndo passavam de 3000 e, apOs este ano, houve um aumento
significativo para 27000 casos confirmados em 2012. Para a LV, apo6s 2010,
observou-se um aumento relevante no nimero de casos, com O maior registro em
2011.

Figura 2 - Namero de casos confirmados da leishmaniose cuténea no Brasil entre os anos 2010 e
2015.
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Figura 3 - Namero de casos confirmados da leishmaniose visceral no Brasil entre os anos 2010 e
2015.
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Apesar de ser um importante problema de salde publica em situacfes
comuns de infeccdo, as leishmanioses ganham ainda mais atencdo quando sao
relatadas em pacientes portadores do virus HIV, o que pode aumentar a
vulnerabilidade do paciente a doenca, podendo aumentar o desafio para tratamento
dos pacientes com as poucas opcdes terapéuticas disponiveis (LINDOSO, et al.,
2016). S&o mais comumente relatados casos de co-infeccdo com LV e menos
frequentes com a LC, porém ha relatos de visceralizacdo da LC em pacientes
imunocomprometidos com HIV; em torno de 7% dos casos ocorrem na regidao do
Mediterraneo, com prevaléncia crescente nos Gltimos anos. Na india, por exemplo,
aumentou de 0,88% nos anos 2000 para 2,18% em 2006. No Brasil a incidéncia
aumentou de 0,7% em 2001 para 8,5% em 2012 (MARTINS-MELO et al., 2014;
LINDOSO, et al., 2016). A Figura 4, mostra a evolugéo dos casos de co-morbidades
LV e AIDS no Brasil, onde é possivel observar um elevado nimero de casos na
Regido Nordeste, com mais de 100 casos confirmados em 2015. N&o foram
identificados casos de notificacdo para co-infecgcdo LC + AIDS no banco de dados do
SINAN.
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Figura 4 - Numero de casos confirmados de co-morbidade LV e AIDs no Brasil entre os anos de 2009
e 2015.

200+

2009
§ 150 4 B3 2012
< 2 B3 2013
7
= ; O 2014
S 100+ é 72 2015
o 2
2
g 07 2
O g g
O 2 g
&
Q~®

Fonte - Autor

As leishmanioses possuem um amplo espectro de manifestacdes clinicas que
variam em funcdo da espécie de Leishmania envolvida, do estado imunoldgico do
hospedeiro e presenca de co-morbidades (PELISSARI et al., 2011; HANDLER et al.,
2015). A LC é caracterizada por feridas ulcerativas expostas pelo corpo do paciente;
na leishmaniose mucocutanea (LMC) sao detectadas Ulceras destrutivas nas
mucosas do individuo infectado e, na LV, forma mais grave da doenca, é observada
hepatoesplenomegalia, podendo levar o individuo a morte se ndo tratada
corretamente (Quadro 1; Figura 5) (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015; WHO, 2015).
No Brasil, € mais comum a manifestacdo cutédnea da doenca causada pelas
espécies Leishmania braziliensis, Leishmania. guyanensis e Leishmania.

amazonensis (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; SINGH, SUNDAR, 2014).



Quadro 1 - Espécies de Leishmania encontradas em humanos.

Subgénero L. Leishmania

Velho mundo

L. Leishmania L. Viannia

L. aethi6pica

L. donovani L. infantum
L. major -
L. infantum L. tropica
L. donovani
Novo mundo L. amazonensis L. braziliensis
L. killicki
L. infantum L. garnhami L. lainsoni
L. pifanoi L. colombiensis
L. mexicana L. guayaniensis
L. venezuelensis L. panamensis
L. infantum L. peruviana
Tropismo Visceral Cutanea

Cutanea

Fonte: Adapatado de Handler et al., 2015, Sundar e Chakravarty, 2015
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L.Leishmania

L. braziliensis

L. panamensis

L. major

Mucocutanea

Velho mundo: Paises da Europa, Africa e Asia. Novo Mundo: Paises da América e Oceania.
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Figura 5 - Manifestag¢@es clinicas das leishmanioses em humanos.

Na Figura A é possivel observar Ulcera destrutiva com bordas elevadas na pele causada pela LC, na
Figura B paciente Ulceras destrutivas nas mucosas caracteristicas da LMC e na Figura C, é
observado paciente com LV apresentando hepatoesplenomegalia. Fonte: Teixeira et al., 2007.

A doenca é transmitida por fémeas de insetos do género Phlebotomus (Velho
Mundo) ou Lutzomyia (Novo Mundo) que ao picar o hospedeiro mamifero, inoculam
promastigotas, que sédo formas alongadas com flagelo externalizado (DESJEUX,
2004). Estas caem na corrente circulatoria e, entdo, sdo fagocitadas por células de
sistema fagocitico mononuclear, principalmente macrofagos, diferenciando-se a
amastigotas, que sao formas arredondadas e com flagelo internalizado, as quais se
multiplicam por divisdo binaria causando rompimento celular e infectando novas
células (KAYE; SCOTT, 2011). Durante o repasto sanguineo, o inseto, por sua vez,
contamina-se ao ingerir células parasitadas por amastigotas, e dentro do tubo
digestorio do inseto se transformam em promastigotas, completando o ciclo de vida
(Figura 6) (KILLICKKENDRICK, 1990).
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Figura 6 - Ciclo de vida do parasito Leishmania no inseto (flebotomineo) e no hospedeiro vertebrado.
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Formas promastigotas de Leishmania diferenciam-se no inseto flebotomineo em promastigotas
metaciclicas infecciosas. Durante repasto sanguineo, o inseto regurgita as fomas metaciclicas, que
sédo fagocitadas principalmente por macrofagos. Os promastigotas diferenciam-se em amastigotas
aflagelados, as quais sofrem replicacdo dentro das células hospedeiras, que se rompem quando ha
amastigotas em excesso, espalhando a infec¢cdo para novas células fagocitarias. O ciclo de
transmissdo é completo quando os fagécitos infectados sédo capturados por outro flebotomineo.
Fonte: Adaptado de CDC (2017).

1.1.2 Tratamento

As terapias disponiveis para o tratamento das leishmanioses estdo longe do
ideal, uma vez que sao pouco eficazes apresentando elevada toxicidade, e alto
custo em alguns casos (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). Além disso, ainda &
bastante pontual o investimento e desenvolvimento de novos farmacos para as
doencas negligenciadas, como as leishmanioses, devido a pouca atencdo dada no
ambito do setor publico e farmacéutico (ZUCCA; SCUTERA; SAVOIA, 2013).

O tratamento convencional dispde de poucos farmacos, 0s quais sao bastante
toxicos e de baixa tolerabilidade (Quadro 2). Os antimoniais pentavalentes (Figura 7)
antimoniato de meglumina e estibogluconato de sodio sao utilizados como
medicamentos de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses (CROFT,;
OLLIARO, 2011). Foram desenvolvidos em 1912 por Gaspar Viana e estao

disponiveis no mercado h mais de 70 anos, com mecanismos de a¢do ainda pouco
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compreendidos e varios efeitos colaterais como cefaleia, febre, vomitos e nauseas,
também possuem restricdes a mulheres gravidas, idosos e individuos com doenca
cardiaca, doenca renal ou alteracdes hepaticas (LINDOSO et al., 2012).

Os antimoniais pentavalentes atuam como pro-farmacos, devido a clivagem
do composto pentavalente para trivalente no interior do macréfago. Estes interferem
na bioenergética das formas amastigotas de Leishmania, inibindo a glicolise e
oxidacdo de acidos graxos, entretanto, outros mecanismos ainda nao
compreendidos podem estar envolvidos (SINGH, SUNDAR, 2014). O tratamento
recomendado € de 20 mg/Kg/dia com administracdo intravenosa ou intramuscular
em um periodo de 3 a 4 semanas, com taxa de cura acima de 90% no Brasil,
enquanto na india, Nepal e Bihar a taxa de falha fica em torno de 60% (LINDOSO et
al., 2012; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

Os farmacos de segunda escolha incluem a anfotericina B, paromomicina,
pentamidina e miltefosina (Figura 7). Originalmente a anfotericina B € um antibiotico
poliénico derivado de uma cepa de Streptomyces nodosus, esta foi desenvolvida
para combater doencas fangicas, porém mostrou-se bastante eficaz contra formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania (GONTIJO; CARVALHO, 2003; RATH
et al., 2003). A anfotericina B convencional é bastante tdxica com varios efeitos
colaterais como febre, vomitos, anemia e problemas cardiacos. No entanto, foram
desenvolvidas formulag@es lipidicas para tentar minimizar os efeitos colaterais (NO,
2016).

Atualmente existem trés formulac¢des, a anfotericina B lipossomal, mais cara
que a tradicional, porém com meia-vida circulante mais curta e menos téxica; a
dispersédo coloidal de anfotericina e complexo lipidico de anfotericina B (ALMEIDA,
L. etal., 2017; LINDOSO et al., 2012; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012)

O mecanismo de acdo da anfotericina B e suas formulac¢des lipidicas pode
estar relacionado com a inibicdo da ligagdo da Leishmania ao macroéfago,
consequéncia da ligacdo do farmaco com o ergosterol, causando danos a
membrana plasmatica do parasito (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). O tratamento
recomendado € de 1mg/Kg/dia com aplicacédo intravenosa ou intramuscular, o que

exige internacao do paciente (PELISSARI et al., 2011).
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Figura 7 - Estruturas quimicas dos farmacos empregados atualmente no tratamento das
leishmanioses.
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Fonte: Almeida et al., 2017; Santos et al., 2008.

A pentamidina foi sintetizada em 1930 e utilizada primariamente contra
Tripanossoma spp.; seu uso vem diminuindo devido ao aumento do insucesso no
tratamento, bem como devido sua toxicidade que pode causar diabetes melitus
dependente de insulina (BRAY et al., 2003; NO, 2016). Seu mecanismo de acao
esta envolvido com modificagbes na sintese de DNA do parasito, alterando a
morfologia do cinetoplasto e fragmentacdo da membrana mitocondrial, sendo
recomendada a dose de 4 mg/Kg/dia com administracdo intramuscular (GOTO;
LINDOSO, 2010).

O antibiético paromomicina vem sendo utilizado desde os anos 60,
inicialmente contra LC, mais tarde em 2006 passou a ser utilizado no tratamento da
LV. Este farmaco atua inibindo a sintese proteica, sendo administrado por via topica
(tratamento da LC) ou parenteral (tratamento da LV) na dose de 11mg a 15/Kg/dia
(BARRETT; CROFT, 2012).
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A miltefosina foi desenvolvida no final dos anos 80 com finalidade
antineoplésica e foi o primeiro farmaco aprovado para uso oral no tratamento das
leishmanioses. Ele atua interagindo com a membrana celular do parasito por
modulacao de receptores da superficie celular, metabolismo de inositol e ativacéo de
fosfolipase, causando a morte celular do tipo apoptose no parasito (SEIFERT,;
CROFT, 2006; SINGH, SUNDAR, 2014).



Quadro 2 - Farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses, limitac8es associadas e possiveis mecanismos de acao.

Farmaco Administracao
Antimoniais pentavalentes: Parenteral
estibogluconato de sédio
(Pentostan®) e antimoniato de
meglumina (Glucantime®)
Anfotericina B (Fungizone®) Intravenosa
Anfotericina B lipossomal Intravenosa

(AmBisome®)

Topica paraLC e
parenteral para LV

Paromomicina

Miltefosina Oral

Pentamidina Intramuscular

Sitamaquina Oral

Eficacia
80-90%
(50% Bihar, India)

>95%

>96%

>95%

85-95%

70-80%

Fonte: Almeida et al., 2017; Singh; Sundar, 2014; Sundar; Chakravarty, 2010.

Mecanismo de acao
E convertido para a forma Sb"' no
macrofago, é esta forma
trivalente que inibe a tripanotiona
redutase e expde o parasita ao
estresse oxidativo do hospedeiro
Apresenta afinidade pelo
ergosterol, formando poros que
aumentam a permeabilidade da
membrana causando a morte
celular
Mecanismo de acao idéntico ao
da anfotericina, porém o farmaco
€ liberado diretamente no
macréfago
Inibe a sintese proteica em
bactérias, em L. donovani diminui
0 potencial de membrana
mitocondrial em formas
promastigotas
Associado a biossintese de
fosfolipidos e ao metabolismo de
alquil-lipidos em Leishmania

Interfere na sintese do DNA e

modifica a morfologia do
cinetoplasto

Nao conhecido

Problemas associados
Pancreatite, arritmias
cardiacas, resisténcia

adquirida no subcontinente
indiano

Requer hospitaliza¢do, pode
causar febre, dor, hipocalemia
e nefrotoxicidade

Alto custo, em torno de 3
vezes mais caro

Ototoxicidade, eritema}, dor e
falta de eficacia na Africa
Central

Potencialmente teratogénico,
vomito e diarréia com
toxicidade hepética e renal
ocasional
Efeitos secundarios
gastrointestinais, cardiacos,
arritmias, hipotenséo,
pancreatite e
diabetes mellitus dependente
de insulina
Efeitos renais adversos, dor
abdominal e vémito
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A combinacdo de farmacos para diminuir o tempo de tratamento, efeitos
colaterais e eficacia, vém sendo utilizada (BARRETT; CROFT, 2012). As iniciativas
em curso concentram-se principalmente em dois esquemas terapéuticos: antimonial
pentavalente associado a paromomicina ou anfotericina B, com a miltefosina
(ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2017). No Brasil, o Ministério da Saude preconiza a
utilizacdo de antimoniais pentavalentes e anfotericina B para o tratamento das
leishmanioses, sendo o antimoniato de meglumina o farmaco de primeira escolha
(BRASIL, 2007).

O aumento na taxa de resisténcia in vitro e in vivo aos farmacos disponiveis
devido a exposi¢éo intermitente, o numero limitado destes, assim como o seu efeito
toxico associado, bem como o aumento no niumero de casos de LV em pacientes
portadores do virus HIV torna indispensavel a busca por novos farmacos para o
tratamento das leishmanioses (SANTOS, et al, 2008; SINGH; SUNDAR, 2014).

1.2 Produtos Naturais como fonte de novos compostos antileishmaniais

Varias frentes de estudo para o desenvolvimento de novos farmacos
antileishmaniais vem sendo adotadas, dentre elas, os produtos naturais (PNs). Estes
mostram-se uma via promissora para esta finalidade, exibindo diferentes pesquisas
publicadas com moléculas isoladas de vegetais e microrganismos (SANTOS, A. et
al., 2010; SANTOS, V. et al.,, 2012; SANTOS, V. 2013; TORRES et al., 2014b;
FUNARI et al., 2016). Os PNs sao utilizados pelo homem h& muito tempo para a
cura de enfermidades com varios farmacos desenvolvidos e atualmente, em
desenvolvimento a partir de produtos naturais, os quais sdo a principal fonte de
novas moléculas bioativas para a industria farmacéutica. Uma imensa variedade de
metabolitos secundarios, isolados de plantas, animais ou microrganismos sao a
base para farmacos contemporéneos contra as mais diversas enfermidades, dentre
elas as doencas negligenciadas (BARREIRO; BOLZANI, 2009; CRAGG; NEWMAN,
2013)

De acordo com Gu e colaboradores (2013) e Harvey e colaboradores (2015)
cerca de 30% dos medicamentos aprovados pela agéncia norte-americana que

regula a aprovacdo de novos medicamentos Food and Drug Administration (FDA),
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entre 1981 e 2010 foram baseados em pequenas moléculas de PNs ou derivados
diretos. As colecbes de PNs apresentam uma vasta gama de farmacéforos e um
elevado grau de estereoquimica o que auxilia na especificidade e seletividade que
estas substancias apresentam para alvos celulares relacionados a doenca em
estudo (GU et al.,, 2013; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Um exemplo
classico de PN que serviu como molde para um dos medicamentos mais utilizados
no mundo foi a morfina, isolada pela primeira vez em 1804 a partir do 6pio obtido da
planta Papaver somniferum, que inspirou uma nova classe de hipoanalgésicos com
emprego mais seguro e efetivo (NEWMAN, CRAGG, SNADER, 2003).

Segundo Newman e Cragg (2016) em um levantamento realizado sobre o0s
farmacos derivados de PNs de 1981 a 2014, foi constatado que boa parte das
moléculas investigadas se tornaram novos farmacos, em alguns casos, como 0S
compostos anticancer, cerca de 49% dos farmacos disponiveis sdo ndo sintéticos,
derivados diretamente de PNs. Para doencas parasitarias foi constatado nesse
periodo 16 novas entidades quimicas candidatas a novos farmacos e 15 farmacos
disponiveis comercialmente sdo derivados diretamente ou foram sintetizados a partir
de PNs, sendo o ultimo lancado em 2014 (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Ao longo da histéria, uma grande variedade de medicamentos foi
desenvolvida a partir de vegetais superiores, devido principalmente, a sua
acessibilidade. Contudo, embora grande diversidade seja observada no ambiente
terrestre € no ambiente marinho que se encontra a maior diversidade biolbgica,
concentrando 34 dos 36 filos existentes, com cerca de 300.000 espécies de fauna e
flora descritas (CARDOZO et al., 2007). Nos ultimos 50 anos mais de 20.000 PNs
foram descobertos, com as mais diversas aplicabilidades que védo desde
antimicrobianos, a imunomoduladores e antidiabéticos, isso pode ser atribuido ao
grande campo de exploracdo, que vao de algas, fungos até os proprios animais
marinhos, tornando o ambiente marinho uma fonte de destaque em PNs (CARDOZO
et al., 2007; MAYER et al., 2013).

1.2.1 Algas

Entre os organismos que compdem a flora marinha, as algas sdo descritas

como organismos simples, uni ou pluricelulares, que contém clorofila, divididas em
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dois grandes grupos: as macroalgas, que se distribuem pela zona litoranea,
incluindo as algas vermelhas (Rhodophyta), verdes (Chlorophyta) e marrons
(Phaeophyta); e as microalgas, encontradas pela zona litoranea e préximas ao fundo
oceanico (zona bentbnica) (GRESSLER et al., 2011). Dentre as macroalgas, as
algas pardas sdo as que possuem a maior descricdo de metabdlitos bioativos, os
quais podemos citar, compostos fendlicos, acidos graxos e terpenos (LAUS, 2001,
PEREIRA; OLIVEIRA; SUDATTI, 2011).

As macroalgas diferem-se entre si por varias caracteristicas, as Rhodophytas
apresentam clorofila a, a qual é responséavel por conferir a coloracéo verde, porém
mascarada pela presenca do pigmento ficobilina, conferindo a coloracdo vermelha a
esta classe de algas . As algas Chlorophytas possuem como principais pigmentos
as clorofilas a e b na mesma proporgéo encontrada em plantas superiores, que sao
responsaveis por sua cor caracteristica, além de uma grande quantidade de
carotenoides (O'CARRA; MURPHY; KILLILEA, 1980)

Por outro lado as algas Phaeophytas possuem coloracdo marrom, ou pardo-
esverdeada, devido ao pigmento fucoxantina, que mascara a presenca da clorofila a.
Além das clorofilas a e cl, c2, esta classe possui xantofilas e carotenos como
pigmentos; neste grupo encontram-se as maiores algas localizadas ao redor mundo,
conhecidas como “laminarias” que podem chegar a 30 metros de comprimento
(ARIZTIA; ANDERSEN; SOGIN, 1991).

Estes organismos sao conhecidos pela sua vasta aplicacdo em diferentes
setores da industria, no setor alimenticio, por exemplo, sdo utilizadas na producéo
de comidas, bebidas, matéria-prima para geleias entre outros; na agricultura, sao
empregadas para melhorar a germinagcdo de plantas, e aumentar a resisténcia a
bactérias e fungos; na producdo de cosmeéticos estdo presentes em uma série de
produtos como hidratantes contendo minerais, aminoacidos e vitaminas que
melhoram a nutricdo da pele (CARDOZO et al, 2007; PLAZA; CIFUENTES;
IBANEZ, 2008; TORRES et al., 2014). Entretanto, é no setor farmacéutico que as
algas apresentam importante papel, uma vez que uma série de compostos
biologicamente ativos derivados do metabolismo secundario destes organismos,
geram inumeras moléculas bioativas que podem variar desde hidrocarbonetos de

cadeia curta, cetonas simples, fendis, acetogeninas até sofisticados terpenos
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(TEIXEIRA; KELECOM; GOTTLIEB, 1991; CARVALHO; ROQUE, 2000; GAMBATO
et al., 2014).

As algas pardas (Phaeophytas) em especial apresentam uma série de
compostos quimicamente ativos com diversas bioatividades descritas como antiviral,
anticancer, antifingico e nematocida (EL GAMAL, 2010). Contudo, como revisado
por Torres e colaboradores (2014) esta classe de algas apresenta uma série de
substancias com atividade antiparasitaria como, por exemplo, os diterpenos
eleganolona (2,6,10,14-hexadecatetraen-4-ona), isolado de Bifurcaria bifurcata, o
qgual apresenta atividade contra T. brucei rhodesiense (Clsp = 0,5 pg/mL) e contra
Plasmodium falciparum, e 4-acetoxi-dolastano (4R,9S,14S)-4a-acetoxy-98,14a-
diidroxidolast-1(15),7-dieno), isolado da alga Canistrocarpus cerviconis, exibindo
atividade leishmanicida contra L. amazonensis (Clso = 2 pg/mL) (Figura 8), (SANTOS
et al., 2011; GALLE et al, 2013; TORRES et al., 2014).

Figura 8 - Estrutura dos compostos antiparasitarios eleganona e 4-acetoxi-dolastano isolados das
algas pardas B.bifurcata e C.cerviconis.

20 19 18 17

HO 13 16

eleganona (2,6,10,14-hexadecatetraen-4-ona)

4-acetoxi-dolastano (4R,9S5,14S)-4a-acetoxi-96,14a-diidroxidolast-
1(15),7-dieno)

Fonte - Santos et al., 2011; Gallé et al., 2013.
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As algas marinhas mostram-se ainda como organismos promissores na
sintese de compostos biologicamente ativos, pois vivem em ambientes onde séo
submetidas a varias interacfes bioldgicas e condicbes abidticas extremas
(YOKOYA, 2010). Neste sentido, as algas antarticas podem ser fontes promissoras
de novas substancias antileishmaniais, por estarem em um ambiente tdo adverso
como o ambiente marinho do continente Antartico. As macroalgas de ambientes
extremofilos como as do continente Antartico ainda sédo estudadas de forma pontual,
este continente € o0 quinto maior do planeta Terra, com uma area de
aproximadamente 14 milhdes de quilometros quadrados, cercado completamente
por partes dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico. Destaca-se a importancia da
alga parda Himantotallus grandifolius a qual € encontrada em ambientes antéarticos e
sub-antarticos, e ja foi descrita por apresentar atividade anticancer e anti-Leishmania
(GAMBATO et al., 2014; TORRES, 2014).

1.2.2 Fungos endofiticos associados a macroalgas

Ainda em relacdo ao ambiente marinho, os fungos representam uma
importante fonte de substancias, devido a sua versatilidade em producdo de
metabdlitos secundarios. De acordo com Costa-Lotufo e colaboradores (2009), apés
0 ano 2000, cerca de 45% das moléculas isoladas do ambiente marinho foram
provenientes de microrganismos, com implicacdes importantes nos estudos
envolvendo PNs, ndo sé por sua versatilidade e diversidade quimica, mas também
pela possibilidade de obtencdo, em quantidade, de moléculas para estudos pré-
clinicos (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Os fungos séo organismos eucarioticos, aclorofilados, heterotroéficos, sendo
encontrados como saprobios, parasitas, ou menos frequentemente como simbiontes.
Possuem parede celular constituida por quitina e B-glicano, apresentam material de
reserva energética na forma de glicogénio ou lipideos, podem ser unicelulares e/ou
multicelulares, microscopicos e/ou macroscopicos, com reproducdo assexuada e/ou
sexuada, resultando na formacdo de esporos (MOREIRA; CRUSIUS, 2010). S&o
importantes produtores de novas moléculas bioativas aplicadas no controle biol6gico

de pragas, processos fermentativos industriais, como também no setor farmacéutico
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como “moldes” para novos farmacos (AZEVEDO, 1998; BARLOCHER; BODDY,
2016)

Tratando-se dos fungos simbiontes, estes podem ser epifiticos (encontrados
na superficie do organismo hospedeiro) ou endofiticos (dentro do organismo
hospedeiro). As associagfes entre endofiticos e vegetais sdo simbidticas, podendo
ser mutualistica, quando os dois obtém vantagens, ou parasitéria quando apenas o
endofito € beneficiado (YAN et al., 2015). A visdo mutualistica de interacdo €
relatada como uma associacdo que ndo ha danos aos hospedeiros, promovendo
alteracdes fisioldgicas ou até mesmo a producao substancias de defesa, através do
cruzamento de informacdes genéticas do endodfito e seu hospedeiro durante a
formacdo da associacdo, além disso, estes genes podem regular a producdo de
metabdlitos secundarios bioativos pelos enddfitos, podendo levar a expressédo de
genes que conferem resisténcia as plantas hospedeiras (BULTMAN; BELL, 2003;
BAILEY et al., 2006; ARAUJO et al., 2016)

Os fungos endofiticos sdo descritos como fonte produtora de moléculas com
diversidade estrutural, produzindo por exemplo, policetideos, esteroides, flavonoides
entre outros; e dentre as diversas bioatividades encontradas, destacam-se a
antimicrobiana, antioxidante e citotoxica (AZEVEDO, 1998; ARAUJO et al., 2016).
Em relacdo a atividade antiparasitaria de fungos endofiticos, h& na literatura varios
registros, principalmente de endofitos associados a plantas superiores, com
atividade anti-Leishmania, anti-Plasmodium e anti-Trypanosoma (ZAIN et al., 2013),
porém ha poucos relatos sobre endofiticos associados a macroalgas.

Para macroalgas antéarticas, os fungos endofiticos associados podem ser
caracterizados por um alto grau de endemismo, uma vez que os relatos na literatura
abordam principalmente microbioma de solo, gelo, lagos e associa¢cées com plantas,
pouco ha sobre fungos endofiticos de algas antarticas (GODINHO et al., 2013).0
continente Antartico apresenta cadeias microbianas uUnicas, 0s microrganismos
encontrados neste ambiente sdo capazes de sobreviver a condigdes extremas como
desidratacéo, gelo-desgelo, escassez de nutrientes, baixas temperaturas, radicacao,
entre outras, logo os fungos endofiticos de macroalgas antarticas sédo espécies
adaptadas a estas condigbes extremas (FELL; STATZELL, 1971).

Loque e colaboradores (2010) isolaram 75 fungos endofiticos, sendo 48

leveduriformes e 27 filamentosos, de trés macroalgas a Adenocystis utricularis,
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Palmaria decipiens e Desmarestia anceps. Constatou-se a existéncia de dez
géneros diferentes, sendo duas espécies endémicas da Antartica. Em 2013,
Godinho e colaboradores isolaram fungos endofiticos de oito macroalgas antarticas
de todas as classes, vermelhas, pardas e verdes. Estes pesquisadores conseguiram
isolar 198 fungos de 21 géneros distintos. Em relacéo a atividade antiparasitaria, ha
o relato de atividade contra formas tripomastigotas de T. cruzi de extratos etandlicos
de fungos do género Penicillium isolados das algas antarticas Monostroma hariotii e
Palmaria decipiens. A anélise quimica destes extratos por RMN de 'H, indicaram a
presenca de hidrogénios arométicos, hidrogénios de metoxilas, além de hidrogénios
olefinicos, metilénicos e metilicos que podem estar relacionados a &cidos graxos
(GODINHO et al., 2013).

1.2.3 Investigacdo quimica de PNs

Para analise quimica de PNs sdo envolvidas diversas técnicas que se
complementam no sentido de caracterizar as substancias presentes no extratos,
fracOes e substancias isoladas, a seguir sdo descritas as técnicas utilizadas neste
trabalho. A cromatografia € uma técnica utilizada para separar, identificar e
quantificar determinada substancia presente em uma mistura, inicialmente operada
em forma gasosa (CG), conseguinte a cromatografia liquida (CL), que é o foco deste
trabalho e posteriormente a cromatografia por fluido supercritico (CFSC) (LANCAS,
1993; VON MUHLEN; LANCAS, 2004). A técnica se baseia na interacdo entre duas
fases imisciveis, uma estacionaria e a outra movel, onde os componentes de uma
mistura percorrem a fase estacionaria, através da fase moével, sendo eluidos de
acordo com a interacdo que desenvolvem ao longo da é&rea superficial que
percorrem, o que permite uma vasta combinacdo de fases moveis e estacionarias
que permitam a melhor separacao (VON MUHLEN; LANCAS, 2004).

Os detectores utilizados nas varias técnicas cromatograficas instrumentais
também sdo varios, 0os equipamentos podem ser acoplados a Espectrometria de
massas (MS), espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR),
deteccdo de absorcdo de radiacdo UV/Vis, deteccdo por ionizagdo em chama (FID),
detector termoidnico (TID), detector fotométrico de chama (FPD) e espectrometria de
mobilidade i6nica (IMS) (VON MUHLEN; LANCAS, 2004). Dentre estes, na
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Espectrometria de Massas (MS) a substancia separada € ionizada e os ions gerados
sdo separados na base da razdo massa/carga, € 0 nimero de ions correspondentes
de cada “unidade” de massa/carga é registrado na forma de um espectro, sendo os
dados obtidos auxiliares na caracterizacdo preditiva dos constituintes quimicos das
amostras (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A Ressonancia Magnética Nuclear RMN fornece informagfes sobre o numero
de atomos magneticamente distintos do iso6topo estudado, podendo obter
informacdes sobre cada tipo de nucleo (is6topo) estudado, sendo 0os mais comuns
'H, ?H, ¥C, N, 0 e °F (PAVIA et al., 2010). Baseia-se na aplicacdo de um campo
magnético sobre a amostra, onde os nucleos ativos a RMN absorvem radiacdo a
uma frequéncia caracteristica de cada isétopo, e esse sinal gerado é registrado na
forma de um espectro que fornece dados sobre como cada isétopo esta se
comportando na amostra, auxiliando na elucidacdo estrutural de substéncias, ou
indicando grupos funcionais presentes (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Neste trabalho foram utilizadas as macroalgas Cystosphaera jacquinotii
(Montagne) Skottsberg, alga pardo-esverdeada, com cerca de 3 metros de
comprimento, encontrada na regido de infralitoral na llha Rei George, e Ascoseira
mirabilis Skottsberg, alga marrom (Figura 9), com cerca de 1,5 metros de
comprimento, encontrada na regido de infralitoral raso, em varios locais rochosos da
Baia do Almirantado (FUJII, et al., 2014).

Figura 9 - Macroalgas antéarticas Cystosphaera jacquinotii (esquerda) e Ascoseira mirabilis (direita).

Fonte - Fujii, et al. (2014).
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Além disso, investigamos os fungos endofiticos associados as macroalgas C.
jacquinotii e A. mirabilis, os quais ainda ndo foram descritos na literatura, reforcando

o papel inovador do presente estudo.
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5 CONCLUSAO

Foram avaliados oito extratos obtidos das algas A. mirabilis e C. jacquinotii
provenientes do continente Antartico e cinco extratos obtidos de fungos endofiticos
associados a estas algas contra formas promastigotas de L. amazonensis, bem
como macréfagos murinos. Quatro extratos algais apresentaram atividade
leishmanicida, embora menor que a atividade observada para os farmacos de
referéncia e com elevada citotoxicidade. JA o Unico extrato bioativo fangico
apresentou atividade leishmanicida menor do que farmacos de referéncia, porém
baixa citotoxicidade, com IS maior quando comparado aos farmacos controle.

O fungo foi identificado como sendo pertencente ao género Aspergillus secao
flavi.

A partir dos extratos algais foram obtidas catorze fracdes sendo que nove
apresentaram atividade anti-promastigota, duas referentes a alga A. mirabilis e sete
a C. jacquinotii, embora as fracdes tenham apresentado valores menores que 0s
farmacos de referéncia. Com relacdo ao fungo Aspergillus sp., duas dentre as nove
fracbes obtidas apresentaram atividade leishmanicida, também inferiores aos
farmacos de referéncia.

A analise por CLAE-DAD dos extratos hexanicos algais, mostraram perfis
complexos, com substancias de média e baixa polaridade. J& os espectros de RMN
de 'H mostraram a predominancia de hidrogénios metilicos e metilénicos
correspondentes a hidrocarbonetos saturados. O cromatograma do extrato do fungo
AmMI2pdba apresentou substancias de média e alta polaridade e o RMN de 'H
mostrou também a presenca de hidrogénios carbindlicos com menor intensidade de
sinais.

As fracOes 3 e 6 da alga A. mirabilis foram analisadas por CLAE-DAD, RMN
de 'H e CLUE-EM, e foi verificado que as duas fracbes sdo bastante semelhantes,
apresentando alguns picos em comum e através da CLUE-EM foi verificado um pico
majoritdrio em comum, correspondente ao composto diisobutilftalato um
contaminante comum em solventes de laboratorio, porém com registros na literatura
de que sdo encontrados naturalmente em macroalgas. Entretanto o RMN de 'H
apontou o metil (9E)-9-hexadecenoato como constituinte majoritario dessa fragéao.

A analise dos dados obtidos pela CLUE-EM mostraram a presenca de outros
valores de m/z correspondentes de outros ftalatos como o di-n-pentil ftalato, acido
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monohexiletil ftalico e dibutil ftalato, fornecendo mais indicios da presenca destes
compostos na alga em questdo. A CLAE-MS também mostrou a presenca, em
menor quantidade, de compostos derivados da vitamina E, derivados de acidos
graxos e esterois.

A andlise da subfracdo AmF6.2 confirmou que o constituinte majoritario € o
diisobutilftalato observado por apresentar o mesmo tg do padrédo utilizado na CLAE-
DAD.

Apenas a sub-fracdo FeF6.2 do fungo AmMI2pdba apresentou atividade

leishmanicida e seus constituintes quimicos estao sendo investigados.
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